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GENERAL　INTROI）UCTION

1．Acetic　acid　bacteria

　　　　　　Acetic　acid　bacteria（AAB）are　Gram－negative，　obligate　aerobes　that　traditionally

consist　of　two　genera：、4cε∫oわααεF，　and　G1㍑coηoわααε7，　but　presently　12　genera　are

acco㎜odated　to魚milyオcε伽伽cεαe　in　theゆ乃oρ70∫εoわα伽o：オcθ∫oわ燃，

Glz4coηoZ）ααθア，　Glz4coηαcθ’oわoαεF，　．40∫6101ηo〃α5，　．480∫o，　Koz磁「∫o，　3wα〃2∫ηα∫加η∫α，

3αoc加アめαc’ε7，八セoo5α∫o，　G7α朋1∫ろααεr，7伽’∫c加Foεη∫α，　andオ〃7のα〃2αεα（Yamada　and

Yukphan，2008；Yukphan　et　al．，2008，2009）．　AAB　have　been　isolated丘om　many　sources

including　fヒuits　and　flowers，　and　also　spoiled　or　fbrmented丘uits．　Because　of　their　high

ability　to　oxidize　alcohol　and　sugars　into　organic　acids，　AAB　are　used　in　production　of

飴rmented　fbods　and　beverages　such　as　vinegar，　nata，　kombucha，　kefh，　koumiss　and　cocoa．

products（De　Vuyst　et　a1．，2008）．　Moreover，　AAB　are　used　in　biotechnology　fbr　production　of

L－sorbose　and　2－keto－L－gluconic　acid，　which　are　intermediates　fbr　production　of　vitamin　C，

D－tagatose，　which　is　used　as　bulking　agent　in　fbods　and　noncalorific　sweeteners，　and

shikimate　that　is　a　key㎞te㎜ediate　in　many　antibiotics，　and　also　biocellulose（Raspor　and

Goranovi6，2008）．　On　the　other　hand，　AAB　cause　spoilage　ofsome　fbods　and　beverages　and

recently　Grαη祝1めαc∫θrわε疏ε3∂εη5∫3　was　fbund　to　be　pathogenic（Greenberg　et　al．，2006）．

　　　　　　！望cθ’oZ）αc∫εアspecies　have　high　capacity　of　acetic　acid　production　due　to　the　high

aerobic　membrane－bound　respiration（Matsushita　et　al．，1982）．　Quinohemoprotein　alcoho　l

dehydrogenase（ADH）and　mlybdopterin　enzyme　aldehyde　dehydro　genase（ALDH）are　the

enzymes　of　interest．　Detailed　study　has　shown　that　the　substrate　oxidation　by　the　membrane－

bound　dehydrogenases　is　coupled　with　the　respiratory　chain　of　the　bacteria　and　the　electrons

generated　are　trans艶rred　to　the　te㎜㎞al　oxidases　yield㎞g　energy（Matsushita　et　al。，2002）．

Two　methods　are　used　fbr　vinegar　production，　traditional　static　fbrmentation　and　submerged

角rmentation．　In　the　submerged　culture，　AAB　are　incubated　in　the　liquid　media　and　oxygen　is

added　cont血uously，　this　method　has　a　sho質er艶㎜entation　time（1－2　days）but　with　higher

costs．　While血static　culture，角rmentation　is　started　by　the　addition　of　unidentified　starter

culture　obtained丘om　the　previous　fbrmentation　called　seed－vinegar．　After　fbw　days，　a

pellicle　of　AAB　covers　the　surねce　of角rmentation　pond．　This　tec㎞ique　has　lower　costs　and

produce　high　quality　vinegar，　though　it　takes　longer　time　fbr　cultivation．
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2．Thermotolerance　in　Acetic　acid　bacteria

　　　　　　Thermotolerant　bacteria　are　organisms　that　can　grow　at　5－10°C　higher　than　their

mesophilic　stra血s　in　the　same　species（Manaia　and　Moore　2002）．　Usual　AAB　are　mesophilic

bacteria　with　optimum　growth　temperature　o　f　25－30°C．　However，　thermoto　lerant　AAB　that

can　grow　at　37－40°C　were　isolated　fヒom丘uits　in　Thailand　with　the　purpose　of　developing

vinegar　fbrmentation　at　higher　temperature　that　may　reduce　cooling　costs（Saeki　et　aL，1997）．

