
　　　　　　窮’2章禽θσdoa／1θ〆o’ηoηa5sp．No．272株由来

　　　　　　　　　　菌体外アルギン酸リアーゼの精製と性状

緒言

　アルギン酸リアーゼの研究は古くよりなされているが、その研究報告例は極め

て少ないのが現状である。当研究室においても、Muramatsuε’o乙は、サザエの中

腸腺からPM　Lyaseを抽出し、EDTAを全ての緩衝液系に添加し、硫安塩析、SP－

Sephadex　C－50陽イオン交換クロマトグラフィー、Sephadex　G－50ゲル濾過により

精製を行っている2生35β6）。また、Takeshitaε厩乙は海洋細菌レ∫わ7∫o　sp．由来PGLyase

についてZobell2216E培地による大量培養後、培養上清の硫安塩析、DEAE－

Cellulofine陰イオン交換クロマトグラフィー、Cellulofine　GCL1000mゲル濾過、

Butyl　Cellulofine疎水クロマトグラフィーを経て精製を行っている47）。PG、PMの

両基質に特異的な酵素については、発見そのものは最近のことであり、研究例は数

少ない。その精製法を確立し、単一酵素について性質を調べることは本酵素の構造

機能を明らかにするうえでたいへん興味のあることである。

　アルギン酸リアーゼの研究は様々な生物起源のものについてなされている。本

章で明らかとするが、本酵素はPG、PMの両基質に活性を有する。本酵素以外に

同じ基質特異性を有するアルギン酸リアーゼについての研究がSawabeα謡によ

ってなされており1亀60細63）、その酵素化学的諸性質についてみると、SDS－PAGEによ

る分子量推定は32k、等電点4．7、至適pH7，5、最適温度300Cであった。MnCl2、

BaCl2の添加で活性が上昇し、EDTA、ZnSO4、CdCl2の添加で活性が低下する。金

属イオンの影響は、精製の際にも非常に重要である。先にも述べたが、Mummatsuε∫

尻がサザエの中腸腺よりPM　Lyaseを単離精製した際、EDTAが常時存在しなけ

れば失活してしまうことを見出している35）。また、Miyazakiε∫謡は、海洋細菌

．P5ε屈o〃30nα5sp．F6株PGLyaseがカルシウムイオンによって活性が大きく上昇す

ることを明らかとしている82）。

　今回、長崎県大村湾の海底泥よりアルギン酸リアーゼを産生する細菌をスクリー

ニングした結果、No．272株が他と比較して生育率が高く、かつアルギン酸リアー
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ゼ活性が非常に高い酵素を産生する細菌であることが認められた。本菌の同定を日

本食品分析センターに依託し同定し、さらに、本菌の培養条件を検討したところ、

Davisの改良培地で250c、48時問培養することで菌体外にアルギン酸リアーゼを

最も効率良く産生することが分かった。

　そこで本章ではこれらの研究結果について、第1節でNo．272株細菌の種の同

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヤ定、同菌由来アルギン酸リアーゼの精製、第2節で本酵素の酵素化学的諸性質を

記述するとともに、基質の円偏光二色性（CD）スペクトル変化を調べることで、

基質特異性を明確にした。
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第1節菌同定と酵素の精製

実験材料

　アルギン酸ナトリウム（cps1000）はナカライテスク社製を用いた。濾過海水は

長崎大学海洋資源教育研究センターより提供していただいた。硫酸アンモニウムは

シグマ社、透析膜は三光純薬品社、限外濾過膜はAdvantcc社より購入した。

DEAE－CcllulofineA－500は生化学工業社、SephadexG・75superfineはPharmacia社

のものを使用した。

実験方法

1．酵素活性の測定法

　アルギン酸リアーゼ活性は、Rapid法で測定した34）。o．2％のアルギン酸ナトリ

ウムを含む0．1M　S¢rensen’s　glycine　II（0．1Mglycine、0．1MNaC1）緩衝液（pH8．0）

2．O　mlを300Cで10分間予めインキュベートしておき、この基質溶液に酵素溶

液0．2mlを添加して、2分間反応を行った。活性の定義は、便宜的には235nmに

おける吸光度が1分間に0．1増加する酵素量を1単位（unit）としたが、必要に応

じて反応産物μmol／minに換算した（P84参照）。酵素の比活性は、タンパク質1mg

当たりの活性（units／mg）で表した。

2．タンパク質量の測定法

　タンパク質量は、Cytoskelcton社製のAdvanced　ProteinAssay　Reagentを使用し

た。標準タンパク質として牛血清アルブミンを用いた。通常の精製過程においては、

タンパク質溶液の280nmにおける吸光度を測定し便宜的にタンパク質量とした。

また、200Cで本酵素の1％溶液のA28。は4．9であった。

3・僧θ”σoa1’θ〆oノηoηassp．の培養

　Zobell2216E培地で前培養を行い、その後Davisの改良培地で本培養を行った。

前培養は4本の100－m1容の三角フラスコを用いて50mlの培地に接種し、25・C、

24時問、回転培養（150rpm）した。その後の本培養は10－L容のジャーファーメ

ンター（丸菱バイオエンジン社製）を用いて8Lの培地に前培養液の全量を接種し

て25。C、48時間、撹搾通気培養を行った。培地の組成をTablc1、Table2にそれ
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ぞれ示す。

