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学位論文内容の要旨

  inulinaseはフル’クトースの重合体であるイヌリンに作用してフルクトースまたはイヌロオ1Jゴ糖

を生成する加水分解酵素である。微生物および植物起源の多くの酵素カi報告されてきたが、詳細な

基質特異陸や生成した糖の還元基のアノマー型について十分に解明されていなかった。また、enb

缸dぬ蛤をコードする遺伝子を取得した例は報告されていなかった。本研究は、bdi11賦の反応機構

の解析と機お巨性オリゴ糖の生産を目的に、2種の琵r庇蠍聞属糸状菌の生産する餓mbdぬ覽および

弧b洫IIi―を精製し、これまで未解明であった酵素化学的特徴を詳細に検討した。さらに、イヌ

ロオリゴ糖製造に有用と考えられる弧b柵Ilina艶をコードするのNAおよび遺伝子をクローン化し、

塩基配列および遺伝子の構造を解析した。

1．P． trze:binslai由来exo-inulinaseの精製と酵素化〓謝勺解析

  P tzebinskri由来exo-inulinaseの精製法を確立してその譖｜生質を明らかにした。分子量はSDS-PAGE

およびゲルろ過クロマトグラフィーで87，000と推定され、至適pHは52、Ag十イオン、Hg2+イオンお

よびPCMBによって強く阻害された。本酵素はイヌリンをexo型に加水分解してフルクトースを生

成し単糖類にまで100％加水分解することを還元睹量およびTLCで確認した。また、イヌリンから

生成したフルクトースのアノマー型を13CNMR法を用いて解析し、生成したフルクトースのアノマ

ー型はp型を保持しており、p－フルクトピラノースおよびゼ‐フルクトフラノースはロ―フルクトフ

ラノースの変旋光の結果生じることが初めて明らかになった。

  さらに、イヌルン、ショ糖、イヌロオリゴ糖、フルクトオリゴ糖およびネオケストースに関す

る水解の速度パラメータを算出し、詳細に基質特異性を検討した。その結果、イヌリンとショ糖の

分解速度比カ湛質濃度によって大きく変化し、高基質濃度下ではショ糖はイヌリンとほぼ1司じ逓唆

(106％）で加水分解されるものの、低基質濃度下ではイヌリンの約0.％の速度で加水分解される

ことが明らかとなった。三糖～五糖のイヌロオリゴ糖に比ベ二糖（イヌロビオース）は加水分解さ

れにくいことおよびショ糖の水解は特殊であり他のオリゴ糖とは異なることが明らかとなった。そ

して、本酵素のサブサイト親和カおよび真の加水分解速度定数を求めたところ、サブサイト理論が

ーbnめ撹にも適用できることが初めて明らかとなり、それにより基質特異性を矛盾なく説明でき

た。一方、これまで報告のなかった触媒反応の中心残基となる必須活性解離基について、pK値、

△堪値および20％メタノール添加反応系におけるpK値の変動から、2つのカルボキシル基と推定

され、従来、報告されていたSH酵素であるとの説が修正された。

2． P.pnpurogaunn由来endo-inulinaseの精製と酵素fビ詞的解析
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  P・ pLnpumgenum由来en＆汕11111in織の精製法を確立してその諸性質を明らかにした。分子量はS匸S

