
2.グルコアミラーゼの糖鎖構造

親株と変異株グルコアミラーゼに基質特異性の異なる 3種類の脱糖鎖酵素､

EndoH､PNGaseF､PNGaseA を作用させ､脱糖鎖による分子量の変化を

SDS-PAGEで分析することにより､糖鎖の切断結果の違いを検討した.

基質特性の広いPNGaseFによる処理では､Fig.5-1-5-4に示すように親株と

変異株グルコアミラーゼどちらも､非変性状態では 40時間処理しても脱糖鎖に

よる分子量の低下がほとんど起こらなかったが､SDSで変性した状態では1時間

の処理で糖鎖が除去されて分子量が低下し､親株と変異株全てのグルコアミラー

ゼで同一の分子量55kDaの新たなバンドが確認された｡この55kDaのバンド

はPAS染色で染色されず､糖鎖が完全に除去されたことを示唆している｡それに

対してEndoH処理の場合は､Fig.5-5-518に示すように親株グルコアミラーゼ

と変異株グルコアミラーゼの反応結果は異なった三両変異株グルコアミラーゼは

非変性状態及びSDSで変性した状態のどちらにおいても1-12時間程度の処理

で脱糖鎖されて､PNGaseF処理の場合と同じ約55kDaのバンドが確認されたO

このバンドはPAS染色で染まらなかったことから完全に脱糖鎖されていた｡しか

し､親株グルコアミラーゼでは20時間以上処理してもわずか5kDa程度しか分

子量の低下が起こらず､PAS染色では染色バンドがみられたことから､部分的に

脱糖鎖されただけで糖鎖は完全には除去されていなかった｡

また､PNGaseA処理では､Fig.5-9に示すように親株の氷上タイプ株グルコ

アミラーゼをSDSで変性した状態で12時間以上処理した場合のみ､明らかに55

-60kDaの複数のバンドが現れ､部分的な脱糖鎖が観察された｡それ以外の菌

株のグルコアミラーゼは､Fig.5-10-5112に示すようにSDSで変性した状態及

び非変性状態でのいずれにおいてもPNGaseA処理によって約5kDaのみの分子

量の低下しかみられず､PAS染色で染色されたことから (PNGaseA溶液に含ま
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れるBSAの66kDaのバンドは糖鎖が無いためPAS染色されない)､完全には脱

糖鎖されていなかった∴
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一･:~
'TT
~L
1-ー
一丁~
T-
▲~~
~~■
~■-
--1

_..
･
-
､1.-
r
i･･
･
.
∴
･

1ご言

M
W
存
立
二
窯
烏
芸
∴
∴
黒
字

I,.̀
工
了
Li,.･:
･走
去
､L
【51
-∴
十
･･･

･嘉
鳥
.
J,
-
Lrf;J3
-
1-r
uLi
-

rp

‥ . 一｢ ■
【 トヽ■
R '

】.
bl
-1.

(k
D
a
)
9
7
.0
-

6
6
.0
-

4
5
.0
-

..｣
1
∴
~.蘇 ー1
I.U
▲.一

(h,I
17
､
･
r
｢

にコ
)

.ヽ･
1
a l
･小
,

髄
i:
,準
撃

ナtj
-
-i.

I
､与
モ
7-P
IA■ゴ
･･:

t-～
-
'1
id

Tr一
t7

-1J
′! t･
--
-L
I

r■F
l汁
､･
)
･-.->

Ll-ゝ
こ.
_

■ヽ
Jr
lJ,
r-
′. H
L=:

+
-
+
-
+
-
-
+
-
+
-
+

L .∴ _.-∴

F
ig
.
5
1
l
S
D
S
I
P
A
G
E
o
f
g
lu
c
o
a
m
y
la
s
e
(f
ro
m
F
l/'k
am
i-
ty
p
e
st
ra
in
)
in
c
u
b
at
e
d
w
it
h
P
N
G
a
s
e
F



C
B
B
st
a
in

P
A
S
st
a
in

D
e
n
a
tu
re
d

N
at
iv
e

D
e
n
a
tu
re
d

N
a
ti
v
e

M
O
h
l
h
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h
O
h
lh
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h

P
N
G
a
s
e
F
一
丁
･｢
十
一
+
二
十
:
.T‥
±
-
__+
_‥
十
1
-
+
-
+
-
+
-
I
+
-
+
-
+

つ

l

M
W
ヽ

(k
D
a
)