Most　of　the　isolates　were　classi且ed　asオoθ∫oわαc彪7　po5魏吻η㍑3，　andオcε∫oゐαc’ε〃7gρ∫cα1∫3

that　can　produce　acetic　acid　and　polysaccharides，　respectively，　up　to　40°C．　The

thermotolerant．4．　pα5∫例吻朋3　could　grow　at　4％acetic　acid　and　oxidize　up　to　9％ethanol

without　lag　phase　while　thek　mesophilic　counteq）arts　can　grow　on　2％acetic　acid　and　show

delay　or　no　ethanol　oxidation　in　such　high　concentration．　Thermotolerant　AAB，　namelyオ．

ρα3彪副αημ5and．4．かgμco1∫5，　were　also　isolated　fセom　products　in　tropical　sub－Sahara㎞

Afhca（Ndoye　et　al．，2006）．

　　　　　　To　clarify　the　ability　of　thermotolerant　AAB　to　grow　and　produce　acetic　acid　at　high

temperature，　ADHs丘o　m　thermotolerant　4．ρ03燃加π5　MSU10，　the㎜otoleranM．

ρ05伽磁朋3SKU　l　108，　and　mesophilicオ．μ5彪祝7∫o朋31FO3191　strains　were　purified　and

characterized．　ADHs　of　the　thermoto　lerant　strains　showed　higher　optimum　temperature　and

more　heat　stability　than　one　of　the　mesophilic　stra㎞s（IFO3191）．　Moreover，　ADHs　fヒom

MSUIO　and　SKU　1108　displayed　higher　resistance　to　ethanol　and　acetic　acid　than　IFO3191　at

elevated　temperature．　ADH　genes　were　also　cloned　and　their　amino　acid　sequences　were

fbund　to　have　some　diffbrence　between　enzymes　of　MSU10　and　SKU1108，　and　one　of

IFO3191．　The　sequence　diffbrence　could　be　partially　related　to　the　thermotolerance　of　these

thermoto　lerant　strains（Kanchanarach　et　al．，2010）．

3．Pe皿icle　polysacch紐rides　of　Acetic　acid　bacteha

　　　　　　Biofilm　fbrmation　is　an　essential　survival　strategy　fbr　microorganisms．　The　biofilm

can　be　fb㎜ed　on　sur血ces（biotic　or　abiotic），　and　on　ak－1iquid　inter魚ces　as　pellicle．　Matrix

production　is　an　important　fbature　of　biofilm　that　provides　stnlctural　support　and　facilitates

the　exchange　of　small　molecules．　Polysaccharides，　proteins，　and　DNA　are　the　major

components　of　the　matrix（Karatan　and　Watnick，2009）．　Bacterial　polysaccharides　are　fbund

as　O－antigen　of　lipopolysaccharide，　capsular　polysaccharide（CPS）that　is　covalently　bound

to　the　cell　membrane，　and　exopolysaccharide（EPS）which　is　not　attached　to　the　cell　surface

and　secreted　in　the　growth　medium．　Polysaccharides　are　classified　into　two　types　depending

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2



on　their　composition：homopolysaccharides　composed　of　one　kind　ofmonosaccharides，　and

heteropolysaccharides　composed　of　more　than　one　kind　of　monosaccharide．　They　are

important　in　bacteria－host　interactions（Roberts，1996）；fbod，　pharmaceuticals，　and　fine

chemical　industries（Sanfbrd　and　Baird，1983）．

　　　　　　オcθ∫oわαo’εrspecies　are　well㎞own　to　produce　pellicle　on　the　sur血ces　ofthe　growth

media　in　order　to　keep　high　aeration　state．　This　pellicle　contained　bacterial　cells　attached　to

each　other　via　CPS　and　other　extracellular　matrix．　The　pellicle　CPS　is　fbund　as

homopolysaccharides　like　cellulose，　which　is　produced　byα〃ooηαcθめろααθア差γ伽〃3，0r　as

heteropolysaccharide　such　as　the　pellicles　of／4．　Po5’θ〃r∫αηz45　1FO3284　andオ．∫orρρ∫6α1∫5

