Pseudoalteromonas piscicida O-7株のキチン分解機構に関与する新規タンパク質の解析
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   We have clarified that four chitinases (ChiA, ChiB, ChiC, and ChiD), three β-N-acetylglucosaminidases (GlcNAcases A, B, and C), a transglycosylative enzyme (Hex99), a chitin-binding protein (Cbp1), and two proteases (AprIV and MprIII) are involved in chitin degradation of the marine bacterium, Pseudoalteromonas piscicida strain O-7. Recently, the genome analysis of this strain was performed by Illumina Genome Analyzer. The homology search indicated that there are additional chitinases-, chitin-binding protein-, and N-acetylglucosaminidase-encoding genes in the genome. Real-time quantitative PCR analyses demonstrated that the expression of these genes was induced by the presence of N-acetylglucosamine. The proteins were produced in E. coli BL21 (DE3) and purified with Ni Sepharose Fast Flow (GE Healthcare). The function of each protein has been examined. Furthermore, NagR homologs of P. piscicida strain O-7 were also produced. 
【緒言】海洋細菌Pseudoalteromonas piscicida O-7株は，キチン存在下において，複数のキチナーゼ(ChiA，ChiB，ChiC，ChiD)，β-N-アセチルグルコサミニダーゼ(GlcNAcase A，B，C，Hex99)，キチン結合タンパク質(Cbp1)，およびプロテアーゼ(AprIV，MprIII)を産生し，それらの酵素の相乗作用により，キチンをその構成単位であるN-アセチルグルコサミン(GlcNAc)に分解することをすでに明らかにしている1)．最近，O-7株のゲノム解析を行った結果，新たに2種類のキチナーゼ(ChiE，ChiF)，N-アセチルグルコサミニダーゼ(GlcNAcase D)およびキチン結合タンパク質(Cbp2)遺伝子が存在することを認めた．また，これら遺伝子発現量がGlcNAc存在下および非存在下で変動するか否かについて検討した結果，GlcNAc存在下で増大することを認めた．そこで，それらタンパク質の高発現系を構築し，諸性質について検討した．また，Yangら2)は比較ゲノム解析により，本菌が分類されるγプロテオバクテリアに属する細菌において，キチン分解機構に関する遺伝子の調節タンパク質はLacIファミリーに属するNagRであると推測している．そこで，本菌株のNagRを特定する目的で，ホモログの高発現系を構築した．
【方法】キチン分解系に関与する新規タンパク質の高発現系を構築するために，pProEX HTa (Invitrogen)にそれら遺伝子を導入し，大腸菌BL21 (DE3)株を形質転換した．得られた形質転換株を，150 mlのアンピシリン含有LB液体培地を用いて，600 nmでの吸光度が0.7になるまで37˚C，200 rpmで攪拌培養した．これらの培養液にIPTGを最終濃度1.0 mMとなるように加え，20˚C，200 rpmで一晩攪拌培養した．得られた菌体を10 mlの1 mM PMSF含有PBSで懸濁後，超音波破砕して上清を回収し，Ni Sepharose 6FFカラムクロマトグラフィーによりHisタグ融合タンパク質を精製した．得られたタンパク質を4˚C，24時間AcTEVプロテアーゼで処理することによりHisタグを切断した．次に，得られたタンパク質のキチナーゼ活性，N-アセチルグルコサミニダーゼ活性およびキチン結合能について解析した．さらに，NagRホモログについても，同様に高発現系を構築してタンパク質を精製した． 
【結果および考察】ChiEは，ChiAと相同性の高いファミリー18に属する触媒ドメイン，およびそのC末端側に2つのPKD領域と2つのChtBD領域を有する分子量95.6 kDaの前駆体タンパク質としてコードされていた．また，ChiFは，ファミリー19に属する触媒ドメイン，およびそのC末端側に機能未知領域とChtBD領域を有する分子量53.1 kDaの前駆体タンパク質としてコードされていた．さらに，GlcNAcase Dはシグナルペプチド様配列を有し，GlcNAcase A，B，Hex99と同様にファミリー20に属する触媒ドメインからなる分子量88.7 kDaの前駆体タンパク質としてコードされていた．これらタンパク質のキチン分解系における役割を明らかにする目的で，高発現系を構築し，酵素学的諸性質について解析した．その結果，ChiEおよびChiFの至適pHはそれぞれ9.0および8.0であり，至適温度はいずれも40℃であった．一方，GlcNAcase Dの至適pHは6.0，至適温度は50℃であった．また，O-7株のドラフトゲノム情報から，7種類のNagRホモログ(NagR01～07)を見出し，高発現系を構築した．今後，GlcNAc，GlcNAc 6-リン酸，グルコサミン(GlcN)，GlcN 6-リン酸存在下，非存在下において，aprIV遺伝子上流域に対するゲルシフトアッセイを行うことにより，キチン分解機構に関与するNagRタンパク質を特定する予定である．
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