9
7
.0
_
I.-
-
コ

6
6
.0
_
嶺

4
5
.0
-

ilI 】′
1

琴-
_室_
-:
十 Bl . u】【

車

3
0
.0
-
.1t
.-̀
. ▲II-
--I:
･=･･7-
■■

J● :早さ--I1

2
0
.1
一
顧
? ンー
ー

14
.4
-
番
㌻'
丁~

～･
~丁~~~=
TTJI
Tt...】
TH-
.~て

L-,Jd
寸
11
I.j
l･

パ
ー
L
l･/
I-r
fL,I
_▲
-lil

TL ∩

l ら . ■ L

t r~
■I

･(:‥_}
･-._,.蛋

1-ド

F
ig
.
5
1
2
S
D
S
I
P
A
G
E
o
f
g
Ju
c
o
a
m
y
Ja
s
e
(f
ro
m
H
l
l
st
ra
in
)
in
c
u
b
a
te
d
w
it
h
P
N
G
a
s
e
F



C
B
B
st
a
in

P
A
S
st
a
in

D
e
n
a
tu
re
d

N
at
iv
e

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

M
O
h
l
h
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h
O
h
l
h
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h

P
N
G
a
s
e
F
-
I
.I
+
-
+
-
+
-
-
+

JJ:
巨
_｡

M
W
(k
D
a
)

9
7
.0
-

6
6
IO
-

4
5
.0
-
チ .A

3
0
.0
_
:
*
‥
∴

'ヽ

㍗ 1
2
0
.1
_
｢纏

.4
..
_
壷
…･

二 &

一義
ヨ

一■■
一一

Ei!
J

,∴
♂
t二
.

Y
r.一
一

･GI
:A-1
fj.TL-I

1
【

).
;.も
らゴL
l.
'Iも
音
速

一̀寸
賢
二IL
1と

f一
一二

H岩■
芳岩-
1■

L∴-~1-I

+
-
+
-.--
-･--
-
-

I

ず~
rJ.,
J1
-,
㌦/
f)
J.

■l

TLI
Eh LS
LL.
し

+
-
+
-
+
-
-
+
-
+
-
+

iiLi

.
~-ヽ
･

LI-T
>.一
･

F
ig
.
5
-
3
S
D
S
I
P
A
G
E
o
f
g
Ju
c
o
a
m
y
la
s
e
(f
ro
m
G
Jh
k
a
st
ra
in
)
in
c
u
b
at
e
d
w
it
h
P
N
G
a
s
e
F



C
B
B
st
a
in

P
A
S
st
a
in

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

M
O
h
l
h
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h
O
h
l
h
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h

P
N
G
a
s
e
F
-
l
l
+
-
+
-
+
-
I
+
s
+
-
+

~ヾ
~1.■~
'一言
ill
､W
Tミr
~モー
J
JJLFq
L一･.
･-̀
叫
｢~l
'止･.r
一号p
iムr
~…=~
√｢弊
TLL
_一_･
■~｢
し
..JY
r

M
W
(k
D
a
)

.0
7
9

嫡
i

6
6
.0
-
i
.編
J
∴

4
5
･0
一
博

3
0
.0
-
㌦
輪
･

毎 L
.樹 か.-l- 1 .m

‥ L
l･I
l一･司

.ヽ'

.･二一一
~■
I

二′ L-
･･
一
一
._
∴
二.
､｢
L
rl
.
:
..
..
I

2
0
.1
-
,膚

1

1ニヒ
_.

14
.4
-
j夢
L
,

ヨ
こ

F
ig
.
5
-
4
S
D
S
-
P
A
G
E
o
f
g
Ju
c
o
a
m
y
la
s
e
(f
ro
m
G
l
4
st
ra
in
)
in
c
u
b
at
e
d
w
it
h
P
N
G
a
s
e
F



C
B
B
st
a
in

M
W
(k
D
a
)

9
7
.0
-

P
A
S
st
a
in

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

M
O
h
lh
6
h
2
0
h
O
h
12
h
2
0
h
4
0
h
O
h
lh
6
h
2
0
h
O
h
12
h
2
0
h
4
0
h

6
6
.0
_
ii
i
l
恥
･,F=
畑
∴
頼

4
5
.0
-
,t

3
0
.0
-
*

2
0
..
-
を
警

14
.4
-
J筆
き

･.l 一LtlJ. ■･ r
l.･i lTh1

転 I.JJ rI
l Ldr1一

;卜
十
･
･
一8
,㌦
,
帖
,･,∵
貞十
,
吉
信
･t
十
,1
十
･､

F
ig
.
5
-
5
S
D
S
I
P
A
G
E
of
g
Lu
c
o
a
m
y
]a
s
e
(f
ro
m
Fl
/'k
am
/'-
tw
e
st
ra
in
)
in
c
u
b
at
e
d
w
it
h
E
n
d
o
H



帆.h
A

H

O
P
u
山

LJ1
!き

P
al
t2
q
m

u!
(u
!eL
I

S

i-H
∈
OJJ
)
a
St2
一>

∈t2
0
9
n
一切

J
o
山

DV
d

-S
凸
S
9
-
9

.3
!
j

LIP.F..-I
LL....

I

～･.iT
-
r

･･L

JJJ
I.
r+,∩

1･t
一

,･J
7...