SKU　l　l　OO　that　are　composed　ofglucose　and　rha㎜ose（Moonmangmee　et　al．，2002a），　and　of

glucose，　galactose，　and　rha㎜ose（Moonmangmee　et　al．，2002b），　respectively．　Many

．4c訂oわoo∫ε7　strains　including．4．1）α5’例万αηπ53284　and．4．〃qg∫oα1∫5　SKU　1100　are　able　to

fbrm　two　types　of　colony　on　agar　surface：rough　surfaced　colony（R），　and　smooth　surfaced

colony（S）．　The　R　strain　can　produce　pellicle　which　allows　it　to　float　on　the　medium　surface

in　static　culture，　while　S　strain　ca㎜ot　produce　pellicle血static　culture．　The　R　and　S

phenotypes　are　exchangeable　by　spontaneous　mutation（Matsushita　et　al．，1992）．

　　　　　　Genes　involved　in　biosynthesis　of　cellulose　and　acetan　in　Gα．λア1∫η㍑5　have　been

explored（Wong　et　a1．，1990；Saxena　et　al．，1994；Ishida　et　al．，2002）．　Moreover，　a　gene

operon，ρoム4Bα）E，　involved　in　pellicle　fbrmation　in　the　R　strain　ofオ．∫ア（～ρ∫cα1∫5　SKUl100

has　been　identified（Deeraksa　et　al．，2005）．　In　this　operon，1ワo乙4Bα），　exhibits　high　similarity

toψβオα）genes　which　are㎞vo　lved血dTDP－L－rha㎜ose　bio　synthesis，　whileρ01E，　a　nove　l

gene　downstream　ofpo猛8CD，　has　a　relatively　low　similarity　to　glycosyltrans艶rases．　The

disruption　ofthis　gene　caused　the　bacteria　not　to飴㎜pellicle血static　culture　because　ofno

capsular　polysaccharide　production．　Interestingly　instead，　the　mutant　cells　secreted　EPS　tn

the　culture　medium（an　S　strain　like　phenotype）．　Moreover，　the　mutation　sites血Sstrain　ofオ．

〃ρρ’cα1∫3SKU　1100　was　shown　to　be　in　a　7　C　repeated　residues　in　the　coding　region　ofρ01E

gene．　Hence，　it　was　hypothesized　that　theρoZE　gene　may　be　involved　in　the　switching　ofCPS

to　EPS．　In　addition，　gαZE，　a　gene　that　encodes　UDP－galactose　4－epimerase　involved　in　UDP－

galactose　biosynthesis，　has　also　been　identified　in．4．〃gμcα1∫5　SKU　l　l　OO．　The　disruption　of

this　gene　also　resulted　in　no　pellicle　fbrmation　in　static　culture　but　secretion　of　EPS

co卿osed　ofglucose　and　rha㎜ose血culture　medium（Deeraksa　et　al．，2006）．
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　　　　　　Stnlctural　characterization　of　polysaccharides　is　important　to　understand　the廿

biosynthesis，　biological　fUnctions，　and　their　physical　properties．　However，　it　is　not　so　easy　to

㎞ow　the　structure，　because　there　is　no　simple　method　to　manipulate　them　like　PCR　fbr　DNA．

To　analyze　the　structure　of　bacterial　po　lysaccharides，　thus　they　must　be　first　separated丘om

cells　or　culture　media　and　puri五ed　by　colu㎜chromatograph払Then　their　monosaccharide

composition　should　be㎞own　using　HPLC　or　GC－MS　a負er　derivatization．　Therea丘er，　the

linkage　positions　of　these　monosaccharides　could　be㎞own　us血g　methylation　and　GC－MS

analysis．　In　addition，　NMR　analysis　will　confhm　the　chemical　analysis　and　give　infbrmation

about　repeating　unit　size　and　monosaccharide　sequence　in　the　repeating　units，　as　well　as　the

presence　of　non－carbohydrate　groups　like　methyl，　acetyl，　sulphate，　and　phosphate．　NMR

methods　ofinterest　are：1D　lH　and　l3C　which　give　infbrmation　on　repeat　unit　size；2D　COSY，

