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緒 言  

 

近 年 、地 球 温 暖 化 の 進 行 が 問 題 と な り 、低 炭 素 社 会 の 実 現 に 向

け た 再 生 可 能 エ ネ ル ギ ー の 研 究 が 世 界 的 に 行 わ れ て い る 。 主 要

な 再 生 可 能 エ ネ ル ギ ー の 一 つ と し て バ イ オ マ ス が あ る 。 1 年 間

に バ イ オ マ ス と し て 生 産 さ れ る 炭 素 量 は 約 6 0 G t だ 。 一 方 、 地

球 温 暖 化 の 原 因 と な る 化 石 燃 料 由 来 の 炭 素 放 出 量 は 年 間 約

6 . 4 G t で あ る 。 つ ま り 、 も し 、 年 間 の バ イ オ マ ス 生 産 量 の 1 割

で も 有 効 利 用 で き る と 低 炭 素 社 会 の 実 現 は 可 能 だ 。 し か し 、 現

実 に は 採 算 性 等 の 課 題 が あ り 、6 0 G t の う ち 人 類 が 利 用 で き て い

る の は 約 1 . 4 G t に 過 ぎ な い 。こ う い っ た 課 題 を 解 決 す る 為 に は 、

バ イ オ マ ス リ フ ァ イ ナ リ ー が 必 須 で あ り 、 バ イ オ マ ス の よ り 良

い 利 活 用 の 為 、 バ イ オ マ ス の 主 成 分 で あ る セ ル ロ ー ス や ヘ ミ セ

ル ロ ー ス に 関 す る 基 礎 研 究 が 求 め ら れ て い る 。  

ヘ ミ セ ル ロ ー ス の 主 成 分 で あ る 多 糖 キ シ ラ ン は 、構 成 単 糖 で あ

る D - キ シ ロ ー ス が β 1 - 4 結 合 を 介 し て 連 な っ た 主 構 造 を と る 。

( F i g . 1 ) こ の 結 合 を 糖 加 水 分 解 酵 素 で あ る キ シ ラ ナ ー ゼ で ラ ン

ダ ム に 加 水 分 解 す る こ と に よ り 、D - キ シ ロ ー ス が 2 - 数 個 連 な っ

た 構 造 を 取 る キ シ ロ オ リ ゴ 糖 が 得 ら れ 、 更 に 生 産 さ れ た キ シ ロ

オ リ ゴ 糖 の 結 合 を β - キ シ ロ シ ダ ー ゼ で 更 に 加 水 分 解 す る こ と

で D - キ シ ロ ー ス が 得 ら れ る 。今 日 、キ シ ラ ン 分 解 産 物 及 び 分 解

酵 素 は 、ビ フ ィ ズ ス 菌 の 選 択 増 殖 活 性 に よ る 整 腸 作 用 ( キ シ ロ オ

リ ゴ 糖 ) 、 低 カ ロ リ ー の 甘 味 料 ( キ シ ロ オ リ ゴ 糖 ) 、 生 分 解 性 プ ラ

ス チ ッ ク の 原 料 と し て 用 い ら れ る L - 乳 酸 の 原 料 ( キ シ ロ ー ス ) 、

木 材 パ ル プ の 無 塩 素 漂 白 に 使 用 ( キ シ ラ ナ ー ゼ ) と い っ た 様 々 な

有 用 性 が 報 告 さ れ て お り 、 未 利 用 の バ イ オ マ ス の よ り 有 効 な 活

用 の 為 に も 、 新 た な キ シ ラ ン 分 解 酵 素 の 発 見 と そ の 諸 特 性 の 解

明 が 望 ま れ て い る 。  

一 方 、 本 研 究 室 で 扱 っ て い る 寒 天 分 解 菌 C e l l v i b r i o  s p .  

O A - 2 0 0 7 の 全 ゲ ノ ム を 解 析 し た と こ ろ 、 ゲ ノ ム 中 に い く つ か の

キ シ ラ ン 分 解 酵 素 を 見 出 し た 。 新 た な キ シ ラ ン 分 解 酵 素 の 発 見

と そ の 諸 特 性 の 解 明 が 望 ま れ て い る 現 在 、 論 文 の 報 告 の 少 な い

C e l l v i b r i o 属 細 菌 の キ シ ラ ン 分 解 酵 素 に 関 す る 研 究 は 有 意 義 で

あ る 。  

そ こ で 本 研 究 で は 、 キ シ ラ ン の 完 全 資 源 化 を 目 的 に 、

C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の キ シ ラ ン 分 解 酵 素 遺 伝 子 の 大 腸 菌 を

用 い た ク ロ ー ニ ン グ を 試 み る と と も に 、 得 ら れ た キ シ ラ ン 分 解

酵 素 の 特 性 の 解 明 を 目 指 し た 。  
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F i g . 1 キ シ ラ ン の 分 子 構 造  
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第 1 章  C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 全 ゲ ノ ム 配 列 か ら の  

キ シ ラ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 探 索  

 

1 - 1 実 験 方 法  

遺 伝 子 解 析 ツ ー ル U n i p r o  U G E N E を 用 い 、 N C B I に 報 告 さ れ

て い る 他 の C e l l v i b r i o  属 細 菌 の キ シ ラ ナ ー ゼ と 予 測 さ れ る ア

ミ ノ 酸 配 列 と C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の 全 ゲ ノ ム 配 列 の 相 同 性

検 索 を 行 っ た 。  

 

1 - 2 結 果 と 考 察  

C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の コ ン テ ィ グ 6 0 3 番 上 の １ つ の O R F

