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Cloning of a Gene Coding for Cellobiohydrolase from Corticium rolfsii (Part I)

Daisuke YRsorewR, Kaori SRToH, Ryoji NerecAwA, Takayuki Irooe and Koji NecesHrue

To detect and clone a cellobiohydrolase (CBH) gene of Corticium roUsii, synthetic oligonucleotide
primers were designed on the basis of the homology among known CBH fungi genes and submitted to
a.Polymerase Chain Reaction (PCR). The PCR amplified a DNA fragment of about 210 base pairs

which was then cloned and sequenced.

The nucleotide sequence (215 base pairs long) exhibited high homology to the CBH genes of the
subject fungi and contained a putative intron sequence. The amino acid sequence deduced from the
PCR product showed about 60%" homology to the CBH of the subject fungi. When a carefully
controlled genomic southern hybridization of C. rolfsii was performed using the PCR product as a probe,

one or two bands were detected.
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酵素は反応条件が穏和で,エ ネルギー投入量が少なく

副生成物の除去等の煩雑な行程を低減できる有用な加工

手段である。また,｀バイオ云々
″
と呼ばれる分野での切

り札的存在であり,更 にその重要性を増 しつつある。食

品カロエの分野でも高付加価値化,高 品質化の目的で使用

されている事例が多いが,酵 素製剤自体の価格が高 くコ

ス トの上昇を招 くことが多い。

遺伝子組換えでは,宿 主細胞に目的とする酵素遺伝子

を大量に導入 し,且 つその転写頻度を上昇させることに

より,生 産性を飛躍的に上昇させることが可能である。

また適切な宿主細胞を選択することにより酵素の精製ス

テップを簡素化 し,生 産コス トを下げることも可能であ

る.

筆者 らは,食 品力日工分野でのセルラーゼの幅広い利用

を目指 し,今 までに強力なグルコアミラーゼ生産菌 とし

て知 られている担子菌 C.知 J/Sググの生産するセルラーゼ

及びグルカナーゼの精製を行いその性質の一
部を明らか

にしてきた。 この報告では,既 知セロビオハイ ドロラー

ゼ (CBH)遺 伝子間で保存性の高い領域からプライマー

を設計 し,本菌のゲノム DNAを 鋳型 として polymerase

chain reaction(PCR)を行った。増幅産物の塩基配列を

決定するとともに,他 菌株 CBHと のア ミノ酸配列 レベ

ルでの相同性を検討 した。

実 験 方 法

1.供 試菌とその培養

実験に使用したセルラーゼ生産菌株は①″θttπ η ′_

/s″AHU 9627(北 海道大学農学部応用菌学講座より分

与)で ある。形質転換の際の宿主菌 にはEsθλιた力″

θθ″XL l Blue株を使用 した。ε.η J/sググの培養はポテ

ト・デキス トロース培地 (Difco LabOratOries)を使用

し,30°C,150 rpmで 5日間培養した。

2.DNAの 調製

培養後の菌体を遠心分離により回収し,ガ ーゼに包ん

で 0.5%NaCl溶 液で菌体を洗浄した。凍結乾燥後,菌体

lgを 乳鉢です り潰し18 mlの抽出バッファー (20 mM

Tris―HCl,10mM EDTA,3.3% SDS)に 懸濁した。

30分間室温で攪拌後,フ ェノールークロロホルムーイソ
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アミルアルコール (25:24:1)18 mlを 加え 10分 間穏や