TocsY，　and　lH－13c　HsQc　which　give　infbrmation　on　monosaccharide　identity　by

dete㎜ining　the　chemical　shi負values　ofprotons　and　carbons．　F血ally　sequence　i曲rmation

could　be　obtained丘om　2D　NOESY　or　HMBC　experiments（Duus　et　al．，2000）．

　　　　　　Hexose　sugars　are　usually　fbund　in　nature　in　thermodynamically　favorable　pyranose

fbrm．　Nevertheless，　galactofUrano　se（Galf）present　in　glycocor巾gates　of　bacteria，　ftmgi，　and

parasites．　Galf　is飴㎜ed　by　enzymatic　reaction　of　UDP－galactop》Tanose　mutase（UGM）．

This　enzyme　is　encoded　by　gグgene　which　has　been　identified　in　E∫c舵7∫c痂αoo1∫（Nassau　et

al．，1996），　K1εわ3∫ε11αμε麗〃20脚（K6plin　et　al．，1997），ψooわαc∫ε吻〃2励θκ麗103娯Weston

et　al．，1998）and　many　eukaryotic　parasites（Beverley　et　al．，2005）．　Moreover，　a　number　of

putative　UGMs　have　been　identi且ed　in　many　microbial　species．　Galf　residues　are　essential

食）rcell　viability　or　play　important　role　in　cell　physiology　because　Galf　containing　surf合ce

glycocorゆgate　has　been　shown　to　be　important　fbr　viability　or　pathogenecity　of　some

microorganism．　For　instance，　in躍ンcoわαc∫6r加η8η2ε9脚α’∫5，9グgene　is　essential　fbr　cell

viability　because　it　㎞，vo　Ives　hl　arabino　galactan　polysaccharide　bio　synthe　sis．　The

arabinogaIactan　attaches　the　mycolic　acid　layer　to　the　peptidoglycan　layer，　and　the　gグgene

could　be　deleted　only　in　the　presence　of　two　rescue　plasmids　containing　gグgene　and

galacto釦ranosyltrans艶rase（Pan，　et　al．，2001）．　Due　to　its　absence㎞ma㎜alian　cells，　gグis

an　attractive　target　fbr　antimicrobial　agents　development（Pedersen　and　Turco，2003）
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OBJECTIVES

　　　　　　．4．〃gρ∫oα1∫5SKU1100　is　a　thermotolerant　AAB　capable　of　producing　pellicle　at

higher　temperature．　Genetic　investigation　revealed　a　gene　cluster　containing　a　novel　gene，

ρo乙E，and　the　spontaneous　mutation　or　disruption　of　this　gene　resulted　in　no　pellicle

食）rmation，　instead，　production　ofEPS　with　higher　mo　lecular　weight．　Likewise，　the　disruption

of　gα認gene　resulted　in　the　same　phenotype　and　production　of　EPS　with　higher　molecular

weight．　Moreover，　dra丘genome　sequence　of孟．’π抑co1∫5　is　now　available　and　thus　it　can　be

compared　with　the　complete　genome　sequence　of　mesophilicオ．μ∫∫επ磁朋3．　Therefbre，　the

objectives　ofthis　study　are：

1．To　elucidate　the　stnlctures　of、4．〃gρ∫cα1∫5　SKUllOO　wild　type　CPS　and　of

　　　Aρ01E　and△9α班EPSs　to　gain　insight血PoE　fUnction　and　polysaccharide

　　　bio　synthesis．

2．To　compare　the　amino　acid　substitutions　of　orthologous　proteins　betweenオ．

　　　〃ρρ∫cα1∫3and　mesophiIic．4．　pα3∫釧7αη∫〃51FO3283　to　understand　the

　　　background　ofthermotolerance　in．4．∫7（膨co1∫5　SKU　l　l　OO．

3．　To　search　gグgene　and　to　explore　galactofUranose　biosynthesis　hL4．

　　　SKU　l　100．

〃ρρ∫co1∫5
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CHAPTER　1

Increased　number　of　Arginine－based　salt　bridges　contributes　to　the　thermotolemnce　of

