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序章 本研究の背景と本論文の矯成

第 l節緒言

20世紀に入札遺伝情報を担う本体がDNAという化学物質である事

が明らかとなって以来 1・2) DNA上の特定の配911を認識して切断する

制限酵素 3， 4) 2つのDNA断片を結合する DNAligase5lの発見がなさ

れ、 1972年には試験管内でDNAの組換えが行える事が示されたい。さ

らに細菌内で自律複製する核外遺伝子(プラスミド)の発見 7)及

び形質転換法の確立a. 9) を通じて遺伝子操作という新しい技術が誕

生した。 この技術を用いる事により、任意の生物の染色体中より特

定の遺伝子部分のみをプラスミド上に取得し増幅する、いわゆる

"クローニング"が行えるようになった。 さらにはSangerら10 )及び

Maxam & Gilbert")による塩基配列決定法の確立と相まって、 クロ

ーン化された遺伝子の構造を塩基配列レベルから明らかにする事が

可能となった。現在ではウイルスや原核生物、酵母といった下等生

物から植物や高等動物にいたるまでのすべての生物種の多くの遺伝

子構造が明らかにされている。この ような遺伝子操作技術の確立に

より、生命現象を現象レベルで解析するのではなく、遺伝子レベル

から解析する事が可能となり、生物学の分野の飛躍的な進展がなさ

れた。

遺伝子操作技術のもたらした恩恵は、生物学の分野にとどまるも

のではなく、有用菌株の育種といった発酵学の分野にももたらされ

ている。有用なタンパク質の遺伝子をクローニングすれば、元来染



色体上に lコピーしかなかった遺伝子を数十から数百コピーにまで

増幅させる事ができるので、本来ならば微量にしか生産されない遺

伝子産物を大量に生産させる事ができるようになる。 そのうえプロ

モーターをはじめとするレギユレーター構造やターミネーター構造

をさらに効率的なものと交換する事によって生産量を増加させる事

も可能である。 またそのうえ、 インシユリンの大腸菌での生産， 2)の

ように、異種遺伝子産物を取扱いの簡便な微生物で生産する事も容

易にできるようになった。 さらにオリゴヌクレオチド合成技術の進

展にともなって任意の位置で l塩基単位で変異を造成する部位特異

的変異の技法が開発され、 タンパク質工学 (Protein Engi neer i ng' 3> 1 

という新しい分野を生み出すとともに、 クローン化した有用タンパ

ク質の特性をさらに改善する事も可能となった。

以上述べてきたように、遺伝子操作技術の誕生及びその発展は分

子生物学のみならず発酵学、酵素学などの分野の飛躍的な進展をも

たらした。最近では極微量のDNAを増幅することのできる

PCR法 1"'， 1 5)や、高等生物への遺伝子導入 ・個体化技術の碍立による

トランスジェニック生物の作製技術の進歩により、遺伝子操作技術

は例えば犯罪捜査での利用や遺伝子診断、あるいは除草剤耐性植物

の作出'6)などのように我々の生活にさら に密着したものとなりつつ

ある。

第 2節 枯草菌における分子生物学的研究と遺伝子操作

枯草菌但笠ill盟主旦h且llilは、納豆製造に用いられるなど我々日
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本人には古くから親しまれ利用されてきた菌株であり、 また初期の

うちに形質転換系の確立した菌株でもある 17'。また枯草菌には、大

腸菌と比較して以下のような遺伝子操作の宿主として利用する上で

の特徴を有している。

1 )枯草菌は納豆製造に用いられる事からもわかるとおり、人体に

対する寄生性や毒素産生能がない。そのため、大腸菌を宿主とした

場合に問題になるようなLPSによる抗原性や寄生性を考慮せずに扱う

事ができる。またこの点は有用物質生産の宿主として利用する場合

にも大きな手IJ点となる。

2)枯草菌はグラム陽性細菌であり、細胞表層に大腸菌のような外

膜を持たず、そのため多種類の菌体外酵素を大量に菌体外に分J必生

産する事ができる。そのような菌体外酵素遺伝子のプロモ ーターや

シグナル配列領域を利用して、有用タンパク質の菌体外への分泌生

産が可能である。実際に大腸菌 Pーラクタマーゼ 18 ，、

Staphylococcal protein A'9'、ヒトイン ター フエロンー α22O. 21'、

インターフエロン -s 22・23)、ヒト成長ホルモン 2.，などの分泌生産

の例が報告されている。

3)枯草菌は非常に高い相同組換え能を有している。 そのために遺

伝子破壊などの染色体レベルでの操作を通じた有用菌株の育種 ・改

良が容易にできる。

以上のような特徴を備えた枯草菌に対して、宿主 ・ベクタ一系の

開発、改良がなされてきた。以下にその概要を述べる。

1)宿主

枯草菌において遺伝子操作の可能な菌株はMarburg168株由来のも

のであるが、野生株は制限修飾系を有しているために異種遺伝子導
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入の際には効率が下がるなどの障害となる。そこで制限修飾系欠損

の変異株が作製された。代表的なものとしては魚住らによって作製

されたRM125arg15 ~旦B8 hs工型主主旦M25)があげられる。 この菌株を

利用する事により、形質転換効率が約30-200倍に上昇する事が確認

されている日》。

さきに述べたように、枯草菌はまた高い相同組換え能を有してお

り、通常は自身の遺伝子をプラスミド上に安定に保持する事は困難

である。そこで組換え能を支配するE旦三E遺伝子(大腸菌のE豆坐遺伝

子に相当する 27))の欠損株が作製された。代表的なものとしては

MI112担些5生r5ar足5旦旦1恒工H回目28)やRM141leuB8 arg15 

his recE4 hsrM hsmM29)があげられる。

また最近では遺伝子破壊の手法を用いて菌体外主要プロテアーゼ

欠損株 30)や菌体内主要プロテアーゼ欠損株 3I )、菌体外マイナープ

ロテアーゼ欠損株32)、さらにはそれらを組み合わせた多重プロテア

ーゼ欠損株 33)が作製され、異種遺伝子産物の生産に利用されている

24.34.-36) 

2)ベクター

枯草菌のプラスミドベクターとしてもっとも利用されているもの

は、 Staphylococcus由来の薬剤耐性プラスミドである。 1977年

Ehrlich37)によってStaphylococcus由来のプラスミドが枯草菌に導

入され、 しかも安定に保持される事が示されて以来、 これらのプラ

スミドが枯草菌におけるプラスミドベクターの主流を占めるように

なった。現在 もっともよく利用されているものとしてはpUB110(カ

ナマイシン耐性)38)、pC194(クロラムフェニコール耐性)37)、

pE194 (エリスロマイシン耐性)39)の 3つがあげられる。 これらの
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プラスミドはすでにその全塩基配列も報告されており 40・41， 42)、ま

たこれらのプラスミドを元にした誘導体や大腸菌とのシャトルベク

ターも数多く作製されている。今後の課題としては、大腸菌の pUC系

プラスミドのような誘導可能な強力プロモーターを有するプラスミ

ドの作製であろう。

このように枯草菌の宿主 ・ベクタ一系は、大腸菌に比較すると形

質転換効率が低い、誘導型の強力プロモーターとして利用できる適

当なものがないなどの問題点はあるものの、整備され、利用可能と

なったものと考えられる。

以上述べたように枯草菌を異種遺伝子産物生産のための宿主とし

て利用する事も可能であるが、枯草菌はそれ自体に DNA供与体及び分

子生物学の対象として以下の ような興味深い特徴も有している。

まず第一に、 さきに述べたとおり枯草菌は多種類の加水分解酵素

を菌体外に分泌生産する点である 43) (表o-1 )。 これらの中には

αーアミラーゼやプロテアーゼ、セルラーゼをはじめとして応用上

有用なものも含まれている。これらの酵素のうちその遺伝子がクロ

ーン化されているものには αーアミラーゼ 44)、主要アルカリ性プロ

テアーゼ(サチライシン) 4日、主要中性プロテアーゼ 46)、レパン

シュークラーゼ47)、 s-l，3-1，4ーグルカナーゼ 48)、マイナープ

ロテアーゼ類 49.50)などがあげられる。 これらの酵素 1宣伝子をクロ

ーン化する事は、生産性の改良、 タンパク質工学的な手法を用いた

酵素タンパク質の構造 ・機能相関関係の解明、 さらに異種タンパク

質の分泌生産を可能にする分j必ベクタ ーの犠築などの点で重要であ

る。実際にサチライシンの構造 ・機能相関に関する研究 51)や αーア

ミラーゼ、 プロテアーゼのシグナル配列を用いた分辺、ベクターの開
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表0ーl 枯草菌の生産する菌体外酵素
(F. G. Priest， ~acterio l. Rev.， 41， 711-753， 1977より引用)

Enzyme Co剛 ents
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Arabinase 

Cellulase 

Oextranas巴

Galactanas巴

s-l， 3-g1ucanase 

Levansucrase 

Maltase 

Pectate lyase 

Xylanase 

Proteases 

Amino閃ptidase

Esterase 

Metal protease 

Serine protease 

Endohydrolysis of the α-1，4-g1ucosidic linkages 

in polysaccharides 

Probably an endoα-1， 5-arab i nase 

Hydrolysis of carboxymethyl cellulose to 

cellobiose 

Cell-bound enzymes catalyzing the exohydrolysis 

of d巴xtranto glucose 

Hydrolysis of the s-l， 4-gal actosidic 1 inkages 
in soybean arabinogalactan 

Endohydrolysis of the s-l，3-g1ycosidic linkages 

in laminarin and related gluc加 S

Hydrolysis of the αー1，4-1inkageof maltos巴

and maltotriose 

Endocleavage of凹 lygalacturonicacid by an 

eliminative reaction 

Hydrolysis of xylans; the specificity of the 

enzymes has not been studied in detail 

Serine enzymes with high esterolytic and low 

proteolytic activity 

Enzymes require Ca2+ for stability and Zn2+ for 

activity; pH optimum atlor near neutrality 

The subtilisins; alkaline pH optima， serine 

residue at/or near the active site 
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Enzyme 

Fenici 11 inase 

s -1 actamase 

表0ー 1 Continued 

Comments 

Hydrolysis of the amide bond in the s -lactam 
ring of penicillins and cephalos凹nns

Nucl eases and phosphatases 

Alkaline phosphatase 

Deoxyribonuclease- A large number of DNases， RNases and phospho 

ribonuclease diesterases wi th different properties have 

be巴npurified 

3'-nucleotidase Active on both ribo-and deoxyribonucleotides 

5'-nucleotidase Cell-bound enzyme; also possesses日ucleotide

diphosphate-sugar hydrolase activity 

Bacteriolytic enzy鵬 S

Endo-N-acetylglucosaminidase 

Exo-N-acetylglucコsaminidase

Endo-N-acetyl- True lysozyme 

muramidase 

Exo-N-acetylmuramidase 

N-acety l-rnuramy 1- A c巴ll-boundenzyrne; th巴 majorautolysin 

L-alanine amidase 



発と利用 23， 34.35)などの報告がなされている。

また菌体外酵素遺伝子の発現調節機構に関する興味深い研究もな

されている。以前より αーアミラーゼ、 プロテアーゼを含む数種類

の酵素生産を同時に上昇させる変異として豆互主皇h52)、日三Uh53)など

が知られていたが、最近これらの遺伝子を含む発現帝1)御遺伝子のク

ローン化がなされた。 その結果、三笠日領域には坐gSと生皇Uという 2

つの遺伝子が存在し 54・55)、大腸菌のEnvZ-OmpR系 56)と同様の二成

分制御系を形成している事が示された 57)。おそらくはDegS-DegU系

は培地中の窒素j原の枯渇を感知して、菌体外酵素遺伝子の発現を正

に調節しているものと推察されている 5s)。また坐gS-坐gU以外の

日三虫(坐凶)5 9 )、 prtR(坐皇.8)6 0)、笠n61)遺伝子は100アミノ酸以下の

小さなペプチドをコードしており、 DegUを補助する機能を持ってい

るものと推定されている。菌体外酵素遺伝子の発現調節はさらに次

に述べる胞子形成過程からの調節もうける事が示されている 62.63}。

次に枯草菌は胞子形成を行う点である。これは細胞分化の原始的

なモデルと考えられており、数多くの研究者によって現在も精力的

にさまざまな石庁究がなされている。

胞子形成過程は図 Oー lに示すような 7つの段階から成り立って

おり、それぞれの時期に特異的な spo遺伝子群の発現が認められる。

これらの遺伝子群の発現調節は、認識配列の異なる五種類の σ因子

が逐次的に生合成される事によりなされている事が示されている 64)。

これらの σ因子の中には前駆体として合成された後に他のspo遺伝子

産物によるプロセシングを受けて成熟体へと変換されるもの 65， 66) 

や、 染色体の再編成が起こってはじめてその遺伝子が構築されるも

の67) も存在する。枯草菌中に見いだされる 5 因子の機能とその認識

。。
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図 1 胞子形成に伴う昨型的世化とiJ.段聞に問与する胞子形成過伝子{文献4町図 2を改ま)

胞子形成問胎191 を T，と~. ，時間後を九と寸る 家 クローノ{とされた占伝子 +:2つは上町遺伝子
からなるオペロン Cコ内はングマ囚子をコードしている直伝子叩 1~.~!I.). ; ‘内町5同 JIICliシグ
マ因子町C-I:描舗とホモロンーのある亜由貿をコードしている直伝子 spofVC はspolVCAとspolVCB
とからなり s凹 IVCAは部位特異的組換え昨帯 spolVCBはングマ因子町 N末鴻側とホモロンー町ある
面白買をコードしている 胞子彫成中間 (T，)に 5凹 fVCA遺伝子がI!)掴胞で尭現すると，その産初であ

る部担特典的MII負え昨p;によって DNA町円弱庄が母細胞で円み勾こり。 S凹 fVCBとspo/JICが融合して

析しいングマ問予σKをコ ドする slgK直伝子が情8獲される(本文書四)

図 0-1 胞子形成に伴う形態変化と各段階に関与する胞子形成遺

伝子

(小林泰夫 生物物理 31. 19-27， 1991より 引用)
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Tablc= 1 

Sigma Factors in Bacifllls subtdis 

Cogn:HC= promoter consensus 
Sigrna Previous 

Gene Functions sequence 
factor designations 

35 10 

σ A σ$I，O'J rpoD Housekeeping TIGACA TATAAT' 

σ • σ" slgB Unknown and ctc AGGN了T GGNATIGNT・
transcnptlo日

σ C σ" sigC' Unknown AAATC TANTGNTINTAJ 
σ 。 σ2・ sigD Flagellar synthesis CTAAA CCGATAT' 

σ E σ" sigE、 Sporularion GAANAANT CATATI' 

spollGB 
σ F (1"/>O""'C slgF， Sporulation Unknown but slmllar tO oC' 

spollAC 
σ c SlgG， Sporularion YGHATR CAHWHTAH‘ 

spolllG forespore specific 

σ " σ" sigH， Sporulation CAGGA GAATf¥1ハxrf'
spoOH 

σ K σ" spolVCB， Sporulation Unknown. 