TaUe1．lngredients　ofZobe112216E　Culture　Modium　for　Precult皿e

Sodium　alginate

NaCl

KCl

MgSO4
MgCl2

KH2PO4
Ycast　extracts

Pol　e　ton

0．2％

3％

0．07％

0．26％

0．5％

0．01％

0．1％

0．5％

Each　regent　was　in　l　L　of　H20at　pH7．5．

Table2．Ingredients　ofDavis　Culture　Medium　for」Psεμ40α1孟ε70加onα5sp．

Sodium　alginate

K2HPO4
KH2PO4
（NH4）2SO4

Na　C　H　O

0．2％

0．7％

0．2％

0．1％

0．05％

Each　regent　was　in　l　L　of　seawater　at　pH7．0．

4．酵素の精製

　培養液を遠心分離（10，000x　g、25min）により培養上清と沈殿物に分離した。す

べての操作を低温室（40C）で行った。

　得られた上清について80％飽和硫安塩析を行った。析出したタンパク質を遠心

分離（10，000x　g、90min）により回収し、粗酵素として以下の方法に従い精製を行

った・粗酵素溶液をよく分散し、0．1MNaClを含む10mMリン酸緩衝液（pH7．0）

に対して透析を行った。透析外液は7回取り換えた。

4、1D巳へE－Ce”ulofine（陰イオン交換体）を担体としたバッチ法

　得られた粗酵素溶液は、粘性が非常に高く直接カラムに供することができなかっ

たので、DEAE－Cellulofineによるバッチを行った。予め緩衝化したイオン交換体
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に透析した粗酵素液を加え撹搾し、ゲルに十分に吸着させた。その後、グラスフィ