かに混和 した。3M酢 酸カリウム (pH 5.2)を 1.8 ml加

え,更 に 30分 間攪拌した。10,000 rpm,15分 間,4°Cで

遠心 し,上 清再度フェノールークロロホルムーイソアミ

ルアルコールで抽出し,同 様に遠心 した。上清に等量の

イソプロパノールを加えて 10分 間静置し,DNAを ガラ

ス棒で巻 き取 り,70%エ タノールで洗浄 した。エタノー

ルを除去して 3～4分 間風乾後,TEバ ッファー (10 mM

Tris―HCl,lmM EDTA)5 mlに 溶解 した。

RNase Aを 最終濃度 10 μg/μlと なるように力日え,

37°C, 1時 間カロ温 して RNAを 分解後,SDSを 最終濃度

0.5%,Proteinase Kを 100 μg/mlと なるように加え,

37°C, 1時 間 加 温 し た。 NaClと CTAB(hex‐

adecyltrimethyl ammonium bromide)を それぞれ最終

濃度 0.7M,及 び 1%と なるように加え,65°Cで 10分 間

加温 した。等量のクロロホルムを力日えて穏やかに混和後,

15,000 rpm,5分 間,室 温で遠心 した。上清をフェノー

ルークロロホルムーイソアミルアルコール抽出し,エ タ

ノール沈殿を行い,70%エ タノールで洗浄後,3～ 4分 間

風乾 して TEバ ッファーl mlに溶解 した。

3。 PCR(Po:ymerase Chain Reaction)り 支応

プライマーの合成は固相化学合成法 (βシアノエチル

アミダイ ド法)により行った。PCR反 応は定法
1)に

従い,

変
り
性は 93°C,1分 ,ア ニーリングは 37,42,ま たは 50°C,

2分 ,伸 長反応は 72°C, 2分 で 30サ イクル行った。

4.塩 基配列の決定

塩基配列はABI社 の Taq Dye Deoxy Terminator

Cycle Sequencing Kitを用い,AB1373 A DNAシ ーケ

ンサーにより決定 した。遺伝子の解析はい帝人システム

テクノロジーの Geneヽヽ「orks Release 2.0を用いて行っ

た。

5.サ ザンハイプリダイゼーション

Boehringer Mannheim社 の DIG DNA Labeling Kit

を用いてプローブの標識 を行い,定 法
1)に

従ってハイブ

リダイゼーションを行った。シグナルの検出は Boehrin‐

ger Mannheim社 の DIG Luminescent Detection Kitを

用いて行った。

結果 および考察

1。 CBH遺 伝子断片のクローニング

CBH遺 伝子のクローニングを行 うため,GendVorks

Release 2.0ソフ トウェアーを使って既知糸状菌 CBH

遺伝子間でホモロジーの高い配列を見いだし (Fig.1),

GECBHF-1(20 mer),GECBHF-2(20 mer),GECBHR

1(20 mer),GECBDF l(15 mer),及び GECBDR-1(15

mer)5種 類のプライマーを合成 した (Fig.2).プライ

マーの組み合わせはGECBHF 1/GECBHR-1,GEC‐

BHF-2//GECBHR-1, GECBDF-1//GECBDR-1

の 3通 りとし,ど の組み合わせ もアニーリング温度 を

37°C,42°C,及 び50°Cの 3通 りに設定し,C幻 7/s″のゲ

ノムDNAを テンプレー トとして PCRを 行った。その

結果をFig.3に示した。上記 3組 のプライマーにより合

成される目的の PCR産 物の大きさを 動を力θ滋,η2zα υ″

ググι CBH遺 伝子から推定すると,プ ライマーGECBHF

-1//GECBHR-1で 177 bp,GECBHF-2/GECBHR-1

で 168 bp, GECBDF-1/GECBDR-1で 96 bpと なる。

プ ラ イ マーGECBHF 1/GECBHR l(レ ーン2;

37°C,3;42°C,及び4;50°C)では37°Cと 42℃とで約 230

bpのバンドが検出されたが(レーン2及 び3),50°Cでは

明瞭なバンドは検出されなかった (レーン4).プ ライ

マーGECBHF 2/GECBHR l(レ ーン5, 6,及 び 7)

では全アニーリング温度で約 160 bp,約210 bpのバンド

が検出され,37°C,42°Cで更に約 270 bpのバンドが検出

された。プライマーGECBDF 1/GECBDR l(レ ーン

8, 9,及 び 10)で は多 くの増幅産物が検出された。

これらのことを考えあわせて,ア ニーリング条件の厳

しい50°Cで明瞭なバンドが検出され,かつ予想される大

きさに近いレーン7の 約 210 bpのバンドが CBH遺 伝

子 である可能性が最 も高 い と判 断 し,電 気泳動後

GENECLEANⅡ  kit(Bio 101 71L)を用いてDNAを 回

収した。

回収したDNA断 片をベクターpCRⅡ (InvitrOgen社)

に連結し,このプラスミドで大腸菌 XL l Blue株を形質

転換した。アンピシリン耐性コロニーからランダムに6

個選択し,そ れぞれプラスミドを調製した。これらのプ

ラスミドをEθοRfで 切断し, 6個 中 4個 に予想される

大きさのインサー トを確認した(データ省略)。これらプ

ラスミドをpCG l,pCG 2,pCG 3,及 びpCG 4と 命名し,

そのインサー トの塩基配列を決定した。

2.塩 基配列の決定

塩基配タリはABI社 の Taq Dye Deoxy Termiator

Cycle Sequencing Kitを用いて,dideoxy法 (サンガー

法)により決定したの。その結果,上 記 4種 のプラスミド

中の PCR産 物の塩基配列は同一であったので,こ の塩

基配夕」を〃%π″ο″椰 ια,2を 力ο″ι夕η22α υグπαι,2π ″グ′‐

″ππ ″π滋グπι脇2,及 びRttπιηιttι″θ″"θ紗″協π

の塩基配列と比較したところ高い相同性を示した (Fig

4)。またこの配列には他の 4つ の糸状菌 CBH遺 伝子に
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Fig.l Nucleotide sequence alignment of known CBH genes of fungi
Shaded boxes indicate conserved nucleotides. Arrows represent regions used for the design of oligonu-