spolllC' motner cell specific 

• Basc palrS 31 poslriorlS -14 ro -18 also conmbutc 10 promOfCr 3CIlVlty (25， 45) 
ー5mglc-bascSUbsllfuuons in rhis 5cqucncc hayc bccn shown ro prc¥'cnr unliz.allon of thc ctc promotcr by Eσ・(46.651
'ThIS gcnc has not bccn ldcnflficd 
"This conscnsus sequcnce 15 b3scd on thc companson of only fWO prOmotcr5 rhar arc uscd Hl YltrO by EuC 3nJ凶
Ihcrcforc of little prcdicuyc yaluc 
'ThIS scquencc is based on companson of promotcrs， bur no mUI:Hional anal)'Sls of scqucn目 hasb目 nrcporred (15) 
f Basc substnurions at rhrce POSl{IOOS of thlS scqucncc h3ye bccn shown to rcducc ln Yltro ulllizallOIl of thc G4 promo同"
by Eu[ (50) 
， Rεcognillon in vltro IS Slmll:ir 10 (J'c (5etlow， pcrsonal cornrnUnlC3nOI¥) 
ゐBasedon comparisol¥ of 12 prornoters (M. Nicholson， D. 5ul¥， B. Sedow， and r. Sedow， personal cornmunlcHlon) 
H = A， C. or T; R = A or G 、x1'" r¥ or T; Y = C or T 
'Sequence based on comp:mson of SIX prommers (Carter anJ M。ロ1¥， unpubllshcd d:ua). Base SUbS(!fUflonS Hl Iour 
p。剖flonsha吋 becnfound ro rcduce UI山ロ叩nof thc: $PO VG promotcr by EσH (74;1). 5cqut'nccs upstrcam from the 
-J5 rc:gion arc: c:ssc:ntla! for aCIl¥'lty of se¥'eral promofers. 11m cnhanccrnenl 15 notσ 叩ccJfic(44)
'官】CSI:f¥¥'0 genes must be fusc:d dunng叩orulatlon10 c:ncodcσ"(scctcxt) 
'T五c:sc:quc:ncc:s of lhc: cotA and cotD promotc:ts :He smular ar rhe -10 and -J5 rcglOns bUl 3150 nC:3r -20. It 15 nor 
known， howc:yc:r， Whlεh of these sequencc:s signal rccognllion by Eσ" and WhlCh slgnal reprc:sslOn by thc: spofl/D 
product 

表 0-2 枯草菌の σ因子の種類とその認識配列

(C. P. Moran， Jr.， Regulation of Prokaryotic Developmen t， 

ed. by 1. Smith， R. A. Slepecky and P. Setlow， American 

Society for Microbiology， 1989， 167-184より 引用)
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配列については表 0-2に示す。

このように枯草菌は有用物質生産の場としての応用函での利用の

面からも、 あるいは分子生物学やタンパク質工学の対象としても非

常に重要な菌株である。

第 3節 本論文の内容と倦成

本研究では上述のような背景を元に枯草菌の菌体外酵素に関して

遺伝学的、あるいは生化学的な解析を行い、 さらには応用面での研

究も行ったものである。対象となる菌体外酵素としては、バイオマ

スの有効利用の観点や、 また類縁菌である好アルカリ性バチルス属

の生産する酵素が実際に洗剤!として使用されるなど、近年非常に注

目されているセルラ ーゼと、古くからさまざまな研究がなされ、 し

かも核酸調味料の工業的合成などにも応用されているヌクレアーゼ

を取り上げる事とした。以下に本論文の内容を要約して述べる。

セルラーゼ遺伝子 (bsc)は、発酵学研究室において小出らによって

4.8 kbのEcoRI断片としてクローン化され、大腸菌中でそのプロモー

タ一、 シグナル配列が機能する事が示されていた 68 )が、本研究では

その後を継いでまずbsc遺伝子の機造を明らかにする事6引から行っ

た。塩基配71)を決定したところ、 499アミノ酸からなる open

reading fram巴 (ORF)が見いだされ、成熟イ本セルラーゼの N末端アミ

ノ酸配列との比較からこの ORFがセ lレラーゼをコードしている事が示

された。 また BSC蛋白の39番目から 329番目のアミノ酸部分が好アル

カリ性バチルス属細菌の生産するセルラーゼと高い相同性を有する
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事が示された。

次にこの相同性を元にして、セルラーゼの構造 ・機能相関に関す

る研究 70) を行った。 まず最初に C末端側の非相同領域が酵素活性に

必要でない事を示した。 さらに至適pHの異なる好アルカリ性バチル

ス属由来のセルラーゼとの問でキメラ遺伝子を作製する事により、

パチ lレス属セルラーゼの至適pHを決定するアミノ酸領域に関して基

礎的な知見を得た。

次にセルラーゼ遺伝子のプロモータ一、 シグナル配列領域を利用

して分泌ベクターを構築した 36)。また異種タンパク質の蓄積を目的

として、別に作製した菌体外主要プロテアーゼ 2種、並びに菌体内

主要セリンプロテアーゼを欠損した KN2株 33)を宿主として利用し、

菌体外酵素発現制御遺伝子のうち盟主皇遺伝子を利用する事により、

高発現・高分泌、が可能となる事を明らかにした。

一方、次なる研究対象として菌体外ヌクレアーゼ遺伝子 (bsn)のク

ローニングを行った。 bsn遺伝子は枯草菌を宿主としたショットガン

クローニングj去によりクローン化し、 その塩基配;YIJを決定して、

289アミノ目立からなる ORFがbsn遺伝子をコードしている事を示した。

BSN蛋白は栄養源の豊富な、特殊な培地中でのみ培養後期に生産され

る。その遺伝子の転写開始点を同定し、 EσE型RNAポリメラーゼによ

って転写される事を示唆する結果を得た。 BSN蛋白を精製し、 その酵

素学的な性質を明らかにしたところ、 Mg2+を要求するリホ、ヌクレア

ーゼであった。

以上が本論文の内容であるが、本論文は序章、本章、及び総括か

ら成り立っており、本章の内容は以下に示すとおりである。

第一章ではクローン化された恒E遺伝子の備造解析並びに BSC蛋白
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の精製について述べる。

第二章では sSC蛋白を含むバチルス属セルラーゼの構造 ・機能相関

に1).1'1して得た知見について述べる。

第三章では bsc遺伝子のプロモ ータ一、 シグナル配列を用いた分泌

ベクターの機築並びにその利用について述べる。

第四章では bsn遺伝子のクローニング及びその構造解析について述

べる。

第五章では sSN蛋白の精製及びその酵素学的な諸性質について述べ

る。



第一章 bsc遺伝子の構造解析とその産物の同定

第 l節 緒言

セルラーゼはパルプ廃液などのバイオマスの有効利用の点からも

重要な酵素である。 しかしながらその研究は、 アミラーゼに比べる

と進展しているとは言い難く、 唯一酵素学的な研究が進んでいるも

のはTrichodermareeSelのセルラーゼ 71 -7 6 )のみであった。 ところ

が最近になってさまざまな細菌からその遺伝子のクローニングが報

告された。 代表的なものに、 枯草菌 68，77，78>、好アルカリ性パチル

ス属 79 -8 1 )、 Clostridiurrl属 82-86)， C巴llulomonas1寓87. 88)などがあ

げられる。 これらのセルラーゼ遺伝子の塩基配列を決定する事は、

遺伝子操作上重要なばかりでなくセルラーゼ蛋白に関する新しい知

見を得るためにも重要である。 そこで本章では小出らによってクロ

一ン化されたbsc遺伝子68)の構造解析並びに産物である BSC蛋白の同

定、 さらには BSC蛋白の推定一次構造について論じる 69)。

第 2節 材料及び方法

a)菌株、 プラスミド及び培地

B subtilis RM14lt朱はサブクローニングの際の宿主として使用し

B subtilis N-24 arg15 hsrM hsmM npr apr r巴cE4(B subti 1 is 

K-2 ar皇15出工型出旦H旦.2..1::68)に旦pr変異を NTG処理により付加し、 さ

14 



らに RM141株由来の工豆三目変異を導入して構築した)は酵素生産の際

Escherichi a coli JM105主主旦日生よ旦工A旦坐些cB15回虫1

F' (主工豆D36pr旦AB I a三1工Z6M15)B9)はM13ベクタ_90)の宿主として使

の宿主として使用した。

用した。

プラスミド pBC568)はpBD6491)にbsc遺伝子を含む 4.8kbのE旦RI断

枯草菌用のプラスミドベ片を組み込んだ組換えプラスミドである。

クターとしてはpUBll0を用いた。

プラスミドを保持する枯草菌通常の培養には L-broth92)を用い、

DNA塩基μg/ml 添加した。菌株の場合にはカナマイシンを終滋度 10

枯草菌のプロトプラスト配7'1)の決定の際には 2xYT-brothB引を用い、

法形質転換93)の際にはDM3再生培地と Pennassaybroth (Antiー

サ ブクロ ーニングの(Di fco) )液体培地を用いた。biotic Medium 3 

際の BSC活性は和光純薬製sodium carboxymethyl cellulose (CMC)を

1 %含む固体培地上でのクリアーゾーン形成能により検定した 6B)。

b)bsc遺伝子のサブクローニング

pBC5の挿入断片の一部分を特定の制限酵素による消化によって取

切断末端が一致しない場合にはpUB110に挿入した。得し た後に、

適当な市Ij限酵素サイトKlenow fragment94)により末端を平滑化し、

このようにして作製を持つリンカーを用いて pUB110中に待入した。

セルラーゼアsubtilis RM141株を形質転換し、したフ.ラスミドで、B

ツセイプレート上でのクリアーゾーン形成能について検:討してサブ

Fhυ 
ー

クローニングを行った。



c)DNA塩基配711の決定

DNA塩基配列は、 bsc遺伝子部分を各種告Ij限酵素で消化した断片を

適切な M13ベクターに組み込んだ後に、 Sangerらによる dideoxy法10 ) 

によって決定した。部分的に縮重が起こった鋳型については、 dITP

をdGTPの代わりに用いて決定した 95)。

d)sSCの精製

サブクローニングの結果得られたプラスミド psC501を保持する s.

subtilis N-24株を 5 1のL-broth中で37't、 12時間培養後、 菌イ本を

遠心分離により除いて培養上清を得た。培養上清に対して硫酸アン

モニウムを 90%飽和になるように加え、 4't、 24時間撹伴した。次

に生じた沈澱物を遠心分離によって集めた後、 50mlの40mM Tris-

HCI、 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、2mM EDTA、

pH 7.5にy容角平し、 さらに 450mlの40mM Tris-HCI、 2 M (NH.)2S0.、

pH 7.5 を加えた。この溶液を東ソー製ブチルトヨノ~ -)レ 650Mカラム

(32x300 mm)を用いた疎水クロマトグラフィーに供し、 2-0M 

( NI九 )2 S0 • グラジエントにより酵素を溶出した。次に活性国分を東ソ

ー製トヨパールHW-40Cカラム (60x800mm)によるゲル猪過によ って、

10 mM Tris-HCI 、 pH8. 0に平衡化した。

次に酵素溶液を MonoQ HR5/5カラムを装備したFPLCシステム

(Pharmacia/LKs siotechnology)を用いた陰イオン交換クロマトグラ

フイーに供し、上記バッファー中で0-150mM NaClグラジエントを形

成する事により溶出した。 この操作により sSCはSDS-PAGE96)上単一

バンドになるまで精製された。
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e)セルラーゼ活性の測定

基質溶液 (1% CMCを0.1M potassium phosphate buffer、pH

6.5中に含む) O. 4 mlに対して酵素溶液を O.1 m1加え、 37'c、 30分

間反応させた後に、 ジニトロサリチル酸法 97)により遊離した還元糖

を定量した。酵素 1Uは上記の条件下、 1分間にグルコース換算で1

μmo1の還元糖を遊離する酵素量とした。

2-nitropheny卜 s-D-ce1lobioside (PNPC)及 Cf'2-ni tropheny 1-s 

-D-glucopyranoside (PNPG)に対する活性は以下のような方法 9&)で

測定した。それぞれの 1mg/m1 溶液 (0.111M potassium phosphate 

buffer、pH6.5中に溶解させる) 1. 8 m1に酵素溶i夜O.2 m 1を添加し、

37 'c、 30分間反応させた。 PNPCとPNPGのグルコース -2-n i tro 

phenyl基聞の結合を加水分解する活性は、反応後2% Na2C03を添加

して反応を終了させると共に遊離した2-nitropheny1基を発色、定量

する事により測定した。 またPNPCのグルコース問の結合を分解する

活性は、反応後glucoseoxidase/peroxidase (和光純薬製glucose

B-test Wako) を用いて遊離したグルコースを定量する事により測定

した。

f)精製BSC蛋白の N末端アミノ酸配列の決定

精製酵素溶液をトヨパールHW-40Cカラム (18x300mm)によるゲル崎、

過により 50mM triethy1ammonium bicarbonate、pH7.5で平衡化し、

さらに凍結乾燥させた。このようにして得られた標品の N末端アミ

ノ酸16残基を App1iedBiosystems製470ASequ巴natorを用いた自動エ

ドマン分解法 99)により決定した。

司
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第 3節 bsc遺伝子のサブクローニングとその塩基配列の決定

クローン化された 4.8kbのE♀oRI断片中のどの位置に bsc遺伝子が

存在しているかを調べるために、図 lー lに示すような 4.8 kb断片

の一部を含むプラスミドを作製しセルラーゼ活性の有無を調べた。

その結果、 EcoRI-HpaI間約2.2 kbを含むプラスミドpBC501の場合に

はpBC5の場合と同程度のBSC生産能を宿主枯草菌に付与する事ができ

た。 また EcoRI一巳ndIII間約2.0 kbに切り縮めたプラスミドpBC511で

は明らかにクリアーゾーンの大きさが小さくなる事が認められた。

以よの結果より、 bsc遺伝子は生.QRI-HpaI問に存在するものと推定さ

れ、その領域の塩基配列の決定を行う事とした。

塩基配列はdideoxy法により、図 1-2に示すような S巴quenCl ng 

strategyに従って決定した。結果を図 1-3に示す。

E三.QRI-HpaI聞は 2175bpであり、 この領域内にある唯一の長いORF

としては EcoRIsiteから 438bpの位置にある ATGから始まるものが存

在していた。 このORFは1497bpにわたり、 499アミノ酸残基、分子量

54，996のタンパク質をコードしており、 これがbsc遺伝子であるもの

と考えられる。開始コドンの 12bp上流にはAAGGAGGという 16srRNA 

の3'末端と相補的な SD様配列 100)があり、 さらにその 40bp上流には

B. subti lis EσA RNA polymeras巴及びE. coli major RNA poly 

meraseの認識するコンセンサス配列(ー35; TTGACA，ー10;TATAAT)と

類似した配列 (-35;TAGACA，ー10; TACAAT)が存在していた。 また終

始コドンの 11bp下流には 9bpからなる invert巴dr巴peatが存在して

おり、その自由エネルギーは、 ム G~-18 . 8 kcallmolであった。
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。 5 (kb) 
Clear Zone Plasmid 

pBC5 

pBC5-1 

pBC5-2 

pBC52 

pBC501 

pBC511 

Ps Hd H B PV 
1 ・ ，， 

一一一一一
E 

B 

Ps Pv 

E 

Hd 

図 lー 1 bsc遺伝子のサブクローニング

それぞれのプラスミド中に含まれるクローン化した DNA断片部分と、

プレートアッセイの結果を示す。

s， samHI; E，主_s:JRI; H， !.!旦aI; Hd，巴旦dIII; Ps， PstI; 