ー■｡
LL叫
.

T
･r
.j｢▲JI.Th一一ノ

世

tr..P
,.IJJ･;.

∫

十 仁

一∴ ＼･.●
JLE -JJT
T. r

⊂｢｣ 1-
-I,L
▼..Ali

i
iCI_zIII
】
t.

J廟

▲

-

･
.J･+

･･!

P

.IL..

●

rJ
-

寸
.寸

L

-

i
.O
Z

I.･l

t

-

0
.O
C

r...t*
.-

qILl･,Tqt

J
<l
□mm
u
-1■
一.寮

1..-

)
:ills

;.!

･.
I

Ti･たl【､｣-LL■ー心;JL

,
-一
●

.1
■
-■

㍗
.i'
Jj

l∵･
T
]
]

-
王...

･i

jF'.･!J...J

i_1 1 .~三
I I l
⊂〉 ⊂〉 ⊂〉■ ■ ■
｢ヽ くD LL7
0) くD 寸

113

.=>

(
e

凸1)

≧

≡

+
I
+
-

LJ
0
寸

LJO
Z

+
-

1

LJN
L

u
O

â
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â
!1
e

N

u
!t2
1

S
g
g

O

LJ
9

uL

P

aJ
n
lt2
u
a

凸
LJO
M



M
O
h

E
n
d
o
H
一
二
~

M
W
(k
D
a)
9
7
.0
-

6
6
.0
-
･筆
:kI1
,.i
T●

4
5
･O
-
撃墜

3
0
.0
-
､-
･

2
0
.1
_
庵
.

14
.4
-

C
B
B
st
a
in

D
e
n
a
tu
re
d

N
at
iv
e

l
h
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h

-
+
-
+
-
+
-
-
+
-
+
-
+

｣ 揖
l
｣ '
七

< ･...F

し.

~
圭
㍉
∴∴
∴
∴

I LJ1--

･一
._
_
=
一
一

一

ら I
Tr-■,

,. ･ . ′ ･ ･ - :r ti ll_
【
･.一■千
IIT_t
J_十
.･
.__-
-LTJh
T..一
_

P
A
S
st
a
in

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

O
h
l
h
6
h
2
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h

-
+
-
+
-
+
-
-
+
-
+
-
+

F
ig
.
5
-
8
S
D
S
I
P
A
G
E
o
f
g
lu
c
o
a
m
y
la
s
e
(斤
o
m
G
-
4
st
ra
in
)
in
c
u
b
a
te
d
w
it
h
E
n
d
o
H



C
B
B
st
a
in

D
e
n
at
u
re
d

M
O
h
1
2
h
2
0
h

P
N
G
a
s
e
A
一
一
一
+
-
+

E l 昏 ･J

~■ー
■_顎
トIb
抑
rTV
一̀･･

L

M
W

J
.

(k
D
a
)

Lf
r,

9
7
.0
-

†
了
等
華

･

6
6
.0
-

-
.
編

L̀

′
■

4
5
.0
-

3
0
.0
-

2
0
.1

14
.4
-

一箱
i
･

腐
J l rr一■■l■ 一ト LrLrr -トー .I
二ir
一一
l王:≦
≡∃貞
⊥

1./

P
A
S
st
a
in

N
at
iv
e

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

4
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h

+
-
-
+
-
+
-
+

し

lT
-

r_

∵ 適

V .主 赴 菅 ,

r 一 _ L T F

･ - .J I _ > LC
r

t 一 峯

L ･ L J

･ ･ - 1 且

■ .L
J ･ + .

ヽ
U i ; .】

･ ㍗ lr J

-I. ′ ･.

･ E .i _ - _

. . .･ L,.:.守
I A _?

.] ･･,...

. i ･ 確 .

J
p J
r ド
f ｢
I

I . ･ J .

L

qー
盲iF

nu T ､
【T 【tIも '･･l

M
r !.1 一 l 一七L l i

H J ▲ T ･

′〇二一
･.I/1

F
ig
.
5
-
9
S
D
S
-
P
A
G
E
o
f
g
Ju
c
o
a
m
y
la
s
e
(f
ro
m
H
J'k
am
i-
tw
e
st
ra
in
)
in
c
u
b
at
e
d
w
it
h
P
N
G
a
s
e
A



C
B
B
st
a
in

P
A
S
st
a
in

D
e
n
at
u
re
d

N
at
iv
e

D
e
n
a
tu
re
d

N
at
iv
e

M
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h
O
h
12
h
2
0
h
4
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h
4
0
h
O
h
1
2
h
2
0
h

P
N
G
a
s
e
A
一
一
一
+

rT,-
.J=
-

l『
璽
ィ

M
W
.

(k
D
a
)
I

9
7
.0
-
.
･L
l革

6
6
.0
-
-
Ì
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