tllermotolerant　acetic　acid　bacteria，．4c召ωゐαα召7か｛4ガcα1菰5　SKU1100

ABSTRACT

Thermotolerant　acetic　acid　bacteria（AAB），オcθ’oゐαc∫θア〃ρρ∫oα1∫8　SKU　1100，　can　grow

above　40°C．　To　investigate　the　basis　of　its　thermotolerance，　we　compared　the　genome　of．4．

〃gρ∫cα1∫5SKU　1100　with　that　ofmesophilic　AAB　strain．4cε∫oわoc’ε7ρα5∫例磁朋51FO3283－

01．The　comparative　genomic　study　showed　that㎜ino　acid　substitutions丘om　large　to　small

residue　and　Lys　to　Arg　occur　in　many　orthologous　genes．　Furthermore，　comparative

modeling　study　was　carried　out　with　the　orthoIogous　proteins　between　SKU1100　and

IFO3283－01　strains，　indicating　that　the　number　ofArg－based　salt　bridges　increased　in　protein

models．　Since　it　has　been　reported　that　Arg－based　salt　bridges　are　important　factor　fbr

thermo－stability　ofprote㎞stnlcture，　our　results　strongly　suggest　that　the　increased　number　o　f

Arg－based　salt　bridges　may　contributes　to　the　the㎜otoIerance　oM卿∫cα1∫3　SKU　l　100（the

thermo－stability　ofproteins　in．4．〃gρたα1∫5　SKU　1100）．
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INTROI）UCTION

　　　　　　Acetic　acid　bacteria（AAB）are　Gram－negative　strictly　aerobic　bacteria，　which　are

classified　into　twelve　genera，　ofwhich　the　major　genera　areオcε∫oゐαc’θ7，　G1㍑ooηoろαc’ε7，　and

G1μooηocε∫oわαc∫ε7（Cleenwerck　et　al．，2002；Loganathan　and　Nair，2004；Jojima　et　al．，2004；

Yukphan　et　al．，2005，2008，2009；Greenberg　et　al．，2006）．　AAB　oxidize　various　sugars　and

alcohols　hlto　the　corresponding　acids．　In　particular，オoε∫oわααεアsp．　has　been　used　f卜om

ancient　times　fbr　industrial　vinegar　fbrmentation　because　of　their　high　ethanol－oxidizing

ability．　Industrial　acetic　acid　fbrmentation　is　carried　out　at　25－30°C，　and　thus　requires　a

cooling　system　to　maintain　the　temperature　of　the　culture　ffom　the　fbrmentative　heat

generation．　Recent　global　warming　leads　to　fhrther　expenses　fbr　the　cooling．　There食）re，

魚vorable　AAB　that　can　work　properly　near　or　above　40°C　are　needed．

　　　　　　Thermoto　lerant　bacteria　are　so－called　mesophilic　bacteria　but　grow　at　temperatures　5

to　10°C　higher　than　typical　mesophilic　stra血s　ofthe　same　genus　or　the　same　species（Manaia

and　Moore，2002；Ndoye　et　al．，2006）．　These　strains　are　dif飴rent　fbom　so－called　thermophilic

bacteria，　which　are　defined　as　strains　with　an㎞ate　ability　to　grow　above　60°C（Saeki　et　al．，

1997；Sikorski　et　al．，2008）．　Therefbre，　it　is　conceivable　that　these　thermotolerant　strains　have

acquh・ed　their　growth　phenotype　by　adapting　to　a　habitat　with　a　higher　temperature，　such　as

tropical　regions（Ndoye　et　al．，2006；Saeki　et　al．，1997）．

　　　　　　Previously，　we　isolated　a　thermotolerant　strainオcε∫oわαc’εアsp．　SKU　l　100　f卜om丘uits

in　Thailand，　which　is　now　called、4cε∫oゐoc∫ε7〃（男ρ∫cα1∫εSKUllOO（Deeraksa　et　al．，2005，