Pv， PvuII. 
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bsc遺伝子のDNA塩基配列決定のための図 1-2 

S巴quencing strategy 

矢印は DNA塩基自己pBC5とpBC501の挿入断片の制限酵素地図を示す。

pBC501中の黒く塗りつぶした部分は

BSC蛋白をコードする部分である。
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EcoRI 
GAATTCTTCCGGCTGAATCCCACA口GAAGTACAA TCTT ATTGT ACAACTCCAACCTT MCCCGT A TT M TCCGAACCTT ACA TCMCCTT AAA TT AACA 1 OU 

AGGACGGGTAAGGGCTCG了CTTCTTACAGCMTCATMGATTCMTGCCATAτTGAGACTCATCACA TT ACA TTT AGAGCGTCT ACGTCGGÂ " T ACA TT 200 

TMTTTTTCGATTCGATTGAMAATAACGTσrAAAGTCCCGATTCAG了CCAGTTTTCTTTGTTCTA T A TGTG rCAGGTGTGTCTT A TTC AA T AGAGTT AG 3U 0 

---=1.L ~ ~ 
MiTAAATTGACAGGCTTTTAAACCTCCCAAAAACAAGAAATTAGGTTGATAGACAATCATGAGAAAĜ TTTTTACAATG内GTTCGMi口仁川 AAGAMirc ，UIU 

S 0 
AAGAGCCAAAATGA TGCGAAGGAGGÂ ^̂ ÂTCAGA T A TGハAACGGTCのAHTr:T A TTTTT A TT ACGTGTTT ̂  TTf;A TT ACGGT A TTGAI ̂  ̂TGGGCGGC 500 

MctLysArqSel'l1 eScr 11 ePhel1 eThrCysLcuLeu 11 cThr'Vo 1 LeuTh ，'~'etGl rGl y 

Potl 

TTGCAGGCTl CGCCGGCA TCTGCAGCAGGGACA AAAACGCC AGi AGCCAハGAA TGGTCAGCTT AGC AT Â ÂGGAACACAGCTCGT AAACCGli(.;Aι:GGCA GOU 
LeuG ]11A 1 aSerPl'oA 1 aScrA I aA I aG 1 yTh，しY5TJlI'P，'Ô I aA1 aLY5A:iI1Gl yGlllしcuScz'j1eし)'sGIyTI1，'(.;111しcuV，JIA5'1̂ '9A5判 ;1)'LY5 

^̂ GCGGT ACAA TTGÂ ĜGliA TT AGTTCAC内fGGACTGĈ  ̂T(';(;T A TGGCGA TTTCGTCAA T AAAGACAGCTT ̂ ÂA TGGCTGAGAGACGA TTGGGGCA T 700 
AI aValGl11しeuLY5GI y I I eSe，'SerJII sGI yLeuG InTl'pTyrG I yAspPheVa I AsnLysAs pSerLeuLysTrpLeuA，'gA5 pAspTr pG1 y I 1 e 
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TTT ACGGÂ "CACGCC，，̂ACGTCAT了了ATGAAATTGCAAACGAACCAAACGliTGACCiTGAACniGAAGCGTGATATTAAACCGTA了GCGGAAGハハliTGAT 1 UOU 
TyrG1 yl¥s nThrPl'oAsnVa I I I eTyrGlul I eA I "A5 nGluprOAS nG I yAs pVa 1 A511TI' PしysAl'qAspI1eLysP，'oTnAla(lluGluVa111e
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Leulll sAsnAsJlA5pT，'pSe，'AsnTyrA 1 aG II1SerG I yAs pTYl'Sel'PhePheGI "Se，'AsnTlll'PheLrs'l Ill"ThrLysL)'s 1 1 eThl'LeuTYI'111 s 

/1山d凶一 一 一 〓TCAAGGAAA ACTGA TTTGGGGAACAĜ ĈCCCA TT Ar.TT AAGCl TT AGGにGĜ CATCAGCAACGATGTCCGCT1'TTAT1ハTCTTAAACAGCAATACAτGG 2UOO 
GlnG 1 yLysLeu 1 1 cTrpGl yTl1l'G 1 uProH I sTm.l 
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GATGCGTCCTGACGATĜ ÂCTGCCATTGAGATGTGCC，，̂AACGTGCTTACI、CTTCCGATGCTTGACAAGTT瓦五c 2175 

図 1- 3 bsc遺伝子のDNA境基配列と推定アミノ酸配列

SD配列と EσA RNA po1ymeraseが認識すると考えられる -35及び

-10領域を示した。 sSCのN末端アミノ酸配列決定の結果得られた配

列と一致する部分を下線で示した。 また inverted repeat配列は向か

い合った矢印で示した。
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Coding fram巴の N末端には2Lys-3Argと塩基性アミノ酸が続いた後、

疎水性アミノ酸の多い領域が続く、典型的なシグナル配列 10 1 )領域

が存在していた。 また次節で述べるように、精製BSCの N末端アミノ

酸を決定したところ、 37番目の Alaから 52番目のArgまでと一致して

ぃfこ。

第 4節 BSC蛋白の精製と N末端アミノ酸配}IJの決定

B. subtilis N-24 (pBC501)の培養上清を出発材料として、硫安沈

澱、 ブチルトヨパール650聞による疎水クロマトグラフィ一、 MonoQ 

HR5/5による陰イオン交換クロマトグラフィーによって、 BSC蛋白を

SDS-PAGE上単一バンドになるまで精製した。精製酵素のSDS-PAGE上

の分子量は51，000であった(図 1-4 )。最終精製物のCMCに対する

比j舌'性は 64.9 units/mg proteinであり(表 1- 1 )、 また PNPCのグ

ルコース-r-ni trophenyl 基聞を分解する活性は2.01uni ts/mg 

pro七elnであった。 しかしながら、 PNPCのグルコース聞及びPNPG分解

活性は検出されなかった。

最終精製標品を用いてその N末端アミノ酸配}IJを決定したところ、

A-K-N-G-Q-L-S-I-K-G-T-Q-L-V-N-Rであり、 DNA塩基配列から推定し

たアミノ酸配列の 37番目のAlaから 52番目のArgまでと完全に一致し

た。成熟酵素部分の分子量を DNA塩基配列から計算すると 51，365であ

り、 これはSDS-PAGE上のBSCの分子量と非常によい一致を示した。

n
J
U
 

η'h“
 



2 3 4 

図 1-4 BSCのSDS-PAGE

94K 

67K 

43K 

30K 

20K 

14K 

Lane 1， 4，標準分子量マーカー; 2，培養上清; 3，最終精製物。

右方の数値は分子量マーカーの大きさを kDa単位で示す。
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表 1- 1 BSCの精製表

Fraction Total Total Sp巴cific Yield 

activity protein activity 

(U) (mg) (U/mg protein) (%) 

Culture supernatant 1400 348 4. 02 100 

Aft巴rHW-40C column 127. 9 10. 8 11. 8 9. 1 

After Mono Q colum口 44.2 O. 68 64. 9 3.2 



第 5節 まとめ及び考察

a)bsc遺伝子の構造

bsc遺伝子は EcoR1-也a1間約 2.2 kb中に存在する 1497baseのORFか

らなる事が明確に示された。 Codingframeの上流にはEσA型 RNA

polymeraseの認識するコンセンサス配列と類似の配列が存在し、枯

草菌中ではこの遺伝子が培養にともなって発現する事、及び大腸菌

中でも発現する事 68)から、 この部分がプロモーターとして枯草菌及

び大腸菌中で実際に機能している事が考えられる。 nucleaseSl 

mapplngにより転写開始点の同定を試みたが、 bsc遺伝子の親株中で

の発現量が少ないためか明確なバンドを得る事ができなかった。

精製BSCのN末端アミノ酸配列の決定により、ト36アミノ酸の領域

がシグナル配列として機能する事が明らかとなった。 BSCが大腸菌中

でもベリプラズム及び培養上清中に分泌される事68)から、 このシグ

ナル配列が大腸菌中でも機能するものと考えられる。

Coding fram巴の下流に存在する inverted repeatは p因子非依存性

のターミネーターとして機能している事が考えられる。 このことは、

この inverted repeatを除く形でサブクローニングされた pBC511で

bsc遺伝子の発現量が低下した事からも裏づけられる。おそらくはタ

ーミネーター構造がなくなったために、 mRNAの安定性が減少し、発

現fまの低下が起こったものと考えられる。

b)BSC蛋白の一次構造

一般にアミラ ーゼをはじめとする αーグルカンに作用する酵素は、

ヒトから細菌由来の酵素までその活性中心部分が高度に保存されて

ー 25-



いる事が先日られている 102)。そこでBSCのアミノ目立配列を他の s-グ

ルカンに作用する酵素のものと比較したところ、福森らによりクロ

ーン化された 3種の好アルカ リ性バチルス属由来のセルラーゼ

78，79.103)と39番目から329番目の N末端側領域において高い相同性

を有している事が示された(図 1- 5 )。 このことは、バチルス属

セルラーゼは共通の遺伝子から進化した事を示唆する d1 >。またこの

相同性を利用して、バチルス属セルラ ーゼの構造と機能に関して明

らかにしていく事ができるものと考えられた。その実験結果につい

ては第二章に述べる。

BSCを含むバチルス属セルラーゼは他の菌才朱由来のセルラ ーゼとの

間にはほとんど相同性を示さない事から、セルラーゼはアミラ ーゼ

とは異なり 、 数種類の遺伝子から別々に進化してきた事が考えられ

る。
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図 1- 5 バチルス属セルラーゼのアミノ酸配列の比較

矢印はシグナル配列の切断点を示す。同 ーのアミノ酸を線で図ん

だ。 BSC， ~ 包虫主iliscellulase; NK1， pNKl encoded cellulase; 

NK2， pNK2 encod巴dcellulase; FK1， pFI<1 巴ncodedcellulas巴，

Cel B， C lostridium th巴rmocellumcellulas巴 B. (NK 1、NK2、Fld

は好アルカ リ性バチルス属由来である。

幻



第二章 バチルス属セルラーゼの構造・機能相関に関する研究

第 l節緒言

セルラーゼの酵素学的研究を進める上での障害の lつに、 それぞ

れの酵素問でそのアミノ酸配列に相同性がほとんど認められない事

があげられる。そのような状況下でl1enrissatら10 4)は、 hydro

phobic cluster analysis (I1CA)法を用いて現在までにアミノ酸配列

が明らかとなっているセルラーゼを 6つのファミリーに分類した。

バチルス属セルラーゼはその中でιth巴rmocellum由来の 2種のセル

ラーゼを含めて lつのファミリーに分類された。

バチルス属セルラーゼは、前章でも示したようにその N末端側で

高い相向性を示すが、逆に C末端倶11は全く相同性を示さない。 この

ことから相阿佐領域がセルラーゼ活性に必須な領域である事が考え

られた。 また、 B.s立並主i1 i s由来の BSCと女子アルカリ性パチ Jレス属由

来の酵素の至適pHprofileを比べると、 BSCがpH6-6.5oB)であるの

に対して、好アルカリ性バチルス N-4株由来の 2種の酵素がpH6-11 

7 9 )と幅広く、 また 1139株由来のものがpI19.0'05)と全く異なってい

る。

そこで本章では、 まず第 lにBSCのC末端欠失変異を作製してセル

ラーゼ活性に必須な領域を同定し、次にBSCと高い相同性を示す好ア

ルカ リ性バチルス属 N-4株由来のpNK1にコードされるセルラーゼ

( NKl)との問でキメラ遺伝子を構築して、バチルス属セルラ ーゼの至

適pHを決めているアミノ酸領域の同定を行った 70)。
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材料及び方法第 2節

プラスミド及び培養条件a)菌株、

E. col i JMI05およびMVl184ara 1::. (1互主二E工立主]2)主主主A主hi

traD36 (世 801acZI::.M15) 

旦工旦AB1三三1こZI::.M15]'06)はプラ スミドの宿主として使用した。

t
l
 
[
 

1::. (srl-recA)306: :Tnl0(t巴t，) 

E. 

col i CJ236 虫主立旦~ !:_三日IpCJI05但旦こ F') 107)及びBMfl71-18型空

ム(辺土巴且]2)主主主旦旦E 旦旦主主~: :TnlQ(旦主) [F': 2.!:_旦主B

1 acI q ZムM15]'Oslは部位特異的変異の際に使用した。

プラスミド pBRC501はpBR322'09lのE22RIE型lHI問に pBC501の挿入

プラスミド pUC18とpUC19断片部分を導入したプラスミドである。

また1 1 0 )はキメラ遺伝子作製の際のベク ターとして使用した。

pUCl18とpUC119'06】は DNA塩基配列の決定と部位特異的変異に用いた。

プラスミドpBC5016引と pNK)79)はそれぞれBSCとNK1をコードするプ

ラスミドである。

一本鎖プラスミド酵素生産などの通常の培養には L-brothを用い、

DNAの生産の際には 2xYT-brothを用いた。

b)BSCの C末端欠失変異の作製

余分なアミノ酸の付加BSCのC末端欠失変異を作製するに当たり、

XbaIリンカー及び C末端アミノ酸の置換をできるだけ防ぐために、

図 2- 1に示すよう由来のTAGを終始コドンとして利用する事とし、

セルラーゼ活性は前章で示したプレ ート アッセイ

-29 -
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図 2- 1 BSCのC末端欠失変異の造成方法

細い円はベクターとして使用したpBR322を、 太い線はクローン化

した恒2遺伝子を示す。
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c)部位特異的変異

部位特異的変異はKunkelらの方法 107 }に従って行った。オリゴヌ

クレオチドd(AACTAAAACGAATTCGTCTCT)は旦k1遺伝子の 147baseの位置

にEcoRIサイトを造成するために用いた。 また d(CATTCGTGCGCGAAAA-

CATTCTC)及びd(CATTTGTGCGCGAAAAAATAAGA)はbsc及び旦主l遺伝子のそ

れぞれ 1412base、 1150baseの位置に HhaIサイトを造成するために

用いた。

d)ONA塩基配亨1)の決定

C末端欠失変異部分及びキメラ遺伝子の接続部分の塩基配列は

Sangerらによる dideoxy法によって確認した。

e)キメラセルラーゼの生産と精製

キメラ遺伝子を含む pUC-plasmidを保持する E.col l MV1 184を

L-broth中で late log-phaseまで37'cで培養後、 1 mMのlsopropy卜

s -0-th i oga 1 actopy r anos i deを添加し、 さらに 3時間培養を継続し

た。この菌体からベリプラズム画分を osmoticshock法 111)によって

取得し、その溶液に硫酸アンモニウムを90%飽和になるように添加

して 4'c、 24時間静置した。

BSCおよび C末端に BSC由来の非相同領域を持つキメラセルラーゼ

の場合には、沈澱画分を取得後、 20mlの10mM sodium acetate 

buff巴r、 pH5.3に溶角平しトヨノTールHW-40Cカラム (26x700mm)による

ゲル液過クロマトグラフィーにより上記のバッファーに平衡化した。

次に活性画分を MonoS HR5/5カラムを装備した FPLCシステムを装備

した陽イオン交換クロマトグラフィーに供し、 0-200mM NaClグラジ
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エントにより酵素を溶出した。