P（（迅およびゲルろ過ク口マトグラフィーのいずれの方法でも54’∞、中性糖含量（l11％）、およ

びアミノ糖含量（0．7％）、さらにめ′（斑da艶処理による糖鎖除去試験から、単糖類換算で約6残基

のアスパラギン結合型糖鎖（分子量約1，000）を持つ糖夕ンパク質であることを明らかにした。

至適 叫は511であ り、Cやイオン、トザイオンおよびPCMBによって強く阻害された。

  本酵素のイヌリンに対する分解限度は、フルクトース換算で分解率約加％であった。一方、シ

ヨ糖を用いた場合では、反応粥時間後での分解率は0．81％であった。また、レバンおよびラフィ

ノースには全く作用しなかった。イヌリンおよびフルクトオリゴ糖に対する作用を経時的に調ベ、

イヌリンからは三糖～五糖のイヌロオリゴ糖が蓄積し、四糖以下のオリゴ糖にはほとんど作用しな

いことがわかった。また、1℃・NM眼法を用いてイヌリンおよび（iF。から生成したオリゴ糖の還元末

端フルクトースのアノマー型について解析したところ、ー疏dめ職の場合と同様に、いずれの基質

を用いても生成オリゴ糖の還元末端フルクトースのアノマー型はロ型を保持していることがわかっ

た。

  イヌリンおよびフルクトオリゴ糖について詳細に基質特異性を検討したところ、各速度パラメー

タは基質重合度に依存して大きく変化すること、島値はフルクトース残基の重合度7以上でほば一

定となることなどから、飢凵nllina鷺が少なくとも7個のサブサイトを持っていると推定された。

讎Hnllin撹についても必須活性解離基を調ベ、exひbll襾撹と同様に2つのカルボキシル基であるこ

とが推定された。

3． P.plnpurogenwn由来endo-inulinaseのをコー―ドするcDNAおよび甑子の単離と解析

  P pnpnog帥珊由来endo-inulinaseの部分分解ペプチドのアミノ酸配列解析を行い、N末端アミノ酸

配列を含む、全アミノ酸残基の約35％を決定した。

  enHnllim鷺をコードする4個のめNAクローンの単離に初めて成功した。その塩基配列を解析し

たところ、25アミノ酸残基のシグナルペプチドと、490アミノ酸残基の成熟夕ンパク質をコードし

ていることが明らかにされた。前駆体夕ンノくク質および成熟夕ンノヾク質の分子量はそれぞれ55520

および52906と計算され、成熟夕ンパクの分子量から算出された糖鎖除去後の分子量53．∞とよく

一致した。

  推定アミァ′酸配列の相厨闇災索の結果、B．虹艦由来帥an纖と汐％の相阿陸を示した。また、S

田噺蛾℃由来mm撹およびK脚x鯒6由来ー硫llぬ鷺に対してそれぞれ29％および勿％の相同性を

示した。また、め竹tase遺伝子において触媒残基を含むとされているロ面政面（ぬモチーフ領域は完

全に保存されていた。さらに、もうーつの触媒残基と考えられるBCP配列は本酵素におぃても

B巾としてほば完全に保存されておりau43とaぬ3が触鸚晰凋に直接関与するアミノ酸残基であ

ると考えられた。この結果は、2つのカルボキシル基カ泌須活性解離基であるとする反応速度論実

験の結果に一致した。さらに、高重合度フルクタンに作用する酵素にのみ存在するとされる

＆弧ポ配列も100％保存されていた。総合的に判断して、ファミリー32の蜘lhy血Dl雛では、触

媒作用を持つN末端側部分のDNAセグメントが共通の祖先から進化したとする説を支持する結果

を得られた。

  また、m崩nllぬ鷺をコードするゲノミック聊岨クローンの単離に初めて成功した。このendm

硫dぬse遺伝子（刪UA冫の塩基配列を解析したところ、WUA遺伝子はP．p甲m卿mのゲノム上に

シングルコピーで存在すること、WUA遺伝子中に介在配列は認められなぃこと、およびTATAbox

やターミネーターと推定される配歹lJカ瀧認された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

PenicilliZt71/l属糸状菌の生産する

exo―inulinaseおよびendo-inulinase

本論文は、．図4銀表15、引用文献203を含み、6章からなる総頁177の和文論文であ

る。別に参考論文29編が添えられている。

  inulinaseはフルクトースの重合体であるイヌリンに作用してフルクトースまたはイヌ

口オリゴ糖を生成する加水分解酵素である。微生物および植物起源の多くの酵素が報告さ
れてきたが、詳細な基質特異性や生成した糖の還元基のアノマー型について十分に解明さ
れていなかった。また、endo-inulinaseをコードする遺伝子を取得した例は報告されて

いなかった。本研究は、inulinaseの反応機構の解析と機能性オリゴ糖の生産を目的に、2
種のPenf（拙L伽属糸状菌の生産する瞬dn．uHnaSeおよびend01n出naSeを精製し、こ
れまで未解明であった酵素化学的特徴を詳細に検討した。さらに、イヌ口オリゴ糖製造に
有用と考えられるendくHnu］inaseをコードするcDNAおよび遺伝子をクローン化し、塩

基配列および遺伝子の構造を解析した。

1．P． ttzebinsku由来exo-inuhnaseの精製と酵素化学的解析

  P． ttzebins艫由来髑Hn1】］inaSeの精製法を確立してその諸性質を明らかにした。分子

量はSDS一騨GEおよびゲルろ過ク口マトグラフイーで87，OOOと推定され、至適pHは

5．2、金属イオン等より強く阻害された。イヌリンをexo型に加水分解してフルクトース

を生成し単糖類にまで100％加水分解することを確認した。生成するフルクトースのアノ
マ一型を1℃小Mミ法を用いて解析し、アノマー保持型酵素であることを初めて明らかに