2006；Moonmangmee　et　al．，2002）．　This　strain　can　grow血shaking　culture　above　40°C，

which　is　higher　than　that　of．40ε’oゐαc’θ7．ρα5∫例r1α朋5　NBRC3283，　which　can　grow　up　to　38

°C（non－acetic　acid　fbrmentation　condition）．　In　addition　to　the　complete　genome　ofオ．

ρα訂ε㍑ア∫α朋5NBRC3283－01（Azuma　et　al．，2009），　we　have　recently　obtained　the　draf㌃

genome　ofオ．〃（ψ∫oα1∫5　SKUllOO（GenBank　accession：BABSO1000001－BABSO1000773），

which　may　enable　us　to　elucidate　the　thermotolerance　mechanism　of　AAB．　It　has　been

reported　that　Lys　to　Arg　substitutions　are　the　important　factor　to　generate　the㎜o－stability　in

prote辻L　structure　ofthermophilic　bacteria（Vieille　and　Zeikus，2001）．　These　substitutions　are

also　thought　to　be　the　important　factor　to　generate　thermo－stability　in　protein　structure　of

thermotolerant　bacteria（Nishio　et　al．，2003）．　In　addition，　it　has　been　suggested　that　salt

bridges　fbrmed　with　Arg　residues，　rather　than　Lys　residues，　are　more　stable　and　thus

contribute　to　the　thermo－stability　ofproteins（Bae　and　Phillips，2004，2005；Liu　et　al．，2008）．
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　　　　　　In　the　present　study，　to　investigate　the　relationship　between　thermotolerance　and

am㎞o　acid㎜tation　of　o丘hologous　prote血s飴r　AAB，オ．吻lco1∫3　SKU　1100　genome　was

compared　with　that　ofmesophilic　AAB　straiM．　pα5磁ア加μ31FO3283－01㎞te㎜s　ofamino

acid　substitutions．　In　addition，3－D　models　of　the　orthologous　proteins　were　constmcted　to

elucidate　salt　bridge－fbrming　residues，　because　ofLys　to　Arg　substitutions　being　increased　in

the　thermotolerant　stra㎞．　The　results　obtained㎞our　study　clearly　suggested　that　Arg－based

salt　bridge　have　contributed　to　evolutional　change　in　this　strain　in　terms　of　its

thermoto　lerance．

MATERIALS　and　METHODS

Bacterial　strains

　　　　　　オ．かqρ∫cα1∫5SKU　1100（NBRC　101654）and．4．1ワ05‘ε解∫αη媚NB　RC3283　were　used

in　this　study．　These　strains　were　cultured　in　potato　medium（0．5％glucose［D1，2％glycerol

［G］，1％yeast　extract［Y］，1％peptone［P］，　and　l　50　ml／L　ofpotato　extract）or　YPGD　medium

（0．5％each　ofY，　P，　G，　and　D）（Deeraksa　et　al．，2005）．

Comparative　analysis　of　orthologous　genes

　　　　　　The　draft　genome　assembly　（GenBank　accession　numbers：BABSOlOOOOO　1－

BABSO1000773）of．4．かρρ∫cα1∫5　SKU　1100（NBRC　101654）and　the　previously　published

complete　genome　sequence　of．4．　pα3’θ解∫αη粥IFO3283－01　were　used　fbr　the　comparative

genome　analysis（Azuma　et　al．，2009）．　Althoughオ．　pα5’ε副α朋31FO3283－01　have　6　plasmid

sequences，　only　the　chromosome　sequence　was　used　fbr　this　analysis．　Homologous　genes

were　identified　by　homology　searches　in　an　amino　acid　sequence　using　the　BLASTP　filtering

expectation　value　of　identity≧70％，　e－value≦1．OE－30，　and　sequence　overlap≧70％

（Altschul　et　al．，1997）．　When　the　best　hit　was　identical　to　the　query，　the　ORFs　were　regarded