NK1 およびNK1由来の C末端部分を持つキメラセルラーゼの場合に

は、沈澱薗分を 20mlの10mM Tris-HCl 、 pH7.5に溶解し、ゲルi慮過

クロマトグラフィーにより上記ノfツファ ーに 平衡化した。 その後、

Mono Q HR5/5カラムを用いた陰イオン交換クロマトグラフィーに供

し、 0-1 M NaClグラジエントにより酵素を溶出した。

BSC及びキメラセルラーゼBBBNB(以下に記す)については PNPCを

用いた kineticparameter測定のために、高純度の標品を大量に調製

するために以下の方法を用いた。それぞれのプラスミドを持つE.

coli MVl184株を 51のL-broth中で37"c、終夜培養した後に、菌体

を遠心分離によって集め、ベリプラズム画分を osmoticshock法によ

り取得した。 この溶液に対して 1/9量の 100mM sodium acetate 

buffer、pll5.3を加え、 S-SepharoseFast Flowカラム (Pharmacia/

LKB Biotechnology; 32x190 mm)による陽イオン交換クロマトグラフ

イーを千子った。 i容出は 10mM sodium acet日七巴 buffer、pH5. 3中で

0-500 mM NaClグラジエントを形成する事によって行った。次に活性

画分に硫酸アンモニウムを 40%飽和になる ように 加え、 ブチルトヨ

パール650Mカラム (inHR16/l0カラム)を用いた疎水クロマトグラフ

ィーに供し、 40mM Tris-HCl、pH7.5中で 2-0M硫酸アンモニウムグ

ラジエントを作製する事により醇素を溶出した。 さらに酵素溶液を

ゲル格過により 25mM diethanolamine-HCl buffer、pH9.5に平衡化

し、 MonoP HR5/20カラムによるクロマトフォ ーカシン グを干Tった。

溶出はPolybuffer96と74を用いて pH9-7グラジエントを作製する事

により行った。精製の度合いは SDS-PAGEにより確認した。

-32 -



f)セルラーゼ活性の測定

酵素溶液o.1 m 1を、 1% CMCをpH4-12のBrittonand Robisonの

universal buff巴r112}中に溶解させた基質溶液O.5 m 1に加え、 40't、

10分間反応させ，反応中に生じた還元糖をジニトロサリチル酸法によ

り定量した。酵素活性の定義は、上記条件下で1分間あたりグルコー

ス換算で 1μmolの還元糖を生成する量を 1Uとした。至適pH

profileを得る際にはそれぞれの至適pHでO.5 Uを示す酵素量を各反

応に用いた。

kinetic parameter測定には PNPCを基質として用いた。反応は

83 pMの精製酵素と 0.2-7mMのPNPCを25mM sodium acetate buff巴「、

pH 5.0、あるいは 6.0中で混和し、 30'tで行った。反応の進行は、

遊離した2-nitrophenyl基の是を 410nmの吸光度変化を追跡する事に

より測定した。

第 3節 BSCの C末端欠失変異の作製

図 2- 1に示す方法により、 BSCの C末端欠失変具体を pBR322上で

作製し、セルラーゼ活性の有無をプレートアツセイ 1去を用いて判定

した。その結果、 357番目のアミノ酸より C末端側を欠失した場合に

はセルラーゼ活性が残存するが、 さらに288番目まで欠失させて相向

性領域の一部を欠失させた場合には活性が失われる事が示された

(図 2ー 2)。以上の事から、バチルス属セルラーゼではその相向

性領域がセルラーゼ活性を担っている事が示唆された。
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第 4節 キメラセルラーゼの作製とそれぞれの醇素の精製

日)sSC、NI<1の比較と大腸菌における高発現系の構築

sSCとNK1の至適pHprof i leをCMCを基質として用いて測定したとこ

ろ(図 2ー 3)、 sSCはpH6-6.5を至適pHとする鐙型を示すのに対し

て、 NK1は90%以上の活性を pH6-11の問で有していた。他方、両酵

素のアミノ酸配列を比較すると sSCの39As nから 329Ile、 NK1の33Asn 

から324Ileの問で、 70%以上の高い相同性が認められた (~2 -4)。

また前節でも述べたように、 sSCにおいては C末端側の非相同領域は

活性に必須ではないので、両酵素の至適pHprofile の違いは相同性

領域内のいくつかのアミノ酸の置換によるもの と推定された。そこ

でsSCとNK1との聞でキメラセルラーゼをイ乍製してこれらのアミノ酸

の所在についての情報を得る事とした。

キメラセルラーゼ作製の前に、大腸菌を宿主とした高発現系を確

立する事とした。 これはbs豆、些よ遺伝子を大腸菌内で発現させると、

両酵素がベリプラズム画分に貯留し 68， 7引、精製も容易になるため

である。 図 2-5に示すように、 主主主遺伝子を含む1.8 kbの主主主ト

samHI断片を pUC18のlacプロモーターの下流に接続しpUC18sSCを構築

したところ、 BSC蛋白は lacプロモーターの制御下で大量に生産され

た。 しかしながら同様の構築を些」遺伝子について行ったpUC19NK1で

は、 NK1蛋白は極微量しか生産されなかった。そこで部位特異的変異

により nk1i宣伝子を含む2.1 kbの但旦dIII断片 101 }の 147bas巴めにユ

ニークな EcoRIサイトを導入して 1acプロモーターと NK1-coding

reglonとの聞の距離を短くしたプラスミド pUC18NK15を構築した。そ

の結果、 E. coli MV1184 (pUC18NK15)はg.coli MV1184 (pUC19NK1) 
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図 2-4 BSCとNKlのアミノ酸配列の比較

太い矢印はシグナル配列の切断点を示し、 *、 +はそれぞれBSCと

NKlの問で同一及び性質の似ているアミノ酸を示す。 5つの領域区分

は向かい合った矢印で示し、領域 5内の鍬は部位特異的変異で造成

した共通する IIha1サイトの位置を示す。
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細い円は各種ベクタープラスミド部分を、太い線はセルラーゼ遺
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に比べて NK1蛋白を約 10倍生産するようになった。

b)セルラーゼ蛋白の領域分害1)とキメラセルラーゼの作製

bsc遺伝子と nk1遺伝子を比較したところ、相同性領域内に 4つの

保存された制限酵素切断点が存在していたので、両遺伝子をこの 4

カ所で 5つの領域に分割する事とした。それぞれの領域は、領域 l、

'Met-57Val (lMet-51Val) ;領域 2、 58Gln-96Tyr (52Gln-90Tyr) ; 

領域 3、 97Thr-195Asp (9'Thr-'90Asp) ;領域 4、 196 Pro-2 8 7 Ser 

(191Pro-282S巴r);領域 5、 288Trp_499His (283Trp_488Asn)である

(数字はBSCのアミノ酸番号であり、括弧内にNK1の番号を記した)。

プラスミド pUC18BSCとpUC18NK15を出発材料として図 2-6に示すよ

うなさまざまなキメラ遺伝子を作製した。キメラセルラーゼの名前

により簡便にその構造を示すために、各領域ごとの由来を B(BSC由

来)あるいは N(NK1由来)で示し、領域 lから 5までを連ねてキメ

ラセルラ ーゼの名前とした。 f足って、 BBBBBはBSCを、 NNNNN はNK1を

示す事となる。

これらのキメラ遺伝子を含む pUC-plasmidを保持する E. 三三1i 

MVl184株を培養し、そのベリプラズム函分を osmoticshock法により

取得して、精製の出発材料とした。

c)キメラセルラーゼの精製とその至適pHprofile 

キメラセルラーゼ精製の際に、 イオン交換クロマトグラフィー上

での挙動に大きな差が認められた。 MonoS陽イオン交換カラムを pH

5.3で用いると、 BSCはカラムに吸着され、 NaCl 150 mMで溶出され

たがこの条件では NK1は全く吸着されなかった。
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図 2-6 倦築したキメラセルラ ーゼの倦造

白抜きの部分と黒塗りの部分はそれぞれsSC、 NK1由来の領域を示

す。相同性領域と領域区分、並びに対応するアミノ酸番号を示した。
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これとは逆に、 MonoQ陰イオン交換カラムを用いると、 NK1はpH

7.5で吸着されて NaCl 450 mMで溶出されたが、 BSCはpHを8.5まで上

昇させない限り吸着されなかった。 BSC由来の領域 5を持つキメラセ

ルラーゼはBSCと同様の、 また逆に領域 5にNK1由来の部分を持つキ

メラセルラーゼは NK1と同様の挙動をイオン交換クロマトグラフィ ー

の際に示す事より、 BSCとNK1の示すこれらの挙動は C末端{目11領域の

特性を反映しているものと考えられる。実際に C末端の非相同領域

のアミノ酸組成を BSCとNK1の問で比較してみると、 BSCの方は酸性/

塩基性アミノ畿の比が 16119であるのに対して、 NK1は30/3と大きく

異なっていた。従って、 キメラセルラ ーゼの 見かけの等電点は領域

5の由来によって大きく影響を受けているようである。 また使用で

きるカラムの差によって精製度も大きく異なっていた。 BSCをはじめ

とする MonoSカラムを精製に使用できるキメラセルラーゼは、 この

精製法で SDS-PAGE上ほほ単一バンドになるまで精製されたが、 Mono

Qカラムを精製に使用するキメラセルラ ーゼの 精製度はそれよりも

低いものであった(図 2-7 )。

BSCの精製標品の CMCに対するよじ活性はpH5.9で29.3U/mg 

proteinであり、 NK1の90%精製標品の pH5. 9における比活性は 35.8

U/mg proteinと計算され、両者の間で大きな差は認められなかった。

すべてのキメラセルラーゼを大腸菌で生産し、 MonoQあるいは

Mono Sカラムを用いて部分精製してその至適pHprofileを測定した

(図 2- 8 )。至適pHprofileからキメラセルラーゼをアルカリ性

倶11で 2種類、酸性側でも矧!の 2種類のグル ープに分ける事ができた。



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 

図 2- 7 いくつかのキメラセルラーゼの SDS-PAGE

94K 
67K 

43K 

30K 

20K 

Lane 1 12，標準分子量マ ーカー 2，BSC; 3， NBBBB; 4， NNBBB; 

5， NNNBB; 6， NNNNB; 7， BNNNN; 8， BBNNN; 9， BBBNN; 10， BBBBN; 

11， NK1. 
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第5節 アルカリ性領域についての解析

a)アルカ リ性側での分類

BSCとNK1の至適pHprof i leを比較すると、特にアルカリ性側で大

きな差が認めら れ る(図 2- 3 ) 0 BSCはpH6を至適pHとし pH9でほ

ぼ50%の活性を維持するが、 pH 10ではその活性を失う。それに対し

てNK1はpH6から 10.5の簡でほぼ100%の活性を維持している。構築

したキメラセルラ ーゼの活性は両者の profi 1巴の聞に分布しているが、

pH 10で50%の活性を維持しているかどうか を基準としてキメラセル

ラーゼを大きく BSCtypeとNK1 ty p巴に分類する事ができた(図 2-

9 ) 0 NK1 typeに属するキメラ酵素はすべて領域 5にNK1由来の部分

を持ち、更に領域 3や 4にNK1由来の部分を持っていた。それに対し

てBSCtypeに属するキメラ酵素は、 BBBBNを除いて領域 5にBSC由来

の部分を持っていた。 BSCtypeに属するキメラ酵素のうち BBBBNと

NNNNBについては、 アルカリ性側での活性が他のキメラ酵素と比べて

上昇している事が観察された。以上の結果より 、 領域 5がBSC由来で

あればBSCtyp巴の profileを与える事ができるのに対して、 NK1

typeのprofileを得るには領域 5のみならず更に領域 3や 4がNK1由

来である事が必要であると考えら れる。すなわちアルカ リ性側での

分類には、 領域 5が中心的な役割をはたしているが、領域 3や 4も

関与していると結論される。

b)領域 5に関する解析

以上のように領域 5の重要性が示されたが、 領域 5はN末端側に

短い相向性領域を持つ以外はほとんど相同性を示さない領域で構成
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されている。そこで領域 5を相同性部分と非祁向性部分の 2つに分

割し、それぞれの至適pHprofileに与える効果を調べるために、相

同性部分の C末端側に部位特異的変異により共通する HhaIサイトを

アミノ酸置換が伴わないような形で導入した(図 2-4の鍛部分)。

このHhaIサイトを用いて、 NKlを母体に領域 5の相向性部分、 あるい

は非相同性部分のみをBSC由来の部分と置換したキメラセルラーゼ、

NNNN(BN)、及びNNNN(NB)を作製した。これら 2種のキメラ酵素の至

適pHprofile はNNNN(BN)が、 BSCtypeのNNNNBとほぼ同じであり、

NNNN(NB)はNKltypeに分類された(図 2-1 0 )。 このことから領

域 5の中では、相同性部分の方が至適pHprofileに与える影響は大

きいという事が示された。

第 6節 酸性領域についての解析

a)駁性側での分類

BSCとNI<1の酸性側での至適pHprofileを比較すると、 BSCの活性が

pH 4から5の間でシャープに上昇するのに対して、 NKlの方はpH5と

6の間でその活性が上昇する(図 2-4 )。そこで構築したキメラ酵

素をこの観点から分類すると、やはり BSCtypeとNKltypeの 2種類

に分類された(図 2-1 1 ) 0 BSC typeに属するものはすべて領域

4にBSC由来の部分を有しており、逆にNKltypeに属するものは領域

4にNKl由来の部分を有していた。
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b)領域 4に関する解析

領域 4の重要性が示されたので、その点を確認するために BSCと

NKlの領域 4の部分のみを相互に交換したキメラ酵素、 BBBNBと

NNNBNを構築し、酸性側での酵素活性を iJ!lj定した(図 2ー 12 )。予

想通り BBBNBはNK1 typeに、 NNNBNはBSCtypeに分類された。

BSCとBBBNBについては陽イオン交換クロマトグラフィ一、疎水ク

ロマトグラフィー及びクロマトフォーカシングを用いる事によって

完全精製ができたので、酸性側で kineticparameterがどのように変

化しているのかを PNPCを基質として用いて測定した(表 2- 1 )。

Km1i直に関してはBSCの方がBBBNBよりも 2倍大きかったものの、両者

の値はpH5と6の間で変化しなかった。それに対して BSCの主主主t値は

pll 5と6でほとんど変化が認められなかったのに対して、 BBBNBの

kcat値は pH5で7.0xl0's-1から pH6で1.3xl0. s-1へと 2倍に上昇

していた。 このことは、酸性側での酵素活性の変化が基質結合では

なく、分解活性の変化によるものである事を示している。
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表 2ー 1 BSCとBBBNBの酸性領域での kineticparameter 