（ F i g . 2 ） が 、 複 数 の 他 の C e l l v i b r i o  属 細 菌 の キ シ ラ ナ ー ゼ と

予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 高 い 相 同 性 を 示 し た 。 ま た 、 N C B I

の B L A S T を 利 用 し 、相 同 性 を 示 し た C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の

O R F の 塩 基 配 列 と 他 の 菌 株 の 塩 基 配 列 の 相 同 性 検 索 を 行 っ た

と こ ろ 、 様 々 な 菌 株 の キ シ ラ ナ ー ゼ 遺 伝 子 と 予 測 さ れ る 遺 伝 子

と 高 い 相 同 性 を 示 し た 。こ の こ と か ら 本 O R F は キ シ ラ ナ ー ゼ 遺

伝 子 で あ る 可 能 性 が 高 い と 考 え 、 大 腸 菌 を 用 い た ク ロ ー ニ ン グ

を 目 指 し た 。  
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A A G C C T G T T T G G T A C T C G A T T A C A C C T G C T T G C A A T A G G C A G G

A T C A A C C T T C G A C A G T C C C T C C A C T T C T A T A G G C G G T A T T G G T T

G A G A G G C T A T T T A A G A G A G T C T A A T A A T G A A A T T T T C T G G C A A A

A A A A T C C T G A G C A C G C T T A T C G G C G C T G C A G C T T T G T G T G T A A

C A G C G G T C A A C G C A C A A A C C C T A A G C T C C A A T T C A A C C G G T A C

C A A T A A C G G T T T T T A C T A C A C C T T C T G G A A A G A T T C G G G C A G C

G C C T C T A T G A C C T T A C A G T C G G G C G G T C G C T A T A C C T C G C A A T

G G A C A A G T A A T A C T A A T A A C T G G G T G G G C G G T A A A G G C T G G A A

T C C G G G T A C C A G T T C A C G T G T G G T T A G T T A T T C A G G T A A C T A C

G G C G C G T C C A A T T C A C A A A A C T C C T A C C T G G C A T T T T A T G G C T

G G A C C A G A A A T C C G T T G A T T G A G T A T T A C A T C A T C G A A A G T T A T

G G T T C A T A C A A C C C A G C C T C T T G T T C C G G C G G C A C C G A C T A C G

G C A G T T T C A C C A G C G A T G G T G C G A C T T A T A A C G T G C G T C G C T G

C C T G C G C A C T C A A C A A C C A T C G A T T G A T G G C A C C C A A A C C T T C

T A T C A A T A C T T C A G C G T G C G C A A T C C G A A G A A A G G T T T T G G T A

A C A T T T C T G G C A C C A T C A C C T T T G C C A A T C A C G C C A A C T T T T G G

G C G A G C A A G G G C T T G A A T C T G G G C A C C C A T G A T T A T C A A G T T C

T G G C G A C C G A A G G C T A T C A A A G C A C T G G C A G T T C G G A T A T C A C

C G T A A G C G C G G G C A C C T C A G G C G G C G G C A G C T C A A G C T C G G C

G C C A T C A G G C G G T A G C A A A A C T A T C G T T G T G C G C G C C A G A G G C

G T T G C C G G T G G T G A G A G C A T T A C C C T G A A A G T G A A T A A C A C G A

C A G T G C A A A C T T G G A C T C T T T C C A C C A C T A T G A C C A A C T A C A C

C G C A A C G A C T T C T T T G T C T G G C G G C A G C C T G G T G G A A T A C A C C

A A C G A T T C T G G C A A C C G C G A C G T A C A A A T C G A T T A C A T C A G T G

T G A A C G G C A G C G T T C G T C A A T C G G A A G C G C A A A G C T A C A A C A C

C G G T G T G T A T C A A A A C G G T G C C T G T G G C G G C G G C A A T G G T A T G

A G C G A G T G G C T G C A C T G T A A C G G C G C G A T T G G T T A C G G T A A T T

T A T A A G C C T T A G T C C T A G C T G A T T A A G T A G G A A T C G G T A A C A A A

A A A A G G G G C G A T T A A T T T G C C C C T T T T T T A T C A C T C T A A A A A T A

A T A A A A G T A A C T A T A A C G A G A G A T A A A C A T G G C C A A C  

 

F i g . 2 C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 キ シ ラ ナ ー ゼ O R F 周 辺 の 塩 基 配 列  

（ 緑 色 ： キ シ ラ ナ ー ゼ O R F , 水 色 ： F W ・ R V プ ラ イ マ ー , 黄 色 ：

プ ロ モ ー タ ー ）   
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第 2 章  キ シ ラ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び  

キ シ ラ ン ・ キ シ ロ オ リ ゴ 糖 分 解  

 

2 - 1 実 験 方 法  

2 - 1 - 1 プ ラ イ マ ー 設 計  

1 章 で 探 索 し た キ シ ラ ナ ー ゼ O R F を P C R に よ っ て 増 幅 さ せ る

為 、 O R F の 前 後 で 、 プ ロ モ ー タ ー を 含 む よ う F o r w a r d  

p r i m e r  , R e v e r s e  p r i m e r  を 以 下 の よ う に 設 計 し た 。  

F o r w a r d  p r i m e r  5 ’ -  A C C A A G C T T A A G C C T G T T T G G T A C T C G - 3 ’  

R e v e r s e  p r i m e r  5 ’ - C C A T C T A G A G T T G G C C A T G T T T A T C T C T C - 3 ’  