as　being　orthologous　genes．　Putative　localization　oforthologous　proteins　was　evaluated　using

the　PSORTb　program（Gardy，　Spencer，　et　al．，2003；Gardy，　Laird，　et　al　2005）．　Multiple

sequence　alignment　between　o曲ologous　prote血s　was　per鉛㎜ed　using　ClustaIW（Larkin　et

al．，2007）．　Nucleotide　sequence　alignment　of　orthologous　genes　was　achieved　fヒom　amino

acid　sequence　alig㎜ent　us㎞g　house－written　ruby　script．

Compamtive　modehng　of　orthologous　proteins
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　　　　　　Initially，　BLASTP　search　of．4．．ρα5’θ副αηπ50rthologous　proteins　were　perfbrmed

aga㎞st　pdbaa　database（identity≧20％，　e－value≦1．O　E－10，　and　sequence　overlap≧70％）to

且nd　homoIogous　sequences　of㎞own　prote血structures．　The　pdbaa　database　was

downloaded丘om　the　NCBI　FTP　site　at　ftp：／／ftp．ncbi。nih．gov／blast／db／．　Satisfシing　the

BLASTP　criteria，　sequence　alignments　between　query　and　top　hit　protein　were　constructed

using　ClustalW（Larkin　et　al．，2007）．　From　sequence　alignment，3－D　models　ofオ．

ρ05魏磁朋30rthologous　prote血s　were　built　us血g　Modeller　gv7（Eswar　et　al．，2006；Marti－

Renom　et　al．，2000；Sali　and　Blundell，1993；Fiser　et　al．，2000）．　In　addition，3－D　models　ofオ．

かρρ∫cα1∫5were　constructed　withオ．μ5∫θ㍑r∫α鰍53－D　model　stnlcture　as　template．　The

resulting　3－D　models　were　used　fbr　the　detection　of　salt　bridge　interaction．　The　criterion　fbr

dete㎜in血g　salt　bridges　was　as飴llows：distance　between　carboxyl　oxygen　atoms　on　the　side

chain　of　Glu　or　Asp　andε一nitrogen　atoms　on　the　side　chain　ofArg　within　5．00　A（Liu　et　al．，

2008）．

RESUI、TS　and　DISCIJSS豆ON

Characterization　of．4．’γρρ’c〃菰5　SKU1100　and！｛．　pα5’2配7’α朋5　NBRC3283

　　　　　　The　growth　abilities　ofthe　two　closely　related　species，！望．〃ρρ∫cα1∫5　SKU　1100　and．4．

ρα5∫ε岬∫α朋5NBRC3283，　were　compared　at　high　temperatures．　As　shown　in　Fig．1．1，　it　was

fbund　that　both　species　could　grow　well　on　YPGD　agar　plate　up　to　39°C，　although　SKU　1100

grew　better　than　NBRC3283．　However，　over　40°C，　the　growth　of　NBRC3283　was　largely

repressed，　while　SKUllOO　could　grow　even　at　41°C．　Thus，！望．かqρ∫oo1∫5　SKUl100　was

considered　as　a　the㎜oto　lerant　AAB　strain　thanオ．ρα伽磁η祝3　NBRC　3283．

Comparison　of　amino　acid　composition　of　orthologous　gro叩s

　　　　　　The　1，242　highly　conserved　orthologous　groups　between．4．∫7qρ∫co1∫5　and．4．

p耐θ副o朋5were　dete㎜ined（see　Materials　and　Methods）and　used　fbr　the　comparison　of

amino　acid　composition．　The　number　of　orthologous　genes　as　a　fUnction　of　GC　content　is

shown　in　Fig．1．2．　The　peak　ofORF　number　inオ．〃gρ∫co1∫5　shifts　to　a　higher　GC　content　than

that　of．4．　pα8’ε㍑7∫α朋8．　The　dif琵rences　in　average　GC　content　between　the　two

microorganisms　are　directly　ref【ected　in　the　GC　content　of　the　ORFs．　The　amino　acid

composition　of　the　protein　coding　regions　was　analyzed，　as　shown　in　Table　1．1．　Ala，　Arg，