Enzyme Km kcat kcatlKm 

mM s -1 M-1 s-1 

BBBBB(BSC) 

pH 5.0 1. 1 2.2x10' 2.0x107 

pH 6. 0 1. 0 2.3x10' 2.3x107 

BBBNB 

pll 5.0 O. 49 7.0x10' 1. 4x 107 

pH 6. 0 O. 41 1.3x10' 3.2x107 



第7節 まとめ及び考察

a)バチルス属セルラーゼの活性に必須な領域の限定

BSCにおける C末端欠失変異セルラーゼの構築の結果、 少なくとも

BSCに関しては N末端側の相同性領域のみでセルラーゼ活性が担われ

ている事が示された。 また同様の結果が福森らによって、 立子アルカ

リ性ノイチルス属No.1139税ミ由来のセルラーゼに関して得られている

1 1 3 )ので、 この性質はバチルス属セルラ ーゼ一般に共通したもので

あろう。

最近、 small angle X-ray scat七ering(SAXS)の手法を用いて

Trichoderma reeSelのセロビオハイドロラ ーゼ (CBH) 1と 11 76)、

Cellulomonas fimiのエンド型セルラ ーゼ (CenA)'14)の分子構造が

明らかとなった (図 2ー I3) が、 いずれの場合も活性ドメインを

頭部に、 結晶セルロース結合ドメインを尾部に持つオタマジャクシ

型であった。 これらの酵素のうち、 CBHIIとCenAは一次構造上弱い祁

間性を示し、 また HCAでも同じファミリ ーに属するが、 CBHIは前 2者

とは全く相向性を示さない。

バチルス属セルラ ーゼは、 これらの酵素との聞に明確な相同性を

有しておらず、 またHCAにおいても異なるファミ リー に分類されるが、

ドメイン構成 (N末端側の活性ドメインと C末端側ドメイン)が類

似しているので、 似たような構造をしているのではないかと考えら

れる。 すなわち、 N末端側の相同性領域が頭部を形成し、 C末端側

領域が尾部を形成するものと考えられる。

C末端の非相同領域の酵素活性に及ぼす役割は明らかでない。

つの仮定として、 以前は結晶性セルロース結合ドメインを形成して

ー 52-
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いたものが、進化の過程でその機能を失ったのではないだろうか。

b)バチルス属セルラーゼの至適pHprofileを決定する領域の同定

アルカリ性側に関しては、領域 3から領域 5の相同性部分まで

( BSCのアミノ酸番号で97番目から 329番目)に位置する多くのアミ

ノ酸残基が影響を与えている事が明らかとなった。特に領域 5の相

向性部分はNKl型のprofileを与えるためには必須であった。

C末端側の非相同領域は、酵素活性に必要でないばかりでなく、

至適pHprofi leにも大きな影響を与えない事が示された。 このこと

はバチルス属セルラーゼの分子構造も、前に述べたようなオタマジ

ヤクシ型をしている一つの証f処になるのではないだろうか。

酸性倶11の活性化pHの違い(BSCではpH4-5、NKlではpH5-6) は領

域 4 (BSCのアミノ酸番号で 196番目から 287番目)のみによって規定

されている事が明確に示された。 またこの酵素活性の変化が主三主主値

の変化にともなって起こっている事も示された。 T. r豆旦selの

CBIIIが酸性アミノ酸を化学修飾すると、その酵素活性を失う事74>、

あるいはアミラーゼ 11 5 -1 17)やリゾチーム 11 8 -1 20)などの他の糖質

分解酵素との類推から、 セルラーゼも 2つの酸性アミノ酸が酸、 t亙

基触媒として働く acid-basecatalysis mechanism121. 122>によって

その酵素活性を発揮するものと考えられる。領域 4の特定のアミノ

酸がおそらくは直接活性中心を形成する鮫性アミノ酸残基と相互作

用して、 その解離pHを変化させているのではないだろうか。これら

の点に関しては、部位特異的変異を用いて BSCとNK1の至適pH

profileに影響を与えるアミノ酸残基を特定したり、バチルス属セル

ラーゼの高次構造を調べる事によって明らかとなっていくものと考
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第三章 回2遺伝子のプロモータ一、 シグナル配列を用いた

分辺、ベクターの構築とその利用

第 l節緒言

前章ではクロ ーン化したBSC蛋白の構造と機能に関する研究につい

て述べたが、本章ではbsc遺伝子の利用として、 プロモーターとシグ

ナル配列を用いた分泌、ベクターの構築とその利用について述べる。

枯草菌における分J必ベクターの開発は、その多くがB.subtilis及

びその類縁菌由来のプロテアーゼやアミラーゼ遺伝子のプロモータ

ー及びシグナル配列を利用してなされてきた。 また分泌される対象

となる遺伝子には真核生物、原核生物由来のさまざまな遺伝子が使

用された 18-24， 34-36.123)。しかしながらそれらの多くの系におい

ては、分泌生産物の収率は低いものであり、 その原因の一つには宿

主の生産する菌体外プロテア ーゼによる分解が考えられた 124， 1 25)。

そこで菌体外玉要プロテアーゼの 2種類(サチライシン (Apr)と中性

プロテア ーゼ (Npr))が欠損した菌株が作製され 30)、分泌生産の宿

主として使用された 24.34，35)が、 この菌株においても生産物の 分解

は防げなかった。従ってさらにプロテアーゼ活性を低下させる必要

性が考えられた。

他方、三豆三Q、昼豆gU、旦主主R、senなどの菌体外酵素遺伝子の発現を正

に制御する遺伝子のクローン化がなされ、 これらの遺伝子を異種遺

伝子産物の分泌生産に利用する事が考えられた。実際に、 Honjoらに

よってB. amyloliquefaci巴ns由来のsacQj怠伝子を染色体に組み込ん
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だ枯草菌菌株が作製され、 この株を分泌生産の宿主として使用する

と、 ヒト成長ホルモンの生産量が4-5倍に上昇したという報告もなさ

れている 24)。

このような状況下で本章では、著者らが先に作製した 3種の主要

プロテアーゼ (Apr、 Npr、及び主要菌体内セリンプロテアーゼ

(Isp-I)) が欠損した KN2株 33)の宿主としての利用性を、 BSC蛋白自

体と bsc遺伝子のプロモータ一、 シグナル配列を利用したpBR322由来

のTEM sーラクタマーゼ (BLA)分J必ベクターを用いて才会討を行った。

同時に発現制御遺伝子(豆豆旦Q、E工主E、sen)を同一プラスミド上に組み

込み、生産性の改良を試みた 36)。

第2節 材料及び方法

a)菌株、 プラスミド及び培養条件

B. subtilis RM141はプラスミド構築の宿主として使用した。 B.

型単斗当 168 (a wild-type strain)とKN2白土1江主l巳並2

旦旦工R2n旦工E18旦E工E主2主よ三且33)はBSCとBLA生産の際の宿主として

使用した。 E. C旦斗 RRl日並44国益担(rB- mB-) 笠豆斗1区旦2

坦cYl旦 lK2旦坐20立とE旦とl'09)とMV1184はそれぞれプラスミ

ドpBTDl構築と DNA塩基配列決定のための宿主として使用した。本章

で使用したプラスミドは表 3- 1に示した。枯草菌、大腸菌の両株

共、通常の培養にはL-brothを用いた。 DNA塩基配列決定のための一

本鎖プラスミドDNA調製の際には 2xYT-brothを用い、枯草菌のプロト

プラスト法形質転換の際にはDM3再生培地と Pennassaybroth液体培
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表3ー l 本章で使用したプラスミド

Plasmid Description Source 

pTG2 A pBR322-derivative containing BstEII J. R. Knowles'26) 
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A. Nakamura69) 
R. H. Doi61> 

F. Kawamuraa 

T. Tanaka60) 
J. Norrander" O) 
J. Vieira'06) 
T. J. Gryczan38) 
This study pBTDl A pBR322-derivative containing the 

bsc-bla fusion gene 
pUP 11 0 A pUBII0-derivative containing the poly-This study 

linker site of pUC18 
pUP 11 OBSC This study 
pUP110邸C-sen
pUP110BSC-sacQ 
pUP110郎C-prtR
pUP110BLA 
pUP 11 OBLA-sen 
pUP110BLA-sacQ 
pUP11 OBLA-prtR 
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• The sacQ gene was cloned from B. subti 1 is 168 as a 1. 5-kb Sau3AI 
fragl時ntby F. Kawamura. and s巴quencedby us. Th巴 nucleotidesequence was 
the sa問 asthat previously reported59). 



地を用いた。

b)ONA塩基配列の決定

bsc泣伝子と bla遺伝子の融合部分のONA塩基配列を確認するために、

適切な制限酵素切断断片を pUC118にサブクローニングし、 dideoxy法

によってその塩基配列を決定した。

c)酵素活性の測定

セルラーゼ活'性はCMCを基質として前章で示した方法と同様の方法

で測定した。ただし、反応溶液中のバッファーは0.1M potass i um 

phosphate buffer、pH6. 5を使用した。

s-ラクタマーゼ活性は、 C. J. Perret'27'によるヨウ素滴定法

を用いた。 0.1M sodium phosphate buffer、pH7.0にアンビシリン

ナトリウム 5mMを溶解させた基質溶液2.5mlに対して、酵素溶液を

0.5 ml加え、 30'c、 30分反応させる。その後、 ヨウ素溶液(2. 0 g 

K1、421mg 12を10mlの水に j容角平し、 2 M sodium acetate buffer、

pH 4.0で20倍に希釈した溶液)を 5ml加え、室温で 10分間放置した

後、 0.5%デンプン液をO.25 m 1加える。その後、チオ硫酸ナトリウ

ム溶液 (419mgのチオ硫酸ナトリウムを 10mlの水に溶解し、使用直

前に水で 10倍に希釈する)を用いて滴定する(反応系)。同様の処

理を酵素溶液を加えずに行い、対照とする。酵素活性は次式に従っ

て計算される。

酵素活性=Oi1. x 4 x (Ref. -Rea.) / 30 (U/ml) 

o i l.、酵素溶液の希釈率;Ref.、対照恨Ijの滴定値;Rea、反応系側

の滴定値
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d)大腸菌中における BLAの分布

大腸菌細胞を osmoticshocki去により菌体外、ベリプラズム、及び

菌体内画分に分画し、それぞれの BLA活性を測定する事により BLA蛋

白の分布を調べた。

第 3節 bsc遺伝子のプロモーター、 シグナル配列を用いた

BLA分泌ベクターの構築

プラスミド pTG2はbla遺伝子のシグナル配列の切断点にユニークな

BstEIIサイトを持つ pBR322の誘導体である 126)。 このプラスミドを

出発材料として、 bla遺伝子のプロモーター及びシグナル配列部分を

bsc遺伝子のものと置換したプラスミド pBTDlを作製した(図 3- 1 

A)。この機築ではBLAの成熟体部分の前に、 BSCのシグナル配列と

成熟体の N 末端 1~IJ 7アミノ酸が付加された形となっている(図 3ー

1 B)。このプラスミドを保持する E. c旦li RRl株はアンピシリン耐

性を示し、 また塩基自己列決定の結果から(図 3ー 1B )も 2つの遺

伝子が正しく接続された事が示された。 E. c旦上iRRl株の細胞分画の

結果、全体の Fーラクタマーゼ活性は pTG2を用いた場合の 1/5と低い

ものの、約80%の活性が菌体外及びペ リプラズム函分に存在してい

た。このことはbsc遺伝子のプロモータ一、 シグナル配列が、 bla遺

伝子と接続後も天然の bsc遺伝子の場合)と同様に大腸菌中で機能し

得る事を示している。
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図3-I bsc-bla融合遺伝子を含むプラスミドの構築
A、プラスミド構築の模式図

白抜き及び網掛けの部分はそれぞれbsc、bla遺伝子部分を示す。円の周囲の矢
印はそれぞれの遺伝子の位置と方向を示す。 Ba，BamHI; Bs， BstEII; Dd， 
盟主1;Dr， Dra1; E，生2R1; Ps，巨~1 ; Pv， Pvu11; Sa，邑11;Sm， Sma1; and 
M. C. S.， polyl inker si te of pUC18. 
B、融合部分の塩基配列

36 Aまでのイタリ 7クはセルラーゼシグナルペプチドを、 37A-43Sの部分は成熟

休セルラーゼのN末端7アミノ酸を示す。 4411以降はPーラクタマーゼ部分であ
る。
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このようにして構築した bs三二bla融合遺伝子を、 pUB110のE三oRI-

pvuII問に pUC18由来のポリリンカ一部分を導入したプラスミド、

pUP110上にサブクローニングした(図 3- 1 A)。このプラスミド、

pUP110BLAを保持する日 E旦h主斗is RM141株はBLAを培地中に生産した

が、その活性は宿主にアンピシリン耐性(15μg/mlアンピシリンに

対する耐性)を付与するほど強いものではなかった。

第 4節 BSCとBSC-BLA生産におけるプロテアーゼ三重欠損変異と

発現制御遺伝子の利用

bsc-bla融合遺伝子は枯草菌中で発現し、 BLAを分泌生産させる事

ができたが、 その生産量は低いものであった。 この原因としては、

bsc-bla融合遺伝子の発現レベルが低い事と、生産物がプロテアーゼ

により分解されている事が考えられる。そこで、菌体外酵素遺伝子

の発現を正に制御する遺伝子の利用と、 プロテアーゼ三重欠損変異

を持つI<N2株の利用を試みた。同時にコントロールとして、 BSCの生

産量についても調べる事とした。

発現制御遺伝子としては豆旦三虫、豆型、自主E遺伝子を用いる事とし、

各遺伝子を bscあるいはbsc-bla遺伝子を含むプラスミド上に導入し

た(図 3-2 )。 これらのプラスミドを用いて B. s旦且主斗よs168株と

KN2株を形質転換し、 L-brothて、好気的に培養してその培養上清中の

セルラーゼ、 あるいは Pーラクタマーゼ活性を測定した(図 3-3 

及び 3-4 )。
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a)BSC生産における発現時Ij御遺伝子と KN2株の効果

図 3- 3に示すように、 BSC生産については主主主皇遺伝子と KN2株を

利用する事により、約 9倍の生産性の上昇が認められた。 prtとR、

sen遺伝子の導入によってはそれぞれ1.7培、1.2倍の上昇しか認めら

れなかった。 プロテアーゼ三重欠損変異の効果は、盟主虫により包笠遺

伝子の発現量を増加させた場合にのみ顕著に認められた(図 3-3 

C) 0 KN2株では BSC蛋白の培地中への蓄積は、培養を終了する 72時

間目まで継続的に起こり、 また産物の顕著な分解は認められなかっ

たが、 168株の場合には対数増殖の終了と共に、 BSC活性の低下が認

められた。 このことは sacQ遺伝子を野生株に導入した事により、

BSC生産の上昇と共に宿主の生産するプロテア ーゼの生産量も増加し、

その結果本来宿主の生産するプロテア ーゼによる分解に対して耐性

を有していると考えられる BSC蛋白の分解をも引き起こしたものと考

えられる。 KN2株と sacQ遺伝子の利用により、 BSC蛋白の蓄積量はそ

の比活性 70)から計算して 232mg/lに上る事が示された。
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b)BLA生産における発現制御遺伝子と KN2株の利用