F o r w a r d  p r i m e r の 下 線 部 は H i n d Ⅲ の 制 限 酵 素 サ イ ト 、

R e v e r s e  p r i m e r の 下 線 部 は X b a Ⅰ の 制 限 酵 素 サ イ ト 、二 重 下 線

部 は C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の 染 色 体 D N A と 相 補 的 な 配 列 を 示

す 。  

2 - 1 - 2  P C R  

C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の 染 色 体 D N A を 鋳 型 と し P C R を 行 っ

た 。 P C R 溶 液 の 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。  

d N T P  M i x t u r e （ タ カ ラ バ イ オ ） 4 μ l ,  1 0 × E x  T a q  B u f f e r （ タ

カ ラ バ イ オ ） 5 μ l ,  F o r w a r d  p r i m e r  1 . 5 μ l ,  R e v e r s e  p r i m e r  1 . 5

μ l ,  E x  T a q （ タ カ ラ バ イ オ ）  1 μ l , 染 色 体 D N A  1 μ l , 滅 菌 水 で

全 量 が 5 0 μ l に な る よ う 調 製 。  

P C R 条 件 は 変 性 反 応 （ 9 4 ℃ , 2 0 秒 ）、 ア ニ ー リ ン グ （ 5 3 ℃ , 3 0

秒 ）、 伸 長 反 応 （ 7 2 ℃ , 1 分 2 0 秒 ）、 サ イ ク ル 数 を 3 0 回 と し た 。

そ の 後 、 P C R 産 物 を N u c l e o S p i n ®  G e l  a n d  P C R  C l e a n - u p （ タ

カ ラ バ イ オ ） を 用 い 精 製 し た 。  

2 - 1 - 3  制 限 酵 素 を 用 い た 消 化 反 応   

プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と し て p U C  1 9  D N A（ タ カ ラ バ イ オ ） を 使

用 し た 。 消 化 反 応 に 使 用 し た 反 応 液 は 以 下 の よ う に 調 製 し た 。

P C R 産 物 反 応 液 は U n i v e r s a l  B u f f e r  1 0 × M  b u f f e r  （ タ カ ラ バ

イ オ ） 5 μ l ,  P C R 産 物 2 μ l ,  X b a Ⅰ （ タ カ ラ バ イ オ ）  1 μ l ,  H i n d

Ⅲ  （ タ カ ラ バ イ オ ） 1 μ l ,  滅 菌 水 で 全 量 5 0 μ l に 調 製 、 p U C 1 9

反 応 液 は U n i v e r s a l  B u f f e r  1 0 × M  b u f f e r  5 μ l ,  p U C 1 9  D N A  4

μ l ,  X b a Ⅰ  1 μ l ,  H i n d Ⅲ  1 μ l ,  滅 菌 水 で 全 量 5 0 μ l に 調 製 し た 。

そ れ ぞ れ の 反 応 液 を 3 7 ℃ に １ 時 間 加 温 し 、 消 化 反 応 を 進 め た 。   

そ の 後 、 7 0 ℃ で 1 5 分 加 温 す る こ と で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 P C R

産 物 消 化 物 と p U C 1 9 消 化 物 を N u c l e o S p i n ®  G e l  a n d  P C R  

C l e a n - u p を 用 い 精 製 し た 。  

2 - 1 - 4  P C R 産 物 消 化 物 と p U C 1 9 消 化 物 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン  

P C R 産 物 消 化 物 3 μ l 、p U C 1 9 消 化 物 7 μ l そ し て D N A  L i g a t i o n  

K i t  ＜ M i g h t y  M i x ＞ L i g a t i o n  M i x t u r e （ タ カ ラ バ イ オ ） 1 0 μ l
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を 混 合 し 、 そ の 後 、 1 6 ℃ で 1 時 間 3 0 分 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応

を 行 っ た 。  

2 - 1 - 5 形 質 転 換  

宿 主 と し て E . c o l i  D H 5 α を 選 択 し た 。 E . c o l i  D H 5 α  

C o m p e t e n t  C e l l s （ タ カ ラ バ イ オ ） 1 0 0 μ l を ラ イ ゲ ー シ ョ ン 産

物 1 0 μ l に 加 え 、 4 2 ℃ で 4 5 秒 加 温 す る こ と で 、 組 み 換 え プ ラ

ス ミ ド を E . c o l i  D H 5 α に 導 入 し 形 質 転 換 を 行 っ た 。 2 分 間 氷 中

で 冷 却 後 、 付 属 の 9 0 0 μ l の S O C 培 地 を 加 え 、 3 7 ℃ で 1 時 間 振

と う し た 。 振 と う 後 、 ア ン ピ シ リ ン （ 1 0 0 μ g / m l ） , A g a r 1 % を 含

む L B 寒 天 培 地 プ レ ー ト （ T r y p t o n e  1 w / v % ,  Y e a s t  E x t r a c t   

0 . 5 w / v % ,  N a C l  1 w / v % , p H 7 . 0 ） に X - G a l  3 0 μ l ,  形 質 転 換 さ れ た