cleotide primers. Panel (A) shows GECBHF-1, GECBHF-2, and GECBHR-1. Panel (B) shows GECBDF-

1 and GECBDR-I. TVCBH, HGCBH, PJCGH, and PCCBH represent the CBH genes of Trichoderma

uiide (X5393\), Humicola grisea (XI7258), Penicillium janthinellum (X59054), and Phanerochnete

chrysosporium (Z11726), respectively, while TRREG represents Trichoderma reesei end,oglucanase
(M19373).
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1. GECBDF‐ 1 15mer

5'‐GGG(C/G)CAGTG(C/T)GG(C/T)GG

GECBDR‐ 1 15mer

5'‐TA(A/C)AIGCA(T/C)TGIGAG

GECBHF‐ 1 20mer

5'‐LACCTGCTGCICTGAGATGG

GECBHF‐ 2 20mer

5'‐CICTGAGATGGATATCTGGG

GECBHR‐ 1 20mer

5'―TAIG(A/G)GTTGAA(A/G)TCGCAGCC

5.

Fig.2 01igOnuc!eotide primers used in PCR exper¨

iments

These primers were designed based on the

conserved sequences shown in Figure l ``I"

represents inosine. GECBDF‐ 1, GECBDR‐ 1,
and GECBHR‐ l are rnixed primers.

ない 47 bpの配列が挿入されてお り,こ の挿入配列のす

ぐ上流 と下流にイン トロンのスプライシングサイ トのコ

ンセンサス配列た3、スプライシング供与部位のコンセ

ンサス配列に非常に相同性の高い配列が存在することが

判明し (C or A)AGGT(A or G)AGTに 対 して

ATCGTAAAT(第 94塩 基から第 102塩基に相当),ス

プライシング受容部位のコンセンサス配列 (T orc)≧

lN (C or T)AGGに 対 して TCTCCTAGG(第 142

塩基から第 150塩基に相当)の 配列が存在 していた。ま

たイントロンを仮定 しない場合, どの読み枠にも終止コ

ドンが出現することから第 97塩 基のGか ら第 149塩基

のGま での配列をイントロンと推定 した。

3.ア ミノ酸配列のホモロジー

上記推定イントロンをスプライスした後のアミノ酸配

列 と既知 CBHア ミノ酸配列 との間でホモロジーの検討

を行った (Fig.5)。第 16残基目のスレオニン (T)か ら

第 20残 基目のシステイン (C)ま でのアミノ酸配列は 5

者間で完全に一致 していた。また,タ ンパク質の二次構

造の保持に重要であると考えられるシステインが 4つ と

も5者 間で良 く保存されていたことは特筆すべきことで

ある。スプライス後の推定アミノ酸配列は53ア ミノ酸残

基で,推定イントロン配列は第 33ア ミノ酸のシステイン

の前に存在 していた。

更に,化 学的類似性ア ミノ酸 を考慮 に入れてホモロ

ジーを検討 し,これらの結果をTable lにまとめた。同一

アミノ酸でのホモロジーは平均でも約 60%と 高 く,化 学

的類似性アミノ酸 も含めると平均 75%と ,よ り高い値が

得られた。 ま た,特 に圧 g法 %と は 82%と いう高いホ

676bp
587bp

458bp
434bp

298bp
267bp,257bp

241bp

174bp

102bp
80bp

Fig.3  Ge:e!ectrophoresis Of PCR products

The PCR products were amplified with

GECBHF‐ 1/GECBHR‐ 1(lanes 2 t0 4),

GECBHF‐ 2/GECBHR‐ 1(lanes 5 to 7),and

GECBDF‐ 1/GECBDR‐ 1(lanes 8 to 10)at

annealing temperatures of 37°C (lanes 2,5,
and 8),42°C(lanes 3,6,and 9),and 50. C

(lanes 4, 7,and 10) These prOducts were
then electrOphoresed together  v′ ith  a
molecular weight rnarker(lane l)thrOugh a

3% NuSieve agarose gel.

