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    Alkalophilic Bacillus sp．HN/100127

（アルカリBacillus sp.HM00127由来Q-Glucosidaseに関する研究）

学位論文内容の要旨

    a―グルコシダー・ゼ[EC 3.2.1.20，a－D－glucoside glucohydrolase］は、

ゼ―グルコシド結合をもつ種々の基質に作用し、非還元末端からa－グルコース

を遊離する典型的なェキソ型酵素である。Henrrisatのグリコシドヒド口ラー

ゼ の 分 類 に し た が う と 、 family13と family31に 分 け ら れ る 。

    この酵素は、微生物、植物、動物のいずれにも広く存在し、基質特異性が

広いのが特徴である。一般に、a―グルコシダーゼはまた酸性aーグルコシダー

ゼ（至適pH4～5）と中性d－グルコシダーゼ（至適pH6～7）に2大別するこ

とも可能である。植物のaーグルコシダーゼは酸性域に至適をもち、動物や微

生物の酵素は両者で作用することが知られている。それぞれにおける活性発現

のための必須解離基の同定が速度論的方法や特異的化学修飾法、部位特異的変

    一

異法などで調べられている。

  今日、アルカリ領域で作用する種々の加水分解酵素が報告され、各種の洗

剤などにおいてそれらが利用されている。しかし、アルカリ側において高しゝ活

性を示すaーグルコシダーゼの報告やその利用はまだない。本研究では、アル

カル培地で生育するBac田ussp．HM00127菌株の産生するa一グルコシダー

ゼについて、電気泳動レベルで単一に精製しその各種酵素化学的性質を調べた。

  グラム陽性の鞭毛をもつ好気性桿菌Bac田ussp．HM00127は研究室で分

離されたものを用いた。30℃における培養の最適pHは9．65であった。培養

液から、硫安分画、DB气E―SepharoSeCL一6B、Bio―HI、P（Hydroxylapatite）、

Bio―GelP―100の各ク口マトグラフイー、調製用電気泳動、Mono－Q（FPI℃）を

経て、単一にび―グルコシダーゼ精製した。ケニト口フウニルa－グルコシド

（ロ吋PG）の水解でみた精製度および回収率は、125（pH8．3）～149（pH6．4）

  倍、17．3（pH8．3）～20．6％（pH6．4）であった。SDSー電気泳動法による

分子量は63，oooであった。  ―171―



  pNPGとマルトースを用いて幾っかの性質を調べた。pNPGを基質とした場

合、6.4と8.3で作用至適のピークが見られ、至適温度は43℃、pHに関して

は5.5-- 9.0の範囲で、温度については40℃まで安定であった。一方、マルト

ースを基質とした場合には、至適pHは6.4、至適温度は43℃、pHに関して

は5.5～7.7の範囲で、温度については43℃まで安定であった。各種の金属イ

オン、EDTA、ぴIT、PMSFなどによる両基質に対する加水分解作用の影響も

調べた。Fe2゙ やZn2゙ は両基質の水解反応を強く阻害した。EぴI、AとPMSFは

pNPGの水解を、DTTはマルトースの水解反応を特に阻害した。a―グルコシ

ダーゼのDNPG（pH8．3）、マルトース（pH6．4）およびイソマルトース（pH6．4）

に対する速度パラメーターは、Kmがそれぞれ0．34mM、11．8mM、4．lmM、

mlaxはそれぞれ39．6いmole/mg/min、115umole/mg/min、

71．1叫1101e/mg/minであった。pI吋PGの加水分解におけるマルトースの存在

の影響を調べた。PH6．4ではマルトースの濃度に比例して阻害が大きかった

が、pH8．3ではほとんど阻害が認められなかった。このことはpH6．4とpH8．3

におけるロqPGの水解の様式が異なることを示唆している。PH6．4における

阻害様式は典型的な拮抗型であった。30mMのスクロース、ツラノース、ト

リスなどの存在下におけるpINPG水解活性を調べた。いずれの場合にもpH6．4

の活性はほとんど影響を受けず、pH8．3の水解活性のみが影響を受けた。

  以上をまとめると、アルカリBac田ussp．HM00127菌株より、中性および

アルカリ性でロ吋PG加水分解活性を示すa―グルコシダーゼを単一に精製した。

これまでに報告のあるa―グルコシダーゼでは最もアルカリ側で作用至適pH

を示した。中性領域（pH6．4）では、マルトースやイソマルトースにも水解作

用を示した。アルカリ領域（pH8．3）における活性は、スク口ース、ツラノー

スおよびトリスなどで特徴的に阻害された。本酵素は、至適pH8．3の特徴か

ら、アルカリa－グルコシダーゼと呼ぶことができる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    Studies onQ-Glucosidase from