E . c o l i  D H 5 α  2 0 μ l を 塗 布 し 、 2 5 ℃ で 3 日 間 培 養 後 、 白 い コ ロ

ニ ー を 組 み 換 え が 成 功 し て い る 菌 と み な し 、青 白 選 抜 を 行 っ た 。 

2 - 1 - 6  キ シ ラ ナ ー ゼ 粗 酵 素 の 回 収  

白 い コ ロ ニ ー を ラ ン ダ ム に 選 択 し 、 ア ン ピ シ リ ン（ 1 0 0 μ g / m l ）

を 含 む L B 培 地  5 m l に 植 菌 、 3 7 ℃ で 一 昼 夜 振 と う し 、 前 培 養 し

た 。 前 培 養 液 2 0 0 μ l を ア ン ピ シ リ ン （ 1 0 0 μ g / m l ） を 含 む L B

培 地  2 0 0 m l に 加 え 、 2 5 ℃ で 2 日 間 振 と う 培 養 し た 。 菌 体 を 遠

心 分 離 （ 8 0 0 0 r p m , 4 ℃ ,  1 0 分 ） に よ り 集 菌 、 上 清 液 を 取 り 除 い

た 。 菌 体 を 2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ p H 6 . 8 ） で 懸 濁 し 遠 心 分

離 （ 8 0 0 0 r p m , 4 ℃ , 1 0 分 ） に よ り 集 菌 、 上 清 液 を 取 り 除 い た 。

こ の 作 業 を 2 度 繰 り 返 し 、 菌 体 を 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 再 び 菌 体

を 2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 3 5 m l で 懸 濁 、 氷 冷 し な が ら 菌 体 を

超 音 波 壊 砕 ( 出 力 6 0 ％ ,  1 5 分 間 ,   １ 秒 間 隔 で O N / O F F ,   最 大

9 ℃ ） し た 。 遠 心 分 離 （ 8 0 0 0 r p m , 4 ℃ , 1 0 分 ） に よ り 菌 体 残 渣 を

取 り 除 き 、 上 清 液 を 粗 酵 素 液 と し て 回 収 し た 。  

2 - 1 - 7  キ シ ラ ン の 分 解  

2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 1 m l に キ シ ラ ン （ 和 光 純 薬 ） を 2 0 m g

加 え 2 0 g / l キ シ ラ ン 溶 液 を 調 製 し た 。 2 0 g / l キ シ ラ ン 溶 液 9 0 0

μ l と 回 収 し た 粗 酵 素 1 0 0 μ l を 混 合 し 、 2 5 ℃ で 一 昼 夜 振 と う 、

分 解 反 応 を 行 っ た 。 反 応 液 を 1 0 0 ℃ で 5 分 間 加 熱 し 、 反 応 を 停

止 さ せ た 。 そ の 後 、 遠 心 分 離 （ 8 0 0 0 r p m ,  5 分 間 ） で 蛋 白 の 沈 殿

を 取 り 除 き 、 上 清 液 を フ ィ ル タ ー ろ 過 、 H P L C , T L C に よ っ て 分

析 し た 。  

2 - 1 - 8 キ シ ロ オ リ ゴ 糖 （ 2 S , 3 S , 4 S ） の 分 解  

2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 1 . 2 m l に キ シ ロ ビ オ ー ス （ 東 京 化 成 工

業 ）、 キ シ ロ ト リ オ ー ス （ M e g a z y m e ）、 キ シ ロ テ ト ラ オ ー ス

（ M e g a z y m e） を そ れ ぞ れ 1 . 2 m g 加 え 、 1 g / l の キ シ ロ ビ オ ー ス 溶

液 、 キ シ ロ ト リ オ ー ス 溶 液 、 キ シ ロ テ ト ラ オ ー ス 溶 液 を 調 製 し

た 。 そ れ ぞ れ の 調 製 し た 溶 液 1 . 2 m l と 回 収 し た 粗 酵 素 1 . 2 m l を
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混 合 し 、 3 7 ℃ で 振 と う 、 分 解 反 応 を 行 っ た 。 反 応 物 の 経 時 的 な

変 化 を 確 認 す る 為 、1 時 間 、2 時 間 、4 時 間 、6 時 間 経 過 時 点 で 、

反 応 液 を 6 0 0 μ l ず つ 回 収 、 1 0 0 ℃ で 5 分 間 加 熱 し 、 反 応 を 停 止

さ せ た 。遠 心 分 離（ 8 0 0 0 r p m ,  5 分 間 ）で 蛋 白 の 沈 殿 を 取 り 除 き 、

上 清 液 を フ ィ ル タ ー ろ 過 、 H P L C , T L C に よ っ て 分 析 し た 。  

2 - 1 - 9  T L C  

2 - 1 - 7 , 2 - 1 - 8 で 用 い た 展 開 溶 媒 の 組 成 は n - ブ タ ノ ー ル ： ピ リ ジ

ン ： 水  ＝ 6： 4： 3 で あ る 。（ 4 章 で も 同 じ も の を 使 用 ） 3 回 展 開

を 行 っ た 後 、 発 色 試 薬 を 噴 霧 、 1 0 0 ℃ の ホ ッ ト プ レ ー ト で 加 熱

し た 。 ま た 、 発 色 試 薬 は ナ フ ト レ ゾ シ ノ ー ル  0 . 2 g  と ジ フ ェ ニ

ル ア ミ ン  0 . 4 g  を  9 5 ％ エ タ ノ ー ル  1 0 0 m l  に 溶 か し 、9 8 ％ の 硫

酸  4 m l  を 氷 冷 し な が ら ゆ っ く り と 加 え 調 製 し た 。（ 4 章 で も 同

じ も の を 使 用 ）  

 

2 - 2 結 果 と 考 察  

組 み 換 え 菌 か ら 回 収 し た 粗 酵 素 は キ シ ラ ン を 2 S 、 3 S 、 4 S、 5 S

に 分 解 し た 。（ F i g . 3 , 4 ） こ の こ と か ら キ シ ラ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の ク