図 3-4 Aに示すように、プロテアーゼ三重欠損変異の効果は

BLA生産の場合には発現制御遺伝子のないときに顕著であった。この

ことは、 sLA蛋白が枯草菌の生産する主要菌体外プロテアーゼによっ

てBSC蛋白よりもはるかに分解され易い事を示している。 KN2株は

168株に比べて対数増殖の終了時点でBLA蛋白を約2.5倍蓄積するが、

その後どちらの粉ミにおいても BLA活'性は急速に失われていった。 おそ

らくはKN2t*中に F長っているマイナーなプロテアーゼによって BLA蛋

白の分解が引き起こされたものと考えられる。

発現制御遺伝子の導入は、いずれの場合も BLA生産の低下を引き起

こした。これは発現市1)御遺伝子の導入により、 168株では主要な三種

のプロテアーゼ生産を、 またおそらくはKN2株中に残存しているマイ

ナーなプロテアーゼの生産量をも上昇させたために、 BLA蛋白が急速

に分解されたものと考えられる。
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第5節 まとめ及び考察

bsc遺伝子のプロモーター、及びシグナル配列領域を利用して、枯

草菌と大腸菌の双方で機能する分泌ベクタ ーの構築に成功した。枯

草菌においては、主要プロテアーゼ三重欠損変異株と sacQ遺伝子な

どの発現制御遺伝子を組み合わせる事により、 BSC蛋白などの枯草菌

プロテアーゼに対して耐性を有している産物を生産させる場合には、

その生産量を飛躍的に増加させる事ができる事が明らかとなった。

本研究における BSC蛋白の最大生産量は約250mg/lであった。

しかしながらBLA蛋白のような枯草菌プロテア ーゼ に対して耐性を

有していない産物を生産させる場合には、主要プロテアーゼ三重欠

損変異株においても産物の分解が起こってしまう事が示された。 ま

た発現制御遺伝子の導入はかえって生産物の分解を促進してしまう

事が示された。 この点を改善するには、豆pr49>や旦pr50>といった菌

体外マイナ ー プロテアーゼの遺伝子、 あるいは竺旦二旦128} といった

菌体内マイナ ープロテアーゼの遺伝子をクロ ーン 化し、 さらに遺伝

子破壊を行うなどの手法を講じて宿主側のプロテアーゼレベルをさ

らに減少させる必要があるものと考えられる。



第四章 菌体外ヌクレアーゼ遺伝子のクロ ーニングとその構造解析

第 l節緒言

前章までにクローン化したbsc遺伝子の遺伝子レベル、及びタンパ

ク質レベルでの解析と、 その遺伝子を用いた分泌ベクターの作製に

ついて述べたが、本章では次なる研究対象として、菌体外ヌクレア

ーゼ遺伝子(bsn遺伝子)のクローニングとその構造解析について述

べる。

ヌクレア ーゼ(特にリボヌクレアーゼ (RNase))に関する酵素学的

な研究は、 P南乳類や糸状菌由来の酵素を中心に古くからなされてお

り129・130)、 X線結晶解析によって立体構造が明らかになったもの

もある 131. 132}。これはRNaseのうちにアミノ酸 100個程度で構成さ

れている一群があり、全アミノ酸一次配列の決定ができるなど、取

扱いが容易であったためである。 またこれらの酵素の中には塩基特

異的な分解活性を示すものがあり、 RNA分子の塩基配列の決定への利

用13:3>や、構造 -機能相関関係の解析なども行われてきた 1'3.;)。

細菌由来の RNaseの研究では、 B.amyloliquefaciens由来の

barnaseについてはその遺伝子のクローン化 13日、並びに X線結品解

析けれがなされている。 この酵素はB. i ntermedius、Streptomyces

主主目立宣旦豆由来の酵素とともに、 Aspergillus旦工yzae由来の RNase

T1との類似性が示され 130)ている。 また大腸菌由来の酵素では、

RNase H137)， RNase 113S)， RNase 1II139)などの遺伝子のクロ ー ン

化がなされている。
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RNAばかりでなく DNAも分解する細菌由来のヌクレアーゼとしては、

Staphylococcus a旦E三旦豆由来の micrococcal nucl巴aseについてその遺

伝子のクローン化 14. 0 }と X線結晶解析 14. 1 )が報告されているし、

坐江主ιamarcescens由来の酵素について遺伝子のクロ ーニングが報

告されている 14. 2， 1 43)。

このようにヌクレアーゼに関する研究は多岐にわたり、 またヌク

レアーゼの中には酵素学的な興味ばかりでなく、 tRNAやrRNAのプロ

セシング、あるいは mRNAの分解、 さらには DNAの複製や修復といった

生命現象に直接関与しているものもあり、生物学的にも興味が持た

れている。

枯草菌のヌクレアーゼについては、菌体内外に存在する数種類の

酵素について、精製と性質について報告されている。以下にまとめ

てみると、

1 )菌体内に存在するエンド型RNase。分子量約25，000。至適pHを

pH 5.5-5.7に持ち、塩基に対する日書好性を示さない。最終産物とし

て 4種類の ribonucleoside 2'，3'-cyclic monophosphateを生じる。

この酵素はATPにより阻害される 144， 1 4_ 5)。

2)菌体外に存在するエクソ型ヌクレアーゼ。 Ca2+を活性に必要と

し、 2本鎖DNAに対しては 3'端から、 l本鎖DNAに対しては 5'端から

順に分解して、 RNA及びDNAから (deoxy)ribonucleoside3' 

monophosphateを生じる。至適pHは9.5である 146・14. 7 )。

3)菌体外に存在するエンド型RNase。分子量 10，700で至適pHを8.5

付近に持つ。 -GpGp-及び GpApー配列の分解を、他の配列よりも 100倍

速く行うが、最終的には塩基に対する明確な晴好性を示さない 14. 8， 

1 4. 9) 
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またこれら以外にも菌体外に pH5付近に至適pHを持つRNaseの報告

1 50) もある。

このように枯草菌は多種類のヌクレアーゼを生産する事が知られ

ているが、遺伝子レベルからの解析が行われたものには枯草菌のコ

ンピテンスに関与する DNase'5 1)、市IJ限酵素BsuRI'52)、DNA修復に関

与する DNase (盟主E遺伝子産物) 1 53)、及び組換えに関与する ATP依

存性のDNase (辺坐及び出dB遺伝子産物) '54)がある。本章ではこれ

らの酵素に関して遺伝子レベルから解析するために行った菌体外ヌ

クレアーゼ遺伝子のクロ ーニングと、 その構造解析について述べる。

クローニングの方法としては、対象を絞らないためにもショットガ

ンクローニングj去を用いた。

第2節 材料及び方法

a)菌株、 プラスミド及び培養条件

B. subtilis IF03034をbsc遺伝子の場合と同様に DNA供与体として

用い、 B. subti 1 is K-2、 RM141はそれぞれショットガンクローニン

グ、サブクローニングの際の宿主として使用した。 E. 三旦1i JMI05及

びMV1184はそれぞれM13ベクター及びpUC118、pUC119の宿主として使

用した。プラスミド pBD64及びpUBll0はショットガンクローニング、

サブクローニングの際のベクターとして使用した。 M13mpl0、mp18

及びmp19、並びに pUC118、 pUC119はDNA塩基配列決定の際に使用した。

日立些主斗is及びE.col iの通常の培養には L-brothを用い、 bsnj宣伝

子発現用の培地としては NUC-broth(1.5 % Veal Infusion Broth 
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(Difco)， 0.5 % Yeast Extract (Difco)， 3.0 % soluble starch， 

1. 0 % CaC03、次章にて詳しく述べる)を用いた。 DNA塩基配列決定

のための一本sJi.プラスミド、 M13ファージDNA調製には 2xYT-brothを

用い、枯草菌のプロトプラスト法形質転換の際にはDM3再生培地と

Pennassay broth 液体培地を用いた。

ショットガンクローニングの R捺に、 Spizizen'sminimal medium 

155) (MM) + 1 % casein + 10 μg/ml chrolamph巴口icol plate 

(州中のグルコースをマルトースに置換している)を形質転換イ本選

択に用い、 P巴nnassaybroth + 1 mg/ml yeast RNA plateをヌクレア

ーゼ活性白を t~ 出する為のアッセイプレ ー トとして用いた。

b)B. subtilis IF03034の染色体DNAの調製

B. subtilis IF03034株の染色体DNAは、 Saito& Miura法 156}によ

り調製した。

c)B. subtilis IF03034 gene libraryの構築

B. subtilis ge口elibraryは形質転換効率の高いプラスミドマ ー

カーレスキュー法 157}を用いて構築した。 B.s旦且主ilisIF03034株の

染色体DNAをEcoRIで部分分解した後、 EcoRI消化したpBD64とT4DNA 

1 igaseを用いて連結した。この反応i夜を用いて、 pUB110を保持した

E型性斗isK-2株のコンピテントセルを形質転換した。形質転換イ本

はMM+ casein + chrolamphenicolプレ ー ト上でのクロラムフェニコ

ール耐性により選択した。

つun，，
 



d)ヌクレアーゼ生産株の選択

クロラムフェニコール耐性の形質転換休をヌクレアーゼアッセイ

プレート上に移し、 37'c、終夜培養してコロニ ー を形成させた。そ

の後に 1N HClをプレートに注ぎRNAを変'性、 白濁させると、 ヌクレ

アーゼにより分解された部分はハローとして検出される。宿主とし

て用いたB 日btilisK-2株はわずかなハローしか形成しないのに対

して、大きなハローを形成する株を目的とする形質転換体として選

択した。

巴)bsnj立伝子のサブクローニング

上記のようにして取得したプラスミドの挿入断片を適切な制限酵

素で消化し、 pUBllO上にサブクローニングした。切断末端が一致し

ない場合には適切な制限酵素サイトを持つ DNAリンカ ー を介して接続

しむこのようにして作製したプラスミドで旦型旦斗isRM141株の

プロトプラストを形質転換した。 bsn遺伝子の有無はヌクレア ーゼア

ァセイプレート上でのハロー形成能により判定した。

f)DNA塩基配列の決定

サブクローニングの結果得られたpBN104の挿入断片部分を特定の

制限酵素で消化して得られる DNA断片を適切な M13ベクタ一、あるい

はpUCl18、pUC119にクロ ー ン化し、 dideoxy法によりその塩基配列を

決定した。部分的に起こる縮重に対しては、 AmpliI盟 158> (Taq 

DNA polymerase)をKlenowfragmentの代わりに用いる事によって対

処した。
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g)nuclease Sl mappingによる転写開始点の決定

pBN104を保持する B. 盟主且ιI!RM141株を NUCbroth中で 37'c、
12時間培養し、その菌体から全RNAをhotph巴nol法 159)に よる抽出と

DNase 1による DNAの消化により取得した。 これとは別に、 pBN104を

Nae1で消化した後、 T4DNA kinaseと y_32 P-ATPでNae1サイトをラベ

ルし、 さらに EcoR1で消化して得た 297baseのE三oR1-N豆e1断片(bsn 

遺伝子の 5'側 codingregionとその上流域を含む)をプローブDNA断

片として調製し た。 このプローブDNAと精製RNAをLehtovaaraらの方

法160)に従っ て35'c、終夜加温する事によってハイブリダイゼーシ

ヨンを行った。そ の後に nucleaseSIにより一本鎖核酸部分を分解し

た。同時にプローブDNA断片の塩基配列を Maxam& Gilbert法 11)によ

り決定した。

第3節 bsn遺伝子のクローニング

EcoR1で部分分解したB.subtilis 1F03034の染色体DNAをpBD64の

邑oR1サイトに接続し、 E・型性i1 is K-2 (pUBll0)のコンピテントセ

ルを形質転換した。 105のクロラムフェ ニコール耐性の形質転換体の

うち、 8株がヌクレアーゼアツセイプレート上で大きなハローを形成

した(図 4- 1 )。これらの形質転換体からプラスミドを調製し、

B. subtilis RM141のプロトプラストを形質転換した。形質転換体を

再びクロラムフェニコ ール耐性で選択した後、 アッセイプレート上

でのハロー形成能によりポジティブコロニーを選択した。 この操作

を2回繰り返す事によりプラスミドを純化した。最終的に得られた
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図4- 1 pBN 1を保持するE 型且斗isRM141株のプレートアッセイ
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形質転換体はすべて同ーのプラスミドを有しており、 そのプラスミ

ドをpBNlと命名した。 pBN1はpBD64のE三oRIサイトに6.9 kbのE三oRI断

片を有しており、 この断片中に bsn遺伝子が含まれている事が示唆さ

れた (~4 -2)。



Cl口l Smal ""  / H indJll 

Srnal HindIIT 
S口11

2 3 
(6.9kbl 

B口mHI

PvuII 

pBN1 (11.7kb) 

HincII 

HincII 

図4-2 psN 1の制限酵素切断地図
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第4節 h三E遺伝子のサブクローニングとその塩基配列の決定

クローン化した 6.9 kbのDNA断片中のどの位置に主主E遺伝子が存在

しているかを調べるために、 pUB110をベクターとしてサブクローニ

ングを行った(図 4- 3 ) 0 bsn遺伝子の有無の判定には、上述のプ

レートアッセイ法を用いた。その結果、挿入断片をELEI-EgI間約

1. 3 kbにまで縮めてもハロー形成能に変化が認められない事から、

この部分に bsn遺伝子が存在している事が示唆され、 この断片の全塩

基配列を決定する事とした。。またこの断片を pUB1l0に対して逆向

きに挿入したプラスミドを用いてもハローを形成する事から、 この

断片中に bsn遺伝子のプロモータ ーが存在する事が示唆された。

DNA塩基配列は図 4-4に示すstrategyに従って、 dideoxyi去によ

り決定した。結果を図 4-5に示す。

DraI-RsaI聞は 1273baseであり、 この領域内に存在する唯一の長

いORFとしては DraIサイトから 208baseの位置にある ATGから始まる

ものが存在していた。 この ORFは867baseにわたり、 289アミノ酸残

基、分子量32，027のタンパク質をコードしており、 これがbsn遺伝子

であるものと考えられる。 この ORFのN末端側のアミノ酸配列は、

'Lys_4Lysと塩基性アミノ酸が続いた後、疎水性アミノ酸に富む領域

が続く、典型的なシグナル配列領域を形成していた。開始コドンの

8 bp上流には、 AAGGAGGという配列があり、 mRNA上でリボソームが結

合するのに必要な SD自己列として機能しているものと思われる。 また、

終始コドンの 20bp下流には 9bpからなる inverted repeatが存在し

ており、 ρ因子非依存性のターミネータ ー として機能するものと考

えられる。

-78 -



。 2 6 7 (kb) 
Clear Zone 

EcoRI Smol Sm口[ Hindlll S日1I Hindlll EcoRI 

pBN1 

Dr口l EcoRV 

pBN100 
圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃・圃圃圃晶画曲面幽園田園圃幽圃睡園田園・・・・

pBN101 

pBN102 

pBN103 

pBN104 

図 4-3 bsn遺伝子のサブクローニング

各プラスミ ト、中に含まれる何人断片をbarで示し、併せてプレ ート

アッセイの結果を示す。
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図 4-4 b三旦遺伝子のDNA塩基配列決定のための

sequencing strategy 

pBN104の侍入断片の制限酵素切断地図を示す。矢印はDNA塩基配91)

決定の方向と長さを示す。 pBN104中の黒く塗りつぶした部分は BSN蛋

白をコードする部分である。
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図 4- 5 主主旦遺伝子のDNA塩基配列と推定アミノ酸配列

nuclease SI mappingの結果明らかになった転写開始点を太い矢印

で示す。 SD配列及びEσE RNA polymeraseが認識する と考えられる

-35及びー10領域を示した。 BSNのN末端アミノ酸配列決定の結果得ら

れた配列と一致する部分を下線で示した。 また invertedrepeat配列

は向かい合った矢印で示した。
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第 5節 nucleas巴 Slmappingによる転写開始点の決定

bsn遺伝子のプロモーター領域がpBNI04の挿入断片中に存在する事

が示唆されたので、 nucleaseSl mappingによって転写開始点を決定

する事とした。

B. subtilis RM141 (pBNI04)をNUCbrothでstationaryphaseまで

培養した後に、全RNAを抽出し、 bsn遺伝子のプロモ ー ター領域を含

む297baseのEcoRI-NaeI断片とハイブリダイズさせ、 nucleaseSlに

より消化した。その結果、 bsn遺伝子の転写開始点は、 SD配列の最初

のAである事が明かとなった(図 4-6 )。転写開始点の35bp及び

10 bp上流の配5'IJは、表 4ー lに示すようにEσAおよびEσERNA 

polymeraseの認識するコンセンサス配列と弱い相向性を示した。
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図 4-6 nuclease Sl mappingによる bsn遺伝子の転写開始点の

