
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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