ロ ー ニ ン グ に 成 功 し た と 考 え ら れ る 。  

本 キ シ ラ ナ ー ゼ 粗 酵 素 は 2 S 及 び 3 S を 分 解 す る こ と は で き な

か っ た 。（ F i g . 5 ）  

本 キ シ ラ ナ ー ゼ 粗 酵 素 は 4 S を 分 解 し た 。 ほ と ん ど の 場 合 、 2 S

に 分 解 し た が 、 い く ら か を 3 S 、 単 糖 に 分 解 し た 。（ F i g . 6 ）  
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F i g . 3 本 キ シ ラ ナ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る キ シ ラ ン の 分 解 ( H P L C 分 析 結 果 )  
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F i g . 4 本 キ シ ラ ナ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る キ シ ラ ン 分 解 産 物 の T L C 分 析  
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F i g . 5 本 キ シ ラ ナ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る 2 S , 3 S の 分 解 ( H P L C 分 析 結 果 )  
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F i g . 6  本 キ シ ラ ナ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る 4 S 分 解 物 の H P L C ( 左 ) T L C ( 右 ) 分 析  
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第 3 章  C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 全 ゲ ノ ム 配 列 か ら の  

キ シ ロ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 の 探 索  

 

3 . 1 実 験 方 法  

本 研 究 室 で は 過 去 に 安 居 が C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の キ シ ロ シ

ダ ー ゼ の 部 分 精 製 に 成 功 し て お り 、推 定 分 子 量 は 4 4 0 0 0 D a で あ

っ た 。 そ こ で 、 N C B I に 報 告 さ れ て い る 他 の C e l l v i b r i o  属 細 菌

の キ シ ロ シ ダ ー ゼ と 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 か ら 、 推 定 分

子 量 の 近 い タ ン パ ク 質 を 生 産 す る と 考 え ら れ る も の を 探 し た 。

結 果 、 次 の 4 つ の 候 補 が 見 つ か っ た 。 ( F i g . 7 )  

遺 伝 子 解 析 ツ ー ル U n i p r o  U G E N E を 用 い 見 つ か っ た 候 補 の ア

ミ ノ 酸 配 列 と C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の 全 ゲ ノ ム 配 列 の 相 同 性

検 索 を 行 っ た 。  

3 . 2 結 果 と 考 察  

C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の コ ン テ ィ グ 5 8 5 番 上 の １ つ の O R F

（ F i g . 8 ）が 見 つ か っ た 4 つ の 候 補 の 内 3 つ と 高 い 相 同 性 を 示 し

た 。 ま た 、 N C B I の B L A S T を 利 用 し 相 同 性 を 示 し た C e l l v i b r i o  

s p . O A - 2 0 0 7 の O R F の 塩 基 配 列 と 他 の 菌 株 の 塩 基 配 列 の 相 同 性

検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 様 々 な 菌 株 の キ シ ロ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 と 予

測 さ れ る 遺 伝 子 と 高 い 相 同 性 を 示 し た 。 ( F i g . 9 )  こ の こ と か ら 、

本 O R F は キ シ ロ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 可 能 性 が 高 い と 考 え 、大

腸 菌 を 用 い た ク ロ ー ニ ン グ を 目 指 し た 。  
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F i g . 7 推 定 分 子 量 約 4 0 0 0 0 の キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 生 産 す る と 予 測 さ れ る  

C e l l v i b r i o  属 細 菌 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 菌 種  
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A C A G C G C A C A G A T G G A T G A G G T A T T C C C T C A C G C C T A T C A A T T T G A G C