Lanes 1 and 2， nuclease Sl 反応産物。 プロープDNAと全RNAをハ

イブリダイズさせた後、それぞれ10U、5U/μg RNAのnucleaseSl 

により消化した。 Lanes3 and 4，分子量マーカー。 Maxam& 

Gilbert法のC+T及びA+G反応をそれぞれ用いてプローブDNAを分解し

>-パー。
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表 4-1 bsn遺伝子のプロモーター椅造

Promoter 

bsn 

σA consensus 

σE consensus 

ー35

GATAGAAT 

TTGACA 

GAANAANT 

ー10

GATAAT 

TATAAT 

CATATT 



第 6節 まとめ及び考察

枯草菌菌体外ヌクレアーゼ遺伝子のクローニングに成功し、 また

その構造をはじめて明らかにした。ここで示した ORFが実際に BSNを

コードする事は、次章でも示すように、精製BSNの N末端アミノ酸配

列の決定からも明らかである。

nuclease Sl mappingによる転写開始点の決定の結果、 bsn遺伝子

のプロモ ー タ ー構造を明らかにする事ができた。 35及び 10領域を

様々な σ悶子の認識するコンセンサス配列と比較したところ、 EσA

型及びEσE型 RNA polym巴ras巴の認識するコンセンサス配列との問で

弱い相同性を示したが、次章でも述べるように、 bsn遺伝子の発現が

stationary phaseになってから起こる事より、 bsn遺伝子のプロモ ー

ターはEσE RNA polymeraseによって認識されるものと推察される。

BSNの推定アミノ酸配列を、 DNA data bankに登録されている他の

配列と比較したが、明確な相向性を有するものは得られなかった。

このことは、 BSNの酵素学的性質(次章で述べる)と併せて、 BSNが

新規のヌクレア ーゼである事を示しているのかも知れない。



第五章 BSN蛋白の精製と酵素学的性質

第 I節緒言

前章でクローン化に成功し たbsn遺伝子が、実際にタンパク質をコ

ードしている事を示すためには、その遺伝子産物であるBSN蛋白を精

製し、部分アミノ酸配列に関する情報を得、 それがbsn遺伝子から得

られる情報と一致する事を示さなくてはならない。そのために本章

では、 BSN蛋白の精製と N末端アミノ首長配列の決定について述べ、 さ

らにBSN蛋白の酵素学的な性質について解析した結果につい て述べる。

第 2節 材料及び方法

a)菌株、 プラスミド及び培養条件

B. subtilis N-24及びRM141を宿主として用い、 bsn遺伝子をコ ー

ドするプラスミドには前章で構築したpBN104を用いた。 Kerr's

medium'46'、 Shimada'smedium'6" 、 Phosphate-limitedmedium 

162' Nishimura & Nomura medium148'、L-brothをBSN生産のための

培養条件の検討の際に用い、最終的にNUCbroth (1.5 % Veal 

Infusion broth (Difco)， 0.5 % Yeast Extract (Difco)， 3.0 % 

sol uble starch， 1. 0 % CaC03)をBSN生産の ための培地として用いた。

b)BSN活性の測定
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BSN活性は Yamasakiらの方法 144)を変更して測定した。酵素溶液

50μlを1.25 mgのTorulayeast RNA (SIGMA)と0.5mlの50mM 

Tris-HCl、 1mM MgC12、pH7.5の反応液中で混和し、 37'c、 30分間

反応させる。その後、 125μlの反応停止液 (7.5mg/ml uranyl 

acetate in 15.4 % perchloric acid) を加え、未分解のRNAを沈澱

させて遠心することにより除去する。遠心上j青を水で 25倍に希釈し

た後、 260nmの吸光度を測定する。酵素1Uは上記条件下で 260nmの

吸光度を1.0変化させる酵素量とした。

c)BSN蛋白の精製

E 主主左主ilisN-24 (pBNI04)を7 1のNUCbroth中で37'c、 18時間

培養した後、菌イ本を遠心分離により除いて得た培養上清に硫酸アン

モニウムを 90%自包手口となるように力日えた。 この溶 l夜を 4'c、 24日寺間

撹持した後、生じた沈澱を集め、 500mlの10mM MOPS、 1mM MgC12、

1 mM PMSF、pH6. 3に再溶解して同様のバッファーに対して透析した。

その後S-SepharoseFast Flowカラム (32x190mm)を用いた陽イオン

交換クロマトグラフィーに供し、 11の0-500mM NaClグラジエント

により酵素を溶出した。次に活性画分を 10mM Tris-f1Cl、 1mM 

MgC12、pH7.5に対して透析、平衡化した後、東ソー製へパリントヨ

パール 650Mカラム (HRI0110columnlを装備した FPLCシステムによる

アフイニティークロマトグラフィーを行った。酵素の溶出は 0-500

mM NaClグラジエントにより行った。 さらに酵素溶液を 10mM 

sodium phosphat巴 buffer、0.3mM CaC12、 1mM MgC12、O.05 % 

N aN3、pH6.8に対して透析した後、ハイドロキシアパタイトカラム

(7.5xl00 mm ;東燃製TAPS-020810) を装備した f1PLCシステム
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(Gi lson ; model 305) を用いたアフィニティークロマトグラフィー

に供し、 10-400 mM sodium phosphate buffer、 pH 6.8グラジエント

を形成する事によって酵素を溶出した。各段階における精製度は

SDS-PAGEにより自在認した。

BSNの分子量をゲル液過法で求めるために、精製酵素を Superdex

75 prep grade in a HiLoad 16/60カラムを装備した FPLCシステムを

用いたゲルi慮、過クロマトグラフィーに供した。バッファーには、

100 mM Tris-HCl 、 200 mM NaCl 、 1mM MgC12、pH 7.5を用い、 BSNの

retention timeを標準タンパク質 (combithek; Boehringer 

Mannheim) を用いた場合と比較した。

d)BSNのN末端アミノ酸配列の決定

精製BSNを用いて C-8カラム (4.6x250 mm; FP-308-1251、センシュ

ー科学製)による逆相クロマトグラフイーを行い、 O.1 % 

trifluoroac巴tic acid存在下0-80 % acetonitrileグラジエントによ

り酵素を溶出した。 この標品を用いて N末端の 10アミノ酸を、 477A

sequenator (Applied Biosystems)による自動エドマン分解法によ

り決定した。

e)BSNの切断様式の同定

BSNをRNAに対して反応させた際に、 phosphodiester結合の 5'側と

3'倶11のどちらを切断するかを同定するために、以下のような方法を

行った。

酵素反応溶液 (50 mM Tris-HC1， 1 mM MgC12， pH 7.5， 5 mg/ml 

yeast RNA) 10 mlに対して、約 2.4 Uの精製BSNを加え、 37 'tで反応
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させる。適宜反応液を 1mlづっ分取し、そのうちの 0.5mlには反応

停止液を 0.125ml加えて、 b)に記したような方法で酸可溶性画分の

260 nmの吸光度を測定して反応を追跡する(酸可溶性画分を取得後、

水で50倍に希釈した)。 また残りのO.5 m 1に対しては、 EDTAを終濃

度5mMになるよう に加えて反応を停止した後、 そのうちの 90μlに

立守して 10 μlの1M sodium acetate buffer 

pH 4. 5、あるいは 1M sodium ac巴tatebuffer， 0.2 M ZnCI2， pH 

5.3を加え、 さらにRNaseT2 (1. 0 U)、nucleaseP， (2.55 U)をそれ

ぞれ加え、 37'tで終夜加温する事により完全分解を行った。

このようにして得られたBSN-RNaseT2分解物並びにBSN-nuclease

P，分解物の分子組成を、薄層クロマトグラフイ一法 163)によって調

べた。上記完全分解物のうち、約50μg7.Jを 10x 10 cmのアビセル

SF薄層プレートにスポットし、一次元自;2-propanol -5 % 

ammonium acetat巴 buffer，pH 3.5 (60:25)及び二次元El ; 

saturated ammonium sulfat巴ー 1M sodium ac巴tatebuffer， 

pH 5.5 -2-propanol (40・9・1)を用いた二次元展開を行った。検出

には、 254nmの短波長のUVを用いたUVshadowingを用いた。各スポ

ットの同定は、標準物質のRf値と比較する事により行った。

第 3節 BSN生産のための培養条件の検討

B. 担也斗~ N-24 (pBN 1)をL-brothを用いて培養したところ、培

養上清中にRNase活性は検出されなかった。そこで既報の培養条件を

用いて、 BSN生産条件を検討したところ、 Shimada'smediumを用いた

89 



表 lー l 各種培地を用いた場合のBSNの生産性

Medium RNase activity (U/ml broth) 

N-24 (pBN1) N-24 (pUB110) 

!{err's medium 0.30 O. 13 

Shimada's medium 4.11 0.90 

Phosphate-limited medium 0.79 O. 41 

Nishimura & Nomura medium O. 08 O. 07 

L-broth 0.39 O. 17 

NUC broth 7. 21 0.45 

pBN1あるいはpUB110を保持する B. subtilis N-24株を 10μg/mlの

カナマイシンを含む上記培地で37't、 12時間培養後、培養上清の

RNase活性をiJ!l1定した。



場合にのみ弱いながらも RNase活性が検出された(表 5- 1 )。そこ

でShimada's mediumを元にそれぞれの栄養素の種類と量を変えて、

BSN生産の最適条件を調べたところ Veal Infusion broth 

Yeast Extract、 soluble starch、 CaC03で構成される NUCbroth中で

最も良く BSNが生産され、 L-brothを用いた場合の約 20倍の BSN活性が

検出された。

次に NUCbroth中での BSN生産の経時変化を培養経過を追いながら

調べたところ、 BSNは培養がstationaryphaseに入 ってから生産され

る事が示された(図 5ー 1)。

第 4節 BSN蛋白の精製と N末端アミノ酸配列の決定

P 型且主斗isN-24 (pBN104)を7 1のNUCbroth中で培養して得た培

養上清を出発材料として、硫安沈澱、 S-Sepharos巴 FastFlowによる

陽イオン交換クロマトグラフィー、へパリントヨパール 650Mカラム

並びにハイドロキシアパタイトカラムによるアフィニティ ークロマ

トグラフイーにより、 BSNを精製した。最終精製物を用いて SDS-

PAGEを行ったところ、分子量約 32，000の位置に 2つのバンドが検出

された(図 5ー 2)。 また精製BSNの分子量を Superdex75カラムに

よるゲル液過クロマトグラフィーにより測定したところ、約25，000

と計算された。最終精製標品の yeastRNAを基質としたときの比活性

は35.6U/mg proteinであった(表 5- 2 )。

精製BSN蛋白の N末端アミノ酸配列を決定するために、上で述べた

2種類のタンパク質を逆相クロマトグラフィーにより分離しようと
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のシンボルは培養上清中の RNase活性を示す。

B. 園、口liM141 (pBNl); 



M12345M  

図 5-2 精製sSNのSDS-PAGE
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Lane M，標準分子量マーカー; 1，培養上清; 2，硫安沈澱後; 3， 

S-Sepharos巴 FastFlowクロマトグラフィー後; 4， Hepari n 

Toyopearlクロマトグラフィー後 5， ハイドロキシアノTタイトクロ

マトグラフィー後。右方 の数値は分子量マーカーの大きさをDa単位



表 5-2 sSNの精製表

Fraction Total Total Sp巴cific Yi巴ld

activity protein activity 

(U) (mg) (U/mg prot巴in) (%) 

Cultur巴 supernatant 9170 743 12. 3 100 

After S-Sepharose 702 23.3 30. 2 7. 6 

After Heparin-Toyopearl 492 13. 0 37. 9 5.4 

After hydroxyapatite 196 5.5 35. 6 2. 1 



試みたが、全く分離されなかったので、最終精製標品をそのまま用

いて N末端のアミノ酸配列を決定する事とした。

その結果得られた配列は、 T/S-S/A-V/S-I/A-V/T-I/P-T/S-P/A-D-Tで

あり、塩基配列から求められた 52Thrから 59Proまでと 54Serから

63Thrまでに対応する配列が共存していることが判明した。この 結果

から、 BSN蛋 白質 の N末端のプロセシングには 2通りあり、精製標品

中 には52Thrあるいは 54SerをN末端とする 2種の分子種が共存して

いるものと結論した。

第 5節 BSNの酵素学的諸性質

a)pH及び温度の酵素活性に及ぼす影響

精製BSNを用いて至適pH、至適温度、及びpH、 温度に対する安定性

を求めた。基質には yeast RNAを用いた。

至適pHは50 mMのsodium ac巴tate (pH 3.7-5.7)、 potassium

phosphate (pH 5.7-7.5)、 Tris-HCl (pH 7.0-9.0)、 Glycine-NaOH

(pH 8.5-10.3)の各バッファーを用いて 37 't、 30分間反応させて測

定したところ、 pH8. 5付近であった(図 5- 3 A、 実線)。また50

mM potassium phosphate buffer、pH 7.5を用いて各温度で 30分間反

応させる事により、至適温度を求めたところ、 37 'tであった(図 5

-3 B、実線)。

次に各pHで25 't、 24時間処理した後、 pH7.5で活性測定を行い

pHに対する安定性を調べたところ、 この条件下では pH 6.5-9.5の問

で安定であった(図 5- 3 A、破線)。 また pH7.5のバッファー中
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A pllの与える影響。 実線は至適pHprofileを示し、 破線は各pll

で処理した後の残存活性を示す。 0， sodium acetate buffer;ム，

potassium phosphate buffer; 口， Tris-HCl buffer;企 . Glycine 

-N a011 bu ffer ; .，各pllで処理した後の残存活性。 B 温度の与え

:?，昌壬朝日
<J )j!ノ宅告。 実線は至適温度profileを示し、 破線は各温度で処理した後

の残存活性を示す。 0，各温度での活 I生，.， 各温度で処理した後
の残存活性。
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で各温度、 l時間処理した後、 37'tで残存活性を iHIj定して、温度に

対する安定性を調べたところ、 40'tまでは安定であった(図 5ー 3

B、破線)。

b)阻害斉1)の影響

ヒト胎盤由来の RNaseInhibitor、Hepari口、 EDTAと1.5 Uの酵素を

1 ml中で37't、 10分間処理した後、残存活性を測定した(表 5- 3 )。

その結果、 RNaseInhibitor、HeparinはBSN活性に何の影響も及ぼさ

ないのに対して、 1mM EDTAにより BSNはほとんど失活した。このこ

とは、 BSNがその活性に金属イオンを要求する事を示している。

c)金属イオンのBSN活性に及ぼす影響

各種金属イオンを塩化物の形で反応系に加え、 BSN活性に及ぼす影

響を調べた(表 5-4 )。その結果、 BSNは1mM Mg2+の添加により

約 8倍に活性化される事が示された。 また M日2+、 Ca2+、 C02+、及び

高濃度の NP+によっても若干の活性化が認められた。逆に Cu2+、

Zn2+によってはBSN活性が阻害された。

d)BSNの基質特異性

BSNがDNA分解活性を有しているかどうかを調べるために、基質と

して yeastRNA、 nativesalmon sp巴rmDNA、 heat-denatured

salmon sperm DNAを用いて 活性測定を行った(表 5- 5 )。その結

果、 y巴astRNAを完全に分解する条件下でも、 native及びheat-

denatured DNAに対する活性は認められないため、 BSNはDNase活性を

有していないと結論した。
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表 5-3 sSN活性に対する阻害斉1)の影響

Compound Concentration Relativ巴 activity (%) 

sSN RNase A 

None 100 100 

RNase Inhibitor 200 U/ml 103.0 58.8 

2000 U/ml 131. 9 22.3 

10000 U/ml 225.9 14. 9 

I!eparin 20 U/ml 113. 1 186.0 

200 U/ml 142. 6 162. 0 

2000 U/ml 89.6 32. 0 

EDTA 1 mM 5.0 (1.6) N. D. 

