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Analysis of Genes and Properties of Alginate Lyases

    （アルギン酸リアーゼの性質と遺伝子の解析）

学位論文内容の要旨

  序論では、近年の世界的な人口増加によってもたらされる食糧危機を回避するた

めに、未利用/ヾ イオマス資源を有効に転換する方策が考慮されている。その1つの

方法として海洋開発があり、海藻に代表される海洋バイオマス資源を利用すること
が考えられている。褐藻類に分類される海藻の細胞間物質はアルギン酸であり、海

藻の有効利用にはアルギン酸の分解が不可欠である。アルギン酸はマンヌロン酸と

グルロン酸を構成糖とし高い粘性を示す酸性多糖である。さらに分解物であるアル

ギン酸オリゴマーは多くの動物・植物・微生物に対して様々な生理活性を有するこ

とからその利用も注目されている。

  アルギン酸分解酵素（アルギン酸リアーゼ）の研究例は他の糖質加水分解酵素に

比 べ て 非 常 に少 な く 、 構 造的 な 基 礎研 究は殆 ど行わ れて いない 。

  微生物の生産するアルギン酸分解酵素は、8種類の細菌から精製され、分子量、

基質特異性などの酵素学的な性質が調ぺられている。一方、アルギン酸リアーゼの

遺伝子の構造は13種類が知られている。ここでは上記のような研究の現状と問題点

を述べた。

  第1章では、アルギン酸分解酵素生産菌であるPseudomonas sp. OS-ALG-9株のア

ルギン酸分解酵素系が4種の酵素によって構成されていることを見いだした。今ま

でに本菌株からは1つの酵素(ALY）の性質及びそれをコードする遺伝子の構造が

明らかにされた。そこでALYI以外の酵素の性質や構造を明らかにするため、アルギ

ン酸リアーゼ（ALYII)をコードする遺伝子(alyH)のクローニングを行い、その

構造を明らかにした。アルギン酸リアーゼII遺伝子は1，239bpの塩基配列上に713ア

ミノ酸をコードしていた。本遺伝子から推定されるアミノ酸配列は、今まで明らか

にされているアルギン酸リアーゼのアミノ酸配列と全く相同性を示さなかった。

  第2章では、前章で述べたPseudomonas sp. OS-ALG-9株のアルギン酸リアーゼII

遺伝子をクローニングした大腸菌から本酵素(ALYII)を精製した。ALYIIは分子量



79kDaで、アルギン酸中のマンヌロン酸に優先的に作用するエンド型酵素であった。

さらに至適反応条件などの酵素学的性質を明らかにした。ALYIIと以前に調ぺられ

たマンヌロン酸に特異性を持つALYはアルギン酸をそれぞれ重合度6.3と8.2にまで

分解するが、両者を併用すると重合度3.2にまで分解した。両酵素ともマンヌロン酸

に 特異的 であ るが、 その 特異性 が微妙に異なっていることを示唆した。

  第3章では、アルギン酸を完全に単糖にまで分解することが可能となる酵素を得

るため、腐敗したコンブよルアルギン酸リアーゼ生産菌N-l株を分離し、分類学的

検討からDeleya marinaと同定した。本菌株は1種類のアルギン酸リアーゼしか生産

しない。次に本菌株のアルギン酸リアーゼをコードする遺伝子のクローニングを行

いその塩基配列を明らかにした。アルギン酸リアーゼA遺伝子は1,12 2bpの塩基配列

上に374アミノ酸をコードしていた。本遺伝子から予想される蛋白質のアミノ酸配

列と、精製酵素のM末端アミノ酸配列との比較から、本酵素iま26アミノ酸からなる

シグナルベプチドが切断されて成熟型の酵素になると考えられた。さらに本酵素の

アミノ酸配列はPseudomonas aeruginosa及びAzotobacter vinelandiiのアルギン酸リ

アーゼのアミノ酸配列と高い相同性を示した。また本遺伝子の上流及ぴ下流には、

他の遺伝子が連結して存在していた。

  第4章では、アルギン酸リアーゼのアミノ酸配列は、これまでの我々の3つのア

’レギン酸リアーゼ(ALY，ALYII，AlgA)を含め15種のものが知られているが、アミ

ノ酸配列のホモロジー検索程度しか行なわれていない。そこで、現在までに明らか

になっているアルギン酸リアーゼのアミノ酸配列を利用して、これらのアルギン酸

リアーゼの部分的な2次構造を反映した疎水性クラスター分析によって、構造的に

分類する手法で比較した。その結果、アルギン酸リアーゼは5つのクラスに分類す

ることカミできた。ClasslにはD．marinaのAlgAを含む3種類、Class2には2種類、

Class3にはALYを含む2種類、Class4には5種類のアルギン酸1Jアーゼがそれぞれ

含まれ、さらにClass4は3つのサブクラスに分けられ、Pseudomonas sp. OS-ALG-9

株のALY IIはその中のClass 4Cに分類された。VibrioカalioticoliのAlgVGIIIは上記ク

ラ ス の い ず れ に も 類 似 性 を 示 さ な い こ と か ら Class5に 分 類 さ れ た。

  総括では、以上の研究結果を要約するとともに、アルギン酸リアーゼの将来の利

用の可能性について論述した。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Analysis of Genes and Properties of Alginate Lyases