G C G G C T T T T T T A C C C C A G G C G A A G C G C C G G G G C A C G G T G T G G A C A T A G

A T G A A A C G C T C G C C G C C A A A T A T C C C T A C A A G C G C G C C T G C C T A C C T G

T G A A T C G G T T G G A A G A C G G A A C G C T C T G G C A T T G G T A A G A T T G T G C T G

G C A A A C A G C A A A A C A C A A T C C A C A A C G A G A C A A T A A T T A T G A C A A C A C

A A C A A A T C C T G A T G T C T A G C C T C A T C G C T G G C A G C T T G C T C A T C A G C G

G C T G C C A A G A T A A A A C C G C A C C T G A G A C T A G C A C T G C A G C T G C T T C A T

C C G T T G C T G C T G T A G C G C C C G C A C C A A C A C C A G C A G A T C C A G C G C A A T

T T A T C G G T C A A C C A C T C A T C A G C G A G A T T T A C A C C G C C G A T C C A T C T G C

C C A T G T G T T T A A C G G C A A A A T T T A T A T T T A T C C C T C A C A C G A C A T A G A T

A C A G G C A C C A C C T C T G A A G G A G A T G G C G A T A A A T T C G A T A T G A A T G A T

T A T C G C G T G C T C T C T A T G G A T A G C G C C G A T G G C A C C G C G A C C C T G C A C

G A T G T A G C A C T G A A A C T G G A A G A T G T A C C C T G G G C C A G C C G T C A A C T T

T G G G C G C C T G A C G C G G C G G A A A A A G A C G G C A A G T A C T A T T T A T T T T T C

C C T G C T A A A A A C A A A G A G C A G A T T T T C C A G A T C G G C G T C G C C A C C A G C

G A C T C G C C T A C C G G C C C A T T C A A A G C C G A A C C C G A G C C A A T C A A A G G C

A G C T T C A G C A T C G A C C C A G C C G T A T T T A A A G A C G A T G A C G G A G C C T A C

T A C A T G T A C T T C G G C G G C A T C T G G G G C G G C C A A T T A C A G C G C T G G G C C

A G C G G C A G C T A T G T T G A A G A A G A T A A A T A T C C A G C A A G T A A T G A A C C C

G C C T A C A G C C C G A A A A T C G C C C G T A T G A G C G A C G A C T T G C T G C A A T T T

G C C G A A A C G C C A A A A G A T G T G C A A A T C A T C G A C G G C G G C G G T G T T C C G

C T G C T G G G C A C A G A T A C C A A T C G C C G C T T T T T T G A A G C A G C T T G G G T A

C A T A A A T T T A A C G G G A A A T A T T A T T T A T C C T A C T C C A C C G G C G A C A C C C

A C T T T A T C G C C T A C G C G A T T G G C G A C A C C C C C T A C G G C C C C T T C A C T T A

C A A A G G C A T G G T G T T A G C A C C A G T T T T A G G C T G G A C C A A C C A T C A C T C

A A T C G T G A A G C A C A A C G A C A A A T G G T A T T T G T T C T A C C A C G A T T C A C A A

C T G T C C G G C G G C C A A A C C C A C C T G C G C A A T G T G A A A G T G A C T G A G C T A

G T T C A C A A T G A C G A T G G C A C C A T T A A C A C C A T T G A T G C C T A T C T C G A C T

A G C G T C T A C T G C A C T G A T G C A A C A A C C C G G A A C C C C G C C C G A T T A A A T

C C G G C G G G G T T T T T A T T A T T T G A A A G T C A A A A C A C A A A A A T T G A C T T T T

G T C A T A C T A G G T G A A T A T T A T T T G A A C G C C A G C A A A T G T C T T A T C A A T G

G C A A A T A G C C C T A A T A A T A A T T A C T C A C A C G A G A C T A A T T C C A T G C G C A

A T C T T C T C A T C A A A C T G C T A A A A A C A T T A C C C T C A G T T G C C C T T G T T T G

C T T C C T A T C G C C A C T C  

F i g . 8 C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 キ シ ロ シ ダ ー ゼ O R F 周 辺 の 塩 基 配 列  

（ 緑 色 ： キ シ ロ シ ダ ー ゼ O R F , 水 色 ： F W ・ R V プ ラ イ マ ー , 黄 色 ：

プ ロ モ ー タ ー ）  
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F i g . 9  C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 キ シ ロ シ ダ ー ゼ O R F と 相 同 性 を 示 す  

他 の 菌 種 の キ シ ロ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 と そ の 相 同 率  
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第 4 章  キ シ ロ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び  

キ シ ロ オ リ ゴ 糖 分 解  

 

4 - 1 実 験 方 法  

4 - 1 - 1 プ ラ イ マ ー 設 計  

3 章 で 探 索 し た キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 生 産 す る と 考 え ら れ る O R F

を P C R に よ っ て 増 幅 さ せ る 為 、 O R F の 前 後 で 、 プ ロ モ ー タ ー

を 含 む よ う F o r w a r d  p r i m e r  , R e v e r s e  p r i m e r  を 以 下 の よ う に

設 計 し た 。  

F o r w a r d  p r i m e r  

5 ’ -  A C C A A G C T T A C A G C G C A C A G A T G G A T G A G G T A - 3 ’  

R e v e r s e  p r i m e r  

 5 ’ -  C C A T C T A G A G A G T G G C G A T A G G A A G C A A A C A A G G - 3 ’  

F o r w a r d  p r i m e r の 下 線 部 は H i n d Ⅲ の 制 限 酵 素 サ イ ト 、

R e v e r s e  p r i m e r の 下 線 部 は X b a Ⅰ の 制 限 酵 素 サ イ ト 、二 重 下 線

部 は C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の 染 色 体 D N A と 相 補 的 な 配 列 を 示

す 。  

4 - 1 - 2  P C R  

C e l l v i b r i o  s p . O A - 2 0 0 7 の 染 色 体 D N A を 鋳 型 と し P C R を 行 っ

た 。 P C R 溶 液 の 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。  

d N T P  M i x t u r e （ タ カ ラ バ イ オ ）  4 μ l ,  1 0 × E x  T a q  B u f f e r （ タ

カ ラ バ イ オ ） 5 μ l ,  F o r w a r d  p r i m e r  1 . 5 μ l ,  R e v e r s e  p r i m e r  1 . 5

μ l ,  E x  T a q（ タ カ ラ バ イ オ ）  1 μ l ,  染 色 体 D N A  1 μ l , 滅 菌 水 で

全 量 が 5 0 μ l に な る よ う 調 製 。  

P C R 条 件 は 変 性 反 応（ 9 4 ℃ , 2 0 秒 ）、ア ニ ー リ ン グ（ 6 6 ℃ , 3 0 秒 ）、

伸 長 反 応 （ 7 2 ℃ , 1 分 3 5 秒 ）、 サ イ ク ル 数 を 3 0 回 と し た 。 そ の

後 、 P C R 産 物 を N u c l e o S p i n ®  G e l  a n d  P C R  C l e a n - u p （ タ カ ラ

バ イ オ ） を 用 い 精 製 し た 。  

4 - 1 - 3  制 限 酵 素 を 用 い た 消 化 反 応  

2 - 1 - 3 と 同 様 の 方 法 で 消 化 反 応 を 行 っ た 。  

4 - 1 - 4  P C R 産 物 消 化 物 と p U C 1 9 消 化 物 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン  