モロジーが認 められた。 これ らの ことか ら我々が クロー

ニ ング した DNAは C.知 始ググの CBH遺 伝 子 で あ る可

能性が強 く示唆 された。

4.サ ザンハイプリダイゼーション

PCR産 物 と既知 CBH遺 伝子 に非常 に高いホモ ロ

ジーが認められたので,C.笏 J/sググCBH遺 伝子の全長を

取得する目的で,PCR産 物をDNAプ ローブとしてサザ

ンハイブリダイゼーションを行った。ジゴキシゲニンで

標識した PCR産 物をプローブとして,DIG Lumines‐

cent Detection Kitにより発光検出を行った。その結果

をFig.6に示した。EθοRIで 切断したゲノムDNAで は

約 0.66 kbp,〃滋dIⅡでは約 0.84 kbp,動 物HIで は約

2.4 kbp, Ps′Iて、まネ,6.8 kbp, さ らにSα′It刀断ではネυ

9.8 kbpと約 19.5 kbpの同強度の 2本 のシグナルが検

出された。プローブ配列中に磁ノI認識切断配列が無いこ

とから, 1ゲ ノム中にCBH遺 伝子が 2コ ピー以上存在

するか,父 方と母方由来の染色体 DNAに 塩基配列の違

いがある可能性が示唆された。

要   約

既知糸状菌 CBH遺 伝子間で保存性の高い塩基配列を

基にプライマーを合成し,これを用いて ε.知J/s″のゲノ

ムDNAを テンプレー トとした PCRを 行い約 210 bpの

増幅産物を取得した。この増幅 DNA断 片の塩基配列を

決定したところ,全 長 215 bpであり,既 知糸状菌 CBH
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Fig.4 Al ignment of the nucleotide sequences of
the PCR product and of the fungal CBH
genes
The nucleotide sequence of the PCR product
(CRCBH) was aligned with the sequences of
the CBH genes of T. airide (TVCBH), H. grisea
(HGCBH), P. janthinellunx (PJCBH\, and P.
chrysosforium (PCCBH). Shaded boxes indi-
cate conserved nucleotides. The arrows
above the CRCBH sequence represent primers
of GECBHF-2 and GECBHR-I. Arrowheads
indicate exon-intron junctions.
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Fig.5 Deduced amino acid sequence homology of the PCR product and of the fungal CBH genes
The amino acid sequence of the PCR product (CRCBHI PCR-2 spliced) was deduced from the spliced
nucleotide sequence. Boxes indicate identical amino acids. Asterisks denote conserved cysteine
residues. Small bars indicate gaps. Refer to Figure I for the abbreviations key.

Table 1 Percent homology of predicted amino acid sequence of the PCR product to these
of fungal CBHs

2カ η″グπ″″π H. gisea rυ グ″グι P. chrysogoium (%)

Identical
Chemically similar

56

75

1  2  3  4  5  6  7

Southern hybridization analysis of genomic

DNA of C. rolfsii
About 4pg of genomic DNA of C. rolfsii was
digested with several restricting enzymes and
electrophoresed on a 0.7'% agarose gel (left
panel) or on a 0.394 agarose gel (right panel).

The DNA was then transferred to nylon mem-
brane filter sheets and hybridized with the
digoxigenin-labeled EcoRI fragment of pCG3.

The restriction enzymes used were ,EcoRI (lane

2), HindlII (lane 3), BamHI (lanes 4 and 8), Psi I
(lanes 5 and 9), and SalI (lanes 6 and 10).
Di goxi gen - lab eled H indlll - digested i" D NA was
used as size markers (lanes 1, 7, and 11). The
hybridization signals were detected with the
DIG Luminescent Detection Kit.

遺伝子 と高いホモロジーが認められた。塩基配列中には

イントロンと推定される配列が含まれていた。推定イン

トロンを除いて演繹された PCR産 物の推定アミノ酸配

列 も既知糸状菌 CBHと 高いホモロジーを示 し,化 学的

類似性 を持 つ ア ミノ酸 を含 めた ホモ ロ ジーで は,

69～82%と 更に高い値を示した。

この PCR産 物 をプローブ として C.知 外″染色体

DNAの サザンハイブリダイゼーションを行った結果,

ゲノム DNAの Er・θRI切 断で約 0.66 kbp,″′πdIHで 約

0.84 kbp,動 物HIで 約 2.4 kbp,及び Ps・′I切 断で約 6.8

kbpの シグナルが検出された。また,動 ′I切断では約 9.8

kbp及 び 19.5 kbpの 2本 のシグナルが検出された。
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