    （アルギン酸リアーゼの性質と遺伝子の解析）

  近年の世界的な人口増加によってもたらされる食糧危機を回避するために、未利用バイ

オマス資源を有効に転換する方策が考慮されている。その1つの方法として海洋開発があ

り、海藻に代表される海洋バイオマス資源を利用することが考えられている。褐藻類に分

類される海藻の細胞間物質はアルギン酸であり、海藻の有効利用にはアルギン酸の分解が

不可欠である。アルギン酸はマンヌロン酸とグルロン酸を構成糖とし高い粘性を示す酸性

多糖である。さらに分解物であるアルギン酸オリゴマーは多くの動物・植物・微生物に対

して様々な生理活性を有することからその利用も注目されているが、アルギン酸オリゴマー

を製造するために必須なアルギン酸分解酵素（アルギン酸リアーゼ）の研究例は非常に少

なく、構造的な基礎研究は殆ど行われていないのが現状である。本論分は、これらの背景

のもとにアルギン酸リアーゼの遺伝子構造及ぴ酵素の構造的分類に関する一連の研究成果

をまとめたものである。以下に各章の概要を示す。

  序論では、アルギン酸リアーゼ研究の背景、現状と問題点について論述し、アルギン酸

オリゴマーを製造するために必須なアルギン酸リアーゼの遺伝子構造及ぴ酵素学的性質を

解明し、さらに酵素の構造的分類体系を確立するなど本論文の目的について述べている。

  第1章では、アルギン酸分解酵素生産菌であるPseudomonas sp．OS-ALG-9株のアルギン

酸分解酵素系が数種の酵素から構成されている。今までに本菌株からは1つの酵素

(ALY)の性質及びそれをコードする遺伝子の構造が解明されたが、さらにこのALY以外

の酵素の性質や構造を明らかにするため、アルギン酸リアーゼ(AL YII）をコードする遺伝

子（alyll)のクローニングを行い、その構造を明らかにした。本遺伝子の推定されるアミ

ノ酸配列は、今まで知られているアルギン酸リアーゼのアミノ酸配列と全く相同性を示さ
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ない新規のアルギン酸リアーゼであることを明らかにした。

  第2章では、前章で述べたPseudomonas sp．OS-ALG-9株のアルギン酸リアーゼII遺伝子を

クローニングした大腸菌から本酵素(ALYII)を精製しその特異性を調べた。ALYIIは分子

量79kDaで、アルギン酸中のマンヌロン酸に優先的に作用するエンド型酵素で、ALYIIと以

前に調べられたマンヌロン酸に特異性をもつALYはアルギン酸をそれぞれ重合度6．3と8．2に

まで分解するが、両者を併用するとさらに重合度3．2にまで分解した。両酵素ともマンヌロ

ン 酸 に 特 異 的 で あ る が 、 そ の 特 異 性が 微 妙 に 異 な っ て い る と 示 唆し た 。

  第3章では、Pseudomonas sp. OS-ALG-9株の他の酵素の分離が困難のため、分解方式の

の異なったアルギン酸リアーゼを得るため、腐敗したコンブよりDeleya marina N-lを分離

同定した。本菌株のアルギン酸リアーゼをコードする遺伝子(algA)のクローニングを行い、

その塩基配列を明らかにし、さらに本遺伝子の推定アミノ酸配列はPseudomonas aeruginosa

及びAzotobacter vinelandiiのアルギン酸リアーゼのアミノ酸配列と高い相同性を示した。

  第4章では、アルギン酸リアーゼのアミノ酸配列は、本研究成果を含め15種知られてい

るが、その構造的な分類体系は確立していない。そこで、これらのアミノ酸配列を利用し

て、これらのアルギン酸リアーゼの部分的な2次構造を反映した疎水性クラスター分析に

よって構造的に分類する手法で比較した結果、アルギン酸リアーゼは5つのクラスに分類

できることを見いだし、AlgAはクラス1に、ALYはクラス3に、AL YIIはクラス4Cに分類

された。

  総括では、以上の研究結果を要約するとともに、アルギン酸リアーゼの将来の利用の可

能性について論述している。

  以上のように、本論文は細菌のアルギン酸リアーゼの遺伝子構造を明らかにし、アルギ

ン酸リアーゼを従来とは異なった新たな手法で構造的に分類する手法を確立した。これら

の研究成果は生物工学の分野の研究の進展に貢献するところ大なるものがある。

よって著者は、北海道大学博士（工学）の学位を授与される資格あるものと認める。