2 - 1 - 4 と 同 様 の 方 法 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。  

4 - 1 - 5 形 質 転 換  

 2 - 1 - 5 と 同 様 の 方 法 で 形 質 転 換 を 行 っ た 。  

4 - 1 - 6  キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 の 回 収  

 2 - 1 - 6 と 同 様 の 方 法 で キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 の 回 収 を 行 っ た 。 

4 - 1 - 7 キ シ ロ オ リ ゴ 糖 混 合 物 の 分 解  

基 質 を キ シ ラ ン ( 東 京 化 成 工 業 ) に 変 更 し 、 2 - 1 - 7 の 手 順 で キ シ

ロ オ リ ゴ 糖 混 合 溶 液 を 調 整 し た 。 調 整 し た キ シ ロ オ リ ゴ 糖 混 合
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溶 液 9 0 0 μ l と 回 収 し た 粗 酵 素 1 0 0 μ l を 混 合 し 、 3 7 ℃ で 3 0 分

振 と う 、 分 解 反 応 を 行 っ た 。 1 0 分 間 1 0 0 ℃ で 加 熱 し 、 分 画 分 子

量 1 0 0 0 0 の V i v a s p i n ( G E ヘ ル ス ケ ア ・ ジ ャ パ ン ) を 用 い 粗 酵 素

を 取 り 除 く こ と で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 反 応 物 を H P L C

に よ り 分 析 し た 。  

4 - 1 - 8  2 S の 分 解  

2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 9 0 0 μ l に キ シ ロ ビ オ ー ス ( 東 京 化 成 工

業 ) を 0 . 9 9 m g 加 え キ シ ロ ビ オ ー ス 溶 液 を 調 整 し た 。 終 濃 度 が

1 g / l に な る よ う キ シ ロ ビ オ ー ス 溶 液 8 1 0 μ l と 回 収 し た 粗 酵 素

( 3 倍 希 釈 ) 9 0 μ l を 混 合 し 、 3 7 ℃ で 振 と う 、 分 解 反 応 を 行 っ た 。

反 応 物 の 経 時 的 な 変 化 を 確 認 す る た め 、 3 0 分 、 1 時 間 、 1 時 間

3 0 分 経 過 時 点 で 3 0 0 μ l ず つ 回 収 し 、 1 0 分 間 1 0 0 ℃ で 加 熱 、 分

画 分 子 量 1 0 0 0 0 の V i v a s p i n を 用 い 、 粗 酵 素 を 取 り 除 く こ と で

反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 反 応 物 を H P L C , T L C に よ り 分 析 し

た 。  

ま た 、本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 の キ シ ロ ビ オ ー ス に 対 す る K m

値 を 調 べ る 為 、 2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー に キ シ ロ ビ オ ー ス を 終

濃 度 が 0 . 5 g / l , 1 g / l , 2 g / l , 4 g / l に な る よ う に 加 え 、 キ シ ロ ビ オ ー

ス 溶 液 を 調 整 し た 。そ れ ぞ れ の 調 整 し た 溶 液 2 7 0 μ l と 回 収 し た

粗 酵 素 3 0 μ l を 混 合 し 、 3 7 ℃ で 1 0 分 振 と う 、 分 解 反 応 を 行 っ

た 。 1 0 分 間 1 0 0 ℃ で 加 熱 、 分 画 分 子 量 1 0 0 0 0 の V i v a s p i n を 用

い 粗 酵 素 を 取 り 除 く こ と で 、 反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 反 応

物 を H P L C に よ り 分 析 し た 。  

4 - 1 - 9  3 S の 分 解  

2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 1 . 2 m l に キ シ ロ ト リ オ ー ス

( M e g a z y m e ) 、を 1 . 3 2 m g 加 え キ シ ロ ト リ オ ー ス 溶 液 を 調 整 し た 。

終 濃 度 が 1 g / l に な る よ う キ シ ロ ト リ オ ー ス 溶 液 1 . 0 8 m l と 回 収

し た 粗 酵 素 ( 3 0 倍 希 釈 ) 1 2 0 μ l を 混 合 し 、 3 7 ℃ で 振 と う 、分 解 反

応 を 行 っ た 。 反 応 物 の 経 時 的 な 変 化 を 確 認 す る た め 、 3 0 分 、 1

時 間 、 1 時 間 3 0 分 、 ２ 時 間 経 過 時 点 で 3 0 0 μ l ず つ 回 収 し 、 1 0

分 間 1 0 0 ℃ で 加 熱 、 分 画 分 子 量 1 0 0 0 0 の V i v a s p i n を 用 い 粗 酵

素 を 取 り 除 く こ と で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 反 応 物 を

H P L C , T L C に よ り 分 析 し た 。  

ま た 、 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 の キ シ ロ ト リ オ ー ス に 対 す る

K m 値 を 調 べ る 為 、 2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー に キ シ ロ ト リ オ ー

ス を 終 濃 度 が 0 . 5 g / l , 1 g / l , 2 g / l に な る よ う 加 え 、キ シ ロ ビ オ ー ス

溶 液 を 調 整 し た 。 そ れ ぞ れ の 調 整 し た 溶 液 2 7 0 μ l と 粗 酵 素 ( 3 0

倍 希 釈 ) 3 0 μ l を 混 合 し 3 7 ℃ で 3 0 分 振 と う 、分 解 反 応 を 行 っ た 。

1 0 分 間 1 0 0 ℃ で 加 熱 、 分 画 分 子 量 1 0 0 0 0 の V i v a s p i n を 用 い 粗
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酵 素 を 取 り 除 く こ と で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 反 応 物 を