ルターに流し込み、同緩衝液で來雑タンパク質がなくなるまで、洗浄した。次に、

1．O　M　NaClを含む10mMリン酸緩衝液（pH7，0）で活性画分を溶出した。1回に

つき、200mlで溶出し、活性がなくなるまでこの操作を繰り返した。ここで得ら

れた活性画分を限外濾過装置（Amicon社製、限外濾過膜：Advantec社製UK－10

M．W10，000）にて濃縮を行った。濃縮後、多くの不溶性タンパク質が生じたが、こ

の不溶性タンパク質も除くことなく可溶性タンパク質と一緒に透析した。透析の条

件は上述と同じであった。

422nd　D巳へE・Ce”uIofineによる陰イオン交換クロマトグラフィー一

　〇．1MNaClを含む10mMリン酸緩衝液（pH7．0）で緩衝化したDEAE－Cellulofine

カラム（15x45cm）に酵素液（59ml）をかけ、カラムを同緩衝液で洗浄後、NaClの

濃度勾配法（0．1－0．6M）により、ゲルに吸着したタンパク質を溶出させた。流速0．3

ml／minで流した。得られた画分を前記同様、限外濾過にて濃縮を行った。

4．3Sephadex　G－75superfineによるゲル濾過

　0・1M　NaClを含む10mMリン酸緩衝液（pH7．0）で緩衝化したSephadex　G－75

superfineカラム（25x95cm）に酵素液（5ml）を供した。流速0．2ml／minであっ

た。得られた画分を限外濾過で濃縮を行った。

5．電気泳動

　ポリアクリルアミドゲル電気泳動（Nomal　PAGE）はDavisの方法83）に、SDS一

ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）はLaemmliの方法84）に従った。

ゲルは市販（PAGELAE－6000アトー社製、12．5％ゲル濃度）のものを用い、平板

を用いたスラブ法で行った。ゲルの染色は、クマシーブリリアントブルー（R－250）

を用いて行った。SDS－PAGEの際の分子量測定用の標準タンパク質には、Phamacia

社製の分子量マーカー（ホスホリラーゼB（分子量94，000）、牛血清アルブミン

（67，000）・卵白アルブミン（43，000）、カルボニックアンヒドラーゼB（30，000）、ト

リプシンインヒビター（20，100）、α一ラクトアルブミン（14，400））を用いた。

一14一



結果および考繋

1．細菌の同定

　長崎県大村湾の海底泥より単離した細菌No．272株の同定を日本食晶分析セン

ターに依頼した。本菌の顕微鏡像をFig，薫に、検査結果をT＆ble3に示す嬢一検査の

結果、本菌株はP56躍0魔漉70醒on硲（旧名オ漉ro襯0灘5）属細菌の一種と同定された。

本菌は滋．h廓！ρ卿融廊や滋．伽c180襯に比較的近い性状を示したが、いずれの菌種

とも性状が完全には轟致せず、種の確定には至らなかった．

職窪．L　Elect望on　Micrograph　ofSt撒inNo．2721solatod　from　Se農Mud⑪fOmu臓Bay．

The　bar驚preso磁s10μm、
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Table3．Characteristics　ofthe　Isolated　Strain　No．272from　Sea　Mud　ofOmura　Bay

Shape

Gram　stain

Sporc

Mobility

Flagella

Aembic　growth

Oxidase

Catalase

OF　test

PHB　accumulation
β一hydro）【ybutyric　acid

Growth　on　NaCl　medium

Lipase

Gelatin　liquefaction

Glucose

Galactose

Fructose

Sucrose

Maltose

Cellobiose

Melibiose

Succinate

Fumarate

Citrate

L－Threonine

Methanol

Growth　at　40C

　　　　　　　300C

　　　　　　　400C

Nitrate　reduction

N2・gas

Hydrolysis　of　starch

GC　content（mol％）

Quinone

（0％）

（1％）

Sea　water

Rods　a）

＋
’
＋
＋
＋
0

十
十
十
十
十
十
十
十

十

十

十

十

41b）

Q－8

a），see　Fig・1；b），based　on　HPLC；＋，positive；一，negative．
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2．アルギン酸リアーゼの精製

　Davisの改良培地で大量培養（約120L）をし、培養液中の酵素タンパク質を硫

安塩析により回収し、DEAE－Cellulofineを担体とするバッチ法、同担体でのカラ

ムクロマト、Sephadex　G－75superfineによるゲル濾過により本酵素を精製した。

DEAE－CcllulofineとSephadcx　G－75superfineによるカラムクロマトグラフィーを

Fig．2とFig．3にそれぞれ示す。また、本酵素の精製の一例の要約をTable4に、

示す。最終精製段階において本酵素は、およそ34％の回収率で135．3倍にまで

精製され、比活性1122．8units／mgであった。精製酵素の純度検定をポリアクリル

アミドゲル電気泳動法により行った結果、Fig．4に示すようにSDS存在、非存在

下において単一のバンドが得られ、高度に精製されていることがわかった。このよ

うにして精製された酵素を用いて以後の実験を行った。

Table4．　Summary　of　P皿ification　ofAlginate　Lyase　from　Psεμ40α1∫ε10胴onα5sp．Strain

No．272

Procedure Total　protein　Specific　activity　Total　activity　Yield　Purification

　　m　　　　　　units／m　　　　　　units　　　％　　　　fold

Ammonium　sulfate
（0－80％）

Batch　o皿

DEAE－Cellulofine

2nd　DEAE－Cellulofine

Se　hadex　G－75SF

1266．9

180．8

月
ノ
《
∠

月
！
3

8．3

73．0

560．6

1122．8

10477

13200

月
ノ
3

1
n
ソ

3
《
44
3

100

126

1
4
4
3

1．0

8．8

67．5

135．3

One　unit　of　thc　activity　was　routinely　determined　as　an　increase　of　O，100in　absorbance　at

235nm　per　min．
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Fig．2．　2nd　DEAE－Cellulofine　Column　Chromatography　of　Alginate　Lyase　from

P5εμ40α〃εro〃20nα5sp．Strain　No．272．

Crude　enzyme　was　put　on　DEAE－Cellulofine　column（1．5x45cm）．The　column　was

washed　with10mM　phosphate　buffer，pH7．0，containing　O．1M　NaCl，and　eluted　with　an

NaClgradientfromO．1MtoO．6M．

一18一



0.6 

~ 
0.5 

'-' 0.4 

~ 

o coc~l 0.3 

~ c~l 

8~: 0.2 

c~' 

~)h 

~ 0.1 

< 
O 

~~ 

1 20 

1 OO 

80 

60 

40 

20 

O 

f¥ 
~ 

¥j 
'~ 
~ 
,-F: 
:' 

~l 
~~ 
,~ > 
,~ ~; 

< 

O 50 100 150 Tube No. ( 2.5ml ) 

200 

Fig. 3. Gel Filtration of Alginate Lyase from Pseudoalteromonas sp. Strain No. 

Sephadex G-75 superfine. 

Crude enzyme was put on Sephadex G-75 superfine column (2.5 x 95 cm). The 

buffer was 10 mM phosphate buffer, pH 7.0, containing 0.1 M NaCl. 
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