した。

  さらに、イヌリン、ショ糖、イヌ口オリゴ糖、フルクトオリゴ糖およびネオケストース
に関する水解の速度バラヌータを算出し、詳細に基質特異性を検討した。そして、本酵素

のサブサイト親和カおよび真の加水分解速度定数を求めたところ、サブサイト理論が

髑コlinu］inaSeにも適用できることが初めて明らかとなり、それにより基質特異性を矛盾
なく説明できた。一方、これまで報告のなかった触媒反応の中心残基となる必須活性解離

基について、p延値、△He値および20％メタノール添加反応系におけるp疋値の変動か
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ら、2つのカルポキシル基と推定され、従来、報告されていたSH酵素であるとの説が修

正された。

2． P．  purpurogenum由 来 en］ O－ in1］ ］ inaseの 精 製 と 酵 素 化 学 的解 析

  P．p啣L此魯印L伽由来餌ふHn1血旧seの精製法を確立してその諸性質を明らかにした。

分子量はSDSl伜GEおよびゲルろ過ク口マトグラフイーのいずれの方法でも54，000、中

性糖含量（111％）、およびアミノ糖含量（0．7％）、さらにgb′ぬidaSe処理による糖鎖

除去試験から、単糖類換算で約6残基のアスバラギン結合型糖鎖（分子量約1，000）を

持 つ 糖 夕 ン パ ク 質 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 至 適 pHは 5． 1で っ た 。

  本酵素のイヌリンに対する分解限度は約40％であった。一方、レバンおよびラフィノ

ースには全く作用しなかった。イヌリンおよびフルクトオリゴ糖に対する作用を経時的に

調ベ、イヌリンからは三糖～五糖のイヌロオリゴ糖が蓄積し、四糖以下のオリゴ糖にはほ

とんど作用しないことがわかった。また、1℃小Mミ法を用いて遊離する還元末端フルク

トースのアノマー型について解析したところ、母型を保持していることがわかった。

  イヌリンおよびフルクトオルゴ糖について詳細に基質特異性を検討したところ、各速度

パラメータは基質重合度に依存して大きく変化すること、島値はフルクトース残基の重

合度7以上でほぼ一定となることなどから、endoイnu］inaseが少なくとも7個のサブサ

イトを持っていると推定された。en〔icrim］］inaSeについても必須活性解離基を調べ、

eXD― in1］ HnaSeと 同 様 に 2つ の カ ルボ キ シ ル 基 で あ るこ とが推 定さ れた 。

3．P． pLupurQgenum由来eni一n山naSeのをコードするcDNAおよび遺伝子の単離と

解析

  P・p乙口pぼ匸櫓琶num由来en（ioイnuHnaSeの部分分解ベプチドのアミノ酸配列解析を行い、

N末端アミノ酸配列を含む、全アミノ酸残基の約35％を決定した。

  endくHm血1aSeをコードする4個のcDNAク口ーンの単離に初めて成功した。その塩

基配列を解析したところ、25アミノ酸残基のシグナルベプチドと、490アミノ酸残基の

成熟夕ンパク質をコードしていることが明らかにされた。前駆体夕ンバク質および成熟夕

ンバク質の分子量はそれぞれ55，520および52，906と計算され、成熟夕ンノヾクの分子量か

ら算出された糖鎖除去後の分子量53，000とよく一致した。

  推定アミノ酸配列の相同´陸検索の結果、inヽ 讎ase遺伝子において触媒残基を含むとさ

れているB―向］cにsidaseモチーフ領域は完全に保存されていた。総合的に判断して、フ

ァミリー32の曲】ばW］恥′dr01aSeでは、触媒作用を持つN末端側部分のDNAセグメン

卜が共通の祖先から進化したとする説を支持する結果を得られた。

  また、en（io－in1］］inaseをコードするゲノミックDNAク口ーンの単離に初めて成功した。

このendo―in．u］inase遺伝子（刷U鋤の塩基配列を解析したところ、WUA遺伝子はP・

puやu瑠em伽のゲノム上にシングルコピーで存在すること、刷UA遺伝子中に介在配

列は認められないこと、およびm虹、Ak）xやターミネーターと推定される配列が確認さ

れた。

  以上のように本研究は、exo型およびendo型inulinaseの各種酵素学的特性を明らか

にし、また、後者に関しては初めて遺伝子配列を明らかにした。これらの成果はフラクト

ースからなる多糖やオリゴ糖の加水分解反応のモデルを提示するのみならず、分解物の工
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業的利用への道を拓くものであり、学術的にもかつ産業的にも大いに価値あるものと判断

される。

  よって審査員一同は、小野寺秀一が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有する
と認めた。