H P L C に よ り 分 析 し た 。  

4 - 1 - 1 0  4 S の 分 解  

2 0 m M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 9 0 0 μ l に キ シ ロ テ ト ラ オ ー ス  

( M e g a z y m e ) を 0 . 9 9 m g 加 え 、 キ シ ロ テ ト ラ オ ー ス 溶 液 を 調 整 し

た 。 終 濃 度 が 1 g / l に な る よ う キ シ ロ テ ト ラ オ ー ス 溶 液 8 1 0 μ l

と 回 収 し た 粗 酵 素 ( 5 0 倍 希 釈 ) 9 0 μ l を 混 合 し 、 3 7 ℃ で 振 と う 、

分 解 反 応 を 行 っ た 。 反 応 物 の 経 時 的 な 変 化 を 確 認 す る た め 、 3 0

分 、 1 時 間 、 1 時 間 3 0 分 経 過 時 点 で 3 0 0 μ l ず つ 回 収 し 、 1 0 分

間 1 0 0 ℃ で 加 熱 、 分 画 分 子 量 1 0 0 0 0 の V i v a s p i n を 用 い 粗 酵 素

を 取 り 除 く こ と で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 反 応 物 を

H P L C , T L C に よ り 分 析 し た 。  

 

4 - 2 結 果 と 考 察  

本 粗 酵 素 は キ シ ロ オ リ ゴ 糖 混 合 物 及 び キ シ ロ オ リ ゴ 糖

( 2 S , 3 S , 4 S ) を 分 解 し た 。 ( F i g . 1 0 . 1 1 . 1 2 . 1 3 ) こ の こ と か ら キ シ ロ

シ ダ ー ゼ の ク ロ ー ニ ン グ に 成 功 し た と 考 え ら れ る 。  

本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 は 2 S を 単 糖 に 分 解 し た 。 ( F i g . 1 1 ) 3 S

を 分 解 す る と 、 3 S の 減 少 量 と ほ ぼ 同 程 度 の 量 の 2 S と 単 糖 が 生

産 さ れ た 。（ F i g . 1 2 ） こ の 結 果 か ら 、 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 は

3 S を 単 糖 に 分 解 す る の で は な く 、 2 S と 単 糖 に 分 解 す る と 考 え

ら れ る 。 ま た 、 4 S を 分 解 す る と 分 解 1 時 間 ま で は 4 S の 減 少 量

分 と ほ ぼ 同 程 度 の 量 の 3 S と 単 糖 が 生 産 さ れ た が 、 1 時 間 3 0 分

経 過 時 に は 4 S の 量 が 減 少 し て い る に も 関 わ ら ず 、 3 S の 量 が ほ

と ん ど 増 加 し て お ら ず 2 S の 量 が 増 加 し て い た 。（ F i g . 1 3 ） こ の

結 果 か ら 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 は 、 ま ず 、 4 S を 3 S と 単 糖 に

分 解 し 、生 産 さ れ た 3 S を 更 に 2 S と 単 糖 に 分 解 す る と 考 え ら れ

る 。  

2 S , 3 S , 4 S を 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 で 分 解 し た 際 に 生 産 さ れ

る 単 糖 量 で 相 対 活 性 を 求 め た 結 果 、2 S に 対 す る 活 性 を 1 と し た

場 合 、3 S、4 S に 対 す る 活 性 は そ れ ぞ れ 4 . 4 5 、6 . 8 5 だ っ た 。（ F i g . 1 4 ）

こ の こ と か ら 、 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 は 分 解 す る キ シ ロ オ リ

ゴ 糖 の 基 質 鎖 長 が 長 く な る ほ ど 強 く 作 用 す る と 考 え ら れ る 。  

 ラ イ ン ウ ィ ー バ ー ・ バ ー ク プ ロ ッ ト （ F i g . 1 5 ） か ら K m 値 を 求

め た と こ ろ 、 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 の 2 S 、 3 S に 対 す る K m

値 は そ れ ぞ れ 2 6 . 8 m M ,  5 . 2 m M だ っ た 。こ の 結 果 か ら 、 3 S は 2 S

と 比 べ て 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 と の 親 和 性 が 高 い と 考 え ら れ

る 。  
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F i g . 1 0 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る キ シ ロ オ リ ゴ 糖 混 合 物 の 分 解  

( H P L C 分 析 結 果 )  
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F i g . 1 1 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る 2 S 分 解 物 の H P L C (左 ) T L C (右 )分 析  
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F i g . 1 2 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る 3 S 分 解 物 の H P L C (左 ) T L C (右 )分 析  
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F i g . 1 3 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る 4 S 分 解 物 の H P L C (左 ) T L C (右 )分 析  
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F i g . 1 4 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 に よ り 2 S , 3 S , 4 S を 分 解 し た 際 の 単 糖 生 産 量  

( H P L C 分 析 結 果 )   
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F i g . 1 5 本 キ シ ロ シ ダ ー ゼ 粗 酵 素 に よ る 2 S , 3 S 分 解 産 物 の L B プ ロ ッ ト  
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結 言  

 

B L A S T を 用 い た 相 同 性 検 索 結 果 を 基 に C e l l v i b r i o  s p .  

O A - 2 0 0 7 の 染 色 体 D N A か ら キ シ ラ ン 分 解 酵 素 遺 伝 子 の 大 腸 菌

を 用 い た ク ロ ー ニ ン グ に 成 功 し た 。 ま た 、 得 ら れ た キ シ ラ ン 分

解 酵 素 の 一 部 の 鎖 長 の キ シ ロ オ リ ゴ 糖 の 分 解 機 構 の 確 認 に 成 功

し た 。  
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