    Alkalophilic Bacillus sp．HM00127

（アルカリBacillus sp.HM00127由来n-Glucosidaseに関する研究）

  a-グルコシダーゼ【EC 3.2.1.20，a－D－glucoside glucohydrolase】は、a-グルコシ

ド結合をもつ種々‘の基質に作用し、非還元末端からa―グルコースを遊離する典

型的なエキソ型酵素である。Henrrisatのグリコシドヒドロラーゼの分類にしたが

うと、family 13とfamily 31に分けられ、前者はいわゆるa―アミラーゼファミリー

の一員として知られている。

  この酵素は、微生物、植物、動物のいずれにも広く存在し、基質特異性が広い

ことからこれに基づいて幾っかのグループに分けられる。また、a－グルコシダー

ゼは酸性a-4’ルコシダーゼ（至適pH 4-5）と中性a―グルコシダーゼ（至適pH

6-7)に2大別することも可能である。

  今日、アルカリ領域で作用する種々の加水分解酵素が報告され、各種の洗剤な

どにおいてそれらが利用されている。しかし、アルカル側において高い活性を示

すaーグルコシダーゼの報告やその利用はまだない。本研究では、アルカリ培地

で生育するBacillus sp. HM 00127菌株の産生するa－グルコシダーゼについて、

電気泳動レベルで単一に精製し、一般的性質のほか、速度論的基質特異性、各種

阻害剤による影響など、種々の酵素化学的性質を調べた。

  グラム陽性の鞭毛をもつ好気性桿菌Bacillus sp. HM 00127は研究室で分離され

たものを用いた。30℃における培養の最適pHは9.65であった。培養液から、硫

安分画、DEAE－Sepharose CL―6B、Bio―HTP (Hydroxylapatite)、Bio－GelP―100の各

クロマトグラフイー、調製用電気泳動およびMono－Q(FPLC)を経て、電気泳動

的に単一レベルにaーグルコシダーゼ精製した。p一二トロフェニルゼ―グルコシド

(pNPG）の水解でみた精製度および回収率は、125 (pl-B.3)～149 (pl~.4)倍、
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17.3  (pH 8.3）～20.6%  (pH 6.4)であった。SDSー電気泳動法による分子量は

63，000であった。

  pNPGとマルトースを用いて幾っかの性質を調べた。pNPGを基質とした場合、

614と8.3で作用至適のピークが見られ、至適温度は43℃、pHに関しては5.5～9.0－

の範囲で、温度については40℃まで安定であった。pH8.3のアルカリ領域で作用

最大を示すQ―グルコシダーゼの最初の発見である。マルトースを基質とした場

合には、至適pHは614、至適温度は43℃、pHに関しては5.5～7.7の範囲で、温度

については43℃まで安定であった。各種の金属イオン、EDTA、DTT、PMSFな

どによる両基質に対する加水分解作用の影響も調べた。Fe2十や2n2十は両基質の水

解反応を強く阻害した。EDTAとPMSFはpNPGの水解を、DTTはマルトースの水

解反応を特に阻害した。a－グルコシダーゼのpNPG (pH 8.3）、マル卜ース(pH

6.4)およびイソマルトース(pH 6.4)に対する速度バラメ一夕ーは、Kmがそれ

ぞれ0.34 mM、11.8 mM、4.1 mM、Vmaxはそれぞれ39.6 ymole/mg/min、14.6

ymole/mg/min、71ニ1F,unole/mg/minであった。pNPGの加水分解におけるマルトー
スの存在の影響を調べた。PH 6.4ではマルトースの濃度に比例して阻害が大き

かったが、pH 8.3ではほとんど阻害が認められなかった。このことはpH 6.4とpH

8.3におけるpNPGの水解の様式が異なることを示唆している。PH 6.4における

阻害様式は典型的な拮抗型であった。30 mMのスク口ース、ツラノース、トリ

スなどの存在下におけるpNPG水解活性を調べた。いずれの場合にもpH 6.4の活
性はほ とん ど影響 を受けず、pH 8.3の水解活性のみが影響を受けた。

  以上のように、アルカリBacillus sp. HM00127菌株より、中性およびァルカリ

性-Cp NPG加水分解活性を示すa－グルコシダーゼを単一に精製した。これまでに

報告のあるa―グルコシダーゼでは最もアルカリ側で作用至適pHを示した。中

性領域(pH 6.4)では、マルトースやイソマルトースにも水解作用を示した。ア

ルカリ領域(pH 8.3）における活性は、スク口ース、ツラノースおよびトリスな

どで特徴的に阻害された。本酵素は、至適pH 8.3の特徴から、アルカリa－グル

コシダーゼと呼ぶことができる。

  上記の成果は、aーグルコシダーゼの研究において画期的な進展をみせたもの

であり、学術的に高く評価され、また今後の工業的応用も期待されるものと言え

る。よって審査員一同は、王- (WangYi)が博士（農学）の学位を受ける

のに十分な資格を有するものと認めた。