Asp，　Gly，　Leu，　Thr，　and　Val　are　more　ffequently　used　inオ．〃qρ∫oo1∫5　thanオ．．ρ05ごθ副α朋5，

which　results　in　the　higher　GC　content　of．4．〃ρρ∫co1’5．
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Fig．1．1　Growth　comparison　of／望．〃gρ∫cα1’3　SKU　l　100　and．4．ρα5‘εμガ研π5　NBRC3283　at

various　temperatures　under　non－fbrmentation　condition．

These　straills　were　pre－cultured　in　potato　medium　until　its　turbidity　reached　l　50　Klett　units　at　30°C

Then，　the　cultures　were　diluted　l　O－1，10曹2，10－3，0r　l　O－4　times．7μl　of　the　diluted　solutions　was　spotted

onto　YPGD　plates，　which　were　incubated　at　37°C，39°C，40°C，41°C，　or　42°C　fbr　24　h　and　48　h．　In

each　panel，　the　upper　lane　shows　the　spots　of浸．ヶ（麗cα1∫∫and　the　lower　lane　shows　those　of．4．
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　　　　　　The　number　of　codons　per　1，000　bases（ffaction　values）of　GCC（Ala），　GCG（Ala），

GAC（Asp），　GGA（Gly），　GGC（Gly），　GGG（Gly），　CTC（Leu），　CTG（Leu），　CGG（Arg），　Thr

（ACC），　and　Thr（ACG）are　increased（data　not　shown）．　Nishio　and　coworkers（2003）have

reported　that　thermotolerant　corynebacteriu叫Coκγηε肋c’ε吻〃2げc∫εη5，　has　more　rare

codons，　GGG（Gly）and　CGG（Arg），　than　mesophilic　Coぴηθわαc’εア∫π〃291厩α加c躍．　Our

results　showed　the　same　tendency　with　respect　to　CGG（Arg）codon．　Increased　number　of

CGG　codons　may　be　correlated　with　thermotolerance　ofbacteria，　as　described　below．

T紐ble　1．1　Amino　acid　cor口position　ofprotein　coding　regions

Number Percentage（％）

Amino　acid　！望．　pα3燃吻η㍑5　オ．17ρρ∫cα1∫3 オ．．ρα∫伽r燃π5オ激～ρたα1∫5

Ala

Arg

Asn

Asp

Cys

Gln

Glu

Gly

His

IIe

Leu

Lys

Met

Phe

Pro

Ser

Thr

Trp

Tyr

Val

Total

52，531

30，006

13，086

24，580

　4，565

16，433

26，011

38，044

10，739

23，081

46，125

16，680

11，880

16，331

24，569

24，504

25，525

　　5，913

10，362

33，984

454，949

53，062

30，584

12，292

25，095

　4，393

15，724

25，716

38，690

10，504

22，544

46，647

16，109

11，506

16，258

24，745

24，815

25，927

　　5，867

10，278

34，193

454，949

11．55

6．60

2．88

5．40

1。00

3．61

5．72

8．36

2．36

5．07

10．14

3．67

2．61

359

5．40

5．39

5．61

1．30

2．28

7．47

11．66

6．72

2．70

5．52

0．97

3．46

5．65

8．50

2．31

4．96

10．25

3．54

2．53

3．57

5．44

5．45

5．70

1．29

2．26

7．52
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Comparison　of　amino劉cid　substitution　of　orthologous　groups

　　　　　　To　investigate　the　direction　of　a血no　acid　mutation，　the　biased　amino　acid

substitution　of　l，2420rthologous　genes　between、4．ρα5’θ曜∫α朋8　and．4．∫7ρρ∫cα1’5　was

calculated，　The　amino　acid　sequences　of　1，2420rthologous　proteins　were　aligned　using

Clusta1W（Larkin　et　al．，2007）．　Amino　acid　substitutions　betweenオ．　pα5魏7加π3　andオ．

〃gρ∫cα1∫5were　extracted　and　compared（Table　1．2）．

　　　　　　The　results　clearly　showed　high　substitution　