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論　　文　　の　　要　　旨

　マノレトテトラオース（G。）は4分子のグルコースがα一1，堪で直鎖状に結合しているオリゴ糖であ

る。G。を含むマルトオリゴ糖は低甘度で粘度が高くヨ優れた吸保湿性をもつので，食晶及び製薬の

用途に利用されつっある。従来事マルトオリゴ糖は澱粉を酸あるいはα一アミラーゼで水解して得ら

れる水飴からクロマトグラフィーにより精製されていたが雪近年発見されたマルトオリゴ糖生成ア

ミラーゼを利用することにより高純度のマルトオリゴ糖をより簡単な方法で大量に精製することが

可能になりつつある。

　本研究はラマルトオリゴ糖生成アミ’ラーゼ（G、酵素）を産生するハg〃o舳伽∫∫α06肋ゆ棚αを

用いてヨまずG、酵素遺伝子（㎜ta）のクローン化とその全塩基配列を決定し事ついでクローン化し

た遺伝子を大腸菌で発現させてヨ組換え型酵素と野生型酵素の静性質を比較検討しラさらにG、酵素

の構造との相関について検討している。

　まずラP∫肌肋κo助肋IAM150盗から染色体DNAを抽出し争それを制限酵素S伽3〃で部分分

解し、得られたDNA片をλファージL47DNAのβ㈱兄rs虻eに連結して組換えファージを作製し

た。澱粉分解活性を指標として事2つの陽性クローンλGF101とλGFl02を選抜した。薄層クロマト

グラフィーで分析した結果争この2つのクローンからの酵素による澱粉分解産物はG。であった。

λGF五02からmtaを含む3．1kbp断片をプラスミドにサブクローン化しラ発現した酵素がG。酵素抗体

ξ特異的に反応することをWestem　blotにより確認した。サブクローンpGF11中の2．3kbp　Xろ〃
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断片をプローブとしてSouthem　b1otを行いラこの断片がP∫鮒肋ゆ肋Zαから由来することを確認

した。以上の結果から事mtaは大腸菌にクローン化されたことがわかった。この遺伝子を含む3．1kbp

のクローン化した断片の塩基配列を決定した。塩基配列からG。酵素は551個のアミノ酸から成りラ分

子量が59，987と計算された。野生型酵素のN末端アミノ酸は22残基目から始まっており事その前部

はシグナルペプチドであると推定された。推定したG。酵素のアミノ酸配列を他のアミラーゼのアミ

ノ酸配列と比較したところ，酵素活性に関する4づの共通構造領域がG在酵素にも存在していた。ま

たヨ本酵素活性はヨ遺伝子断片のベクター申での向きや5」肱nki狐gregi㎝の長さにかかわらず大

腸菌クローンから検出されており、この発現はmtaプロモーターによるものと考えられる。

　組換え型酵素の大腸菌の局在を調べた結果ラ酵素の約90％がペリプラズムに存在していた。その

酵素のN末端アミノ酸ラアミノ酸組成里分子量などは野生型酵素の結果とよく一致していた。

　大腸菌で発現させたG。酵素をV8プロテアーゼで部分分解した後菅反応生成物をSDS－PAGEで

分離し。アミラーゼ活性染色を行った。得られた数本の活性バンドより酵素を抽出しヨ澱粉と反応

させたところ生成物はいずれの画分もG。であった。ただしラ42kDa以下のバンド相当の酵素活性は

著しく低かった。43畑a酵素のN末アミノ酸配列は、野生型酵素の配列と同一であった。したがってヲ

43kDa酵素のC末側の約1kDaの部分は酵素活性の強さに関与していることを示唆している。

　ついで冒G。酵素のC末端側の機能を調べるために雪対応する遺伝子塩基を欠失させたクローンを

作成した。C末端から14害20ラ76冨および104個のアミノ酸残基を欠失した変異体からは事Westem

b且otと活性染色に陽性を示す46kDaのタンバク質が得られた。しかし事151ヨ233および295個のアミ

ノ酸残基を欠失したクローンからはG。酵素活性をもつタンパク質は検出されなかった。4つの変異

体で発現した46kDaタンパク質と野生型酵素（56kDa）を比較検討したところ，比活性事温度安定性言

澱粉分解産物ヨN末端アミノ酸配列などはほぼ同じであったが事生澱粉への吸着能が大きく異なっ

ていた。欠失した約10kDaのC末端側ペプチドは生澱粉吸着に関与するドメインを含んでいること

が示唆された。またC末端の14残基以上を欠失した4つの変異体タンパク質が事いずれも蝸kDaタン

パク質であることからヨこの14残基のペプチドは蝸kDaタンパク質になるプロセシングを妨げる役

割をもつことが推測された。

　さらに菅C末端から捌残基以上を欠失したタンパク質がアミラーゼ活性を示さないことから寄こ

の領域の機能を調べるために事C末端より216－152雪2！8－133および220－130番相当のアミノ酸残

基を欠損した変異タンパク質を作出した。いずれもG。酵素活性は認められず事分子量も23～30k肱

と小さかった。G。酵素はC末端より152－216残基間を欠失することによって不安定な状態となりラ

分子量の減少や不活性化を誘起することが推測された。

審　　査　　の　　要　　旨

本研究はラP∫αoo肋70助肋由来のマルトオリゴ糖生成アミラーゼの遺伝子を大腸菌にクローニン

グしヨその発現に成功している。大腸菌で発現した酵素が野生型酵素と同じであることヨ反応生成
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物特異性ヨ活性の強度ヨ生澱粉吸着能などに関与する領域を明らかにしたことは、独創性のある研

究として高く評価できる。また冒マルトオリゴ糖を大量に生産することに道を拓いたものとして里

醸酵工業、食晶工業への貢献が大である。

　よって害著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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