10 m問 3. 4 (4.7) N. D. 

1. 5 U/mlのB側、 RNaseAを上記の阻害斉1)と37t、 10分間処理した

後、残存活性を is.l)定した。 sSNの場合は反応i夜中に 1mM MgC12を添加

したが、 RNaseAの場合及び括弧内の数値はMgC12無添加で測定した

結果である。 N.D.=not determined. 
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表 5-4 金属イオンのBSN活性に与える影響

Metal ion Concentration (mM) Relative activity (%) 

None 100 

Mg2+ 0.5 572 

1.0 843 

Mn2+ 0.5 158 

1.0 145 

Ca2+ 0.5 313 

1.0 236 

C02+ 0.5 378 

1.0 425 

Ni2+ 1.0 89. 0 

5. 0 536 

Fe3+ 1.0 156 

3. 0 75. 0 

Cu2+ 1.0 18. 0 

3.0 46. 0 

Zn2+ 1.0 25. 0 

5. 0 39. 0 

すべての金属イオンは塩化物として反応液中に添加した。約O.1 

Uの酵素を各反応に用い、酵素溶液から 3.75μMのMg2+イオンが反応

i夜中に持ち込まれている。
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表 5- 5 BSNの基質特異性

Reaction time ムA260

(mi n) Yeast RNA native DNA heat-denatured DNA 

。 o. 078 0.001 o. 015 

15 1. 146 o. 004 o. 017 

30 1. 163 o. 001 o. 006 

60 1. 251 o. 009 o. 000 

120 1. 220 0.000 o. 000 

180 1. 242 o. 001 o. 000 

50 mM Tris-HCl 、1mM MgC12、pH7.5中に2.5mg/mlの濃度で各種

基質を溶解させた基質溶液に酵素を加え、 37"cで加温した。各時間

ごとに0.5mlの反応液を分取し、 0.125mlの反応停止液を加えた後、

第 2節で述べた方法を用いて260nmの吸光度を測定した。他の金属

イオンを反応液に加えた場合も同様の結果が得られた (datanot 

s how n)。



e)BSNの切断様式の同定

BSNがフォスフォジエステル結合のどちら側を切断するかを決定す

るために、 yeastRNAをBSNにより部分分解した後、 リン酸ー 5'ーリボ

ース問を塩基非特異的に切断し、最終的に 3' モノヌクレオチドを生

成する RNase1'2、あるいは 3' リボースーリン酸問を塩基非特異的に

切断し、更に 3'-phosphomonoesterase活性を有している nuclease

P 1によって完全分解を行った。 この反応液中の分子組成を薄層クロ

マトグラフィ ーにより分キ斤した(図 5- 4 )。 その結果、 nuclease

hを用いた場合には BSNの反応が進行しても、 5'ーモノヌクレオチド

しか生成しないが、 RNase1'2の場合には反応の進行に伴ってモノヌ

クレオシドが生成するようになった。この結果から、 BSNはフォスフ

ォジエステル結合の 3'ーリボース ー リン酸聞を切断する事が示された。

また、 BSNの反応の初期のうちから 4種のヌクレオシドがほぼ等量

づっ生じるので、少なくとも切断点の 5'倶IJ塩基に対する特異性はな

いものと考えられる。
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図5-4 TLCを用いたBSNの切断様式の同定
A， BSNの反応を酸可溶性画分の260nmの吸収変化により追跡した結果。矢印はT山
により分析をした点を示す。;B，標準物質のT凶による展開パターン。原点の位置と

各スポットの分子種を示す。;C， 0， E and F， BSNをそれぞれ0，15， 60， 360分反応
させた後、 RNaseT2により完全分解した反応液の展開パターン。鍛は4種のヌクレオ
シドのスポァトを示す。 ;G and H， BSNをそれぞれO及び'360分反応させた後、
nucleas巴 P，により完全分解した反応i夜の展開ノfターン;。
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第 6節 まとめ及び考察

sSNの生産が栄養源の豊富な、特殊な培地中で誘導される事が示さ

れた。 Preliminaryな実験結果より、著者らはsSN生産がデンプンで

誘導される事、並びにグルコースの添加によって阻害されないとい

う知見を得ている (datanot shownl。このことより、 bsn遺伝子の発

現がプロテアーゼやアミラーゼ遺伝子とは異なる調節を受けている

事が考えられる。 この点については今後更なる解析をして行かねば

ならない。

sSNがNUCbroth中でstationaryphaseから生産される事より、

主主E遺伝子のプロモーターはEσAではなく EσERNA polymeraseによ

って認識されると考える方が妥当である。 しかしながら、枯草菌の

胞子形成はグルコ ースの添加によって阻害される 164)事から、可溶

性澱粉を含む NUCbroth中で培養した枯草菌菌株中で胞子形成が進行

しているとは考えにくい。実際に NUCbroth中では、里子生型の宿主の

生産する αーアミラーゼやプロテア ーゼの生産量が減少しているこ

とがpreliminaryな実験結果より得られており、宿主細胞がcatabol

ite repressio口の状態にあることが考えられる (datanot shownl。

このことからも包旦遺伝子の発現調節が他の菌体外酵素遺伝子の場合

とは異なっていると考えられ、今後の解析が待たれる。

sSNの精製を行ったところ、 2種類の分子種の混合物として精製さ

れたが、各種クロマトグラフイ ー上での挙動が全く同ーである事、

また 2種類の分子の混合物を用いて N末端アミノ酸配列を決定した

ところ、塩基配列より推定したアミノ駿配列の 52番目から 59番目と

54番目から 63番目に対応する配列の混合物として決定された事から、
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これら 2種類の分子とも bsn遺伝子の産物であるものと考えられる。

1 Metから SlGln、あるいは 1Metから 53Serの領域は、 シグナルベプチ

ドとしては長すぎる上に切断点付近の配列も通常のシグナルペプチ

ドの切断点とは異なっていることから、 BSN蛋白はシグナルペプチド

切断後、宿主N-24株の生産するマイナープロテアーゼによって N末

端領域をプロセスされている事が考えられ、 これら 2種類の分子は

異なるプロセシングの結果生じたものと考えられる。 BSN蛋白の分子

量は推定アミノ酸配列から計算すると 26，616と26，424であり、 この

値はゲル猪過法により求めた分子量、約25，000と良い一致を示す。

BSN蛋白のプロセスをされる N末端側、すなわちシグナルペプチド

の切断点部位から 51番目のアミノ酸に当たる領域、がサチライシン

におけるプロ領域 165)のような何らかの機能を有しているのかどう

かについては、現在のところ不明である。今後プロテアーゼ多重欠

損株を宿主として BSNを生産させ、今回精製したBSN蛋白と比較する

などすればこれらの点について明らかになっていくものと考えられ

る。

BSNはヌクレアーゼとしても興味深い特徴を有している。それはこ

の酵素が印TAにより不可逆的に失活し、 また Mg2+によって活性化さ

れる RNaseである点である。 またBSNは3' リボースーリン酸問を加水

分解する。このような特徴を有する酵素の報告は、枯草菌由来のも

のでは、全くなく、 BSNが新規のヌクレアーゼであることを示す。

また他の生物種由来のMg2+要求性の RNaseとしては E.col i RNase 

11'66)といったエクソ型の RNaseや、エンド型では粘菌(!:_l立sar日

polyc巴phalum)由来の RNase'67) 特殊な活性を持つものとしてはE.

旦斗 RNas巴 H'6 8)、E 旦斗 RNase P169)などが知られている。こ
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れらの酵素は、 BSNと同様に 3' リボースーリン酸問を切断すること

が知られており、 このことがMg2+要求性の RNaseの一つの特徴となる

のではないかと考えられる。これらの酵素のうち、 アミノ酸配列が

報告されているものと BSNのアミノ酸配列を比較したが、明確な相向

性は示されなかった。 BSNの酵素学的性質に関しては、今後更に深く

解析を行う必要がある。



総括

本研究は'枯草菌菌体外酵素の遺伝 ・生化学的研究"と題して、

菌体外セルラーゼ、並びに菌体外ヌクレア ーゼを対象にその遺伝子

のクローニング及び構造解析、遺伝子産物である酵素タンパク質に

関する解析、 さらには応用面での研究として分託、ベクターの構築、

改良について行ったものである。以下に本研究により得られた知見

及び今後の展望について述べる。

bsc遺伝子の構造解析の結果、 bsc遺伝子のプロモータ ー構造及び

BSC~ 白の推定アミノ酸構造を明らかにする事ができた。 bsc遺伝子

のプロモーター構造としては nucleaseSl mappingなどの手法を用い

て転写開始点の同定は行っていないものの、 その遺伝子発現が培養

にともなって起こる事)から Ea A RNA pol ymeraseにより認識される

事が考えられる。今回示した〈ー35，TAGACA; -10， TACAAT> の配列

が、 プロモーターとして実際に機能していると考えられる。

N末端に36アミノ酸からなるシグナル配列を有する 499アミノ酸か

らなる ORFが、 BSC蛋白をコードしている事が示された。また BSCの成

熟体部分の N末端側約300アミノ酸の領域が、好アルカリ性バチルス

属由来のセルラーゼと高い相向性を示す事が示された。

次に今回明らかにした相同性をもとにして、バチルス属由来のセ

ルラーゼの構造と機能に関する知見を得た。 まずbsc遺伝子上で C末

端部分を段階的に欠失させて、 N末端倶11の相向性部分がセルラーゼ

活性に必須である事を示した。次に好アルカリ性ノfチルス属由来の

セルラーゼのうち、最も高い相同性を示しつつも至適pHprofileの
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異なる N-4株由来のセルラーゼ (NK1)との問でキメラ酵素を作製する

事により、バチルス属セルラーゼの至適pHを決定するアミノ酸領域

に関する情報を得た。すなわちアルカリ性側では、 BSCのアミノ酸番

号で 97番目から 329番目に位置する多くのアミノ酸残基が影響を与え

る事により、 アルカリ性側での活性化がなされている事が明らかと

なった。特に 288番目から 329番目の領域はアルカリ性側での活性の

増大に必須であった。 また酸性側の酵素活性が上昇する pHの差は

196番目から 287番目の領域のみによって決定されている事が明らか

となった。酸性償1)の酵素活性の変化は kcat1i宣の変化にともなって起

こっている事も示された。おそらくはこの領域に属する特定のアミ

ノ酸残基が活性中心を形成する酸性アミノ酸残基と直接相互作用し

て、 その解離pHを変化させ、その結果酸性側での酵素活性が上昇す

るpHのシフトが起こっているものと考えられる。

今後は酸性側領域に関しては、部位特異的変異を用いて関与する

アミノ酸残基を特定し、更に X線結晶解析を用いて得られる BSC蛋白

の三次元構造に関する情報と比較する事により、バチルス属セルラ

ーゼの構造と機能に関する有意義な情報が得られるものと恩われる。

またアルカリ性側に関しては、中目問的組換えなどを用いた領域の細

分化などを行って関与するアミノ酸領域 を限定していく:必要がある

だろう。

次に並立主遺伝子のプロモータ一、 シグナ Jレ配列部分を pBR322由来の

Fーラクタマーゼ (BLA)遺伝子の成熟体をコードする部分と融合させ

て、分辺、ベクターを作製した。同時に菌体外酵素発現制御遺伝子

ほ2三9、旦工盟、主立!:I)を同ーのプラスミド上に導入して転写効率を促進

させる事、 また菌体外主要プロテアーゼ 2種、並びに菌体内主要セ
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リンプロテアーゼを欠損した KN2株を宿主として使用して産物のプロ

テアーゼ分解を抑える事を試みた。 しかしながら大腸菌の sLA蛋白の

ような枯草菌の生産するプロテアーゼに対して感受性の高い産物に

関しては、今回構築した系においても産物が速やかに分解されてし

まう事が示された。それに対して sSC蛋白のような宿主プロテアーゼ

に対する耐性を有していると恩われる産物を生産する場合には、今

回の系を用いる事により約 10倍程度の増産が期待できる。今後はKN

2株の持つマイナープロテアーゼ遺伝子を破壊するなどして、宿主側

のプロテアーゼレベルを更に下げる試みを行い、 プロテアーゼ感受

性の産物に対しでも応用可能な系に変更し ていく事が期待される。

最後に菌体外ヌクレアーゼ遺伝子(9.旦)のクロ ーン化に成功し、そ

の構造を明らかにした。枯草菌の菌体外ヌクレアーゼ遺伝子がクロ

ーン化された例は今までなく、今回が初めての報告である。 bsn遺伝

子のプロモ ータ一 部位をnucl巴aseSl mappingの手法を 用いて同定し

たところ、その 35及びー10領域は aAおよび σE因子の認識するコン

センサス配列と弱い相同性を示した。 bsn遺伝子の発現は培主主が定常

状態に入ってから起こるので、 bsn遺伝子のプロモーター構造は σε

因子により認識されると恩われるが、 bsn遺伝子の発現が特殊な培地

条件でのみ観察されるので、何らかの誘導メカニズムが存在する事

が示唆される。今後は bsn遺伝子発現に必要な誘導基質の同定と変異

株の取得などを通じて、 このメカニズムを明らかにしていく事が望

まれる。

bsn遺伝子本体は、 N末端側にシグ ナル配列を有する 289アミノ酸

残基からなる ORFとして同定された。精製sSNのN末端アミノ酸配列

決定の結果から、 sSN蛋白は分泌された後、 プロテアーゼによってプ
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ロセシングされる事が示唆された。 またBSN蛋白の酵素学的諸性質を

調べたところ、 Mg2+を要求する RNaseである事が明らかとなった。 ま

たその切断位置は、 DNaseと同じように 3'ーリボース ー リン酸問であ

った。今後は BSNの性質を更に細かく調べ、 また X線結晶解析によっ

て立体構造を明らかにしていくと、 ヌクレア ーセに関する新しい情

報が得られるものと恩われる。また、 BSNをDNase型に変換する事も

可能ではないかと考えられる。

この様に本研究は枯草菌の菌体外セルラ ーゼとヌクレア ーゼ、並

びにその遺伝子に関して数多くの新しい知見 を もたらすことができ

た。 また今後前述のような点について更に検討を加えていく予定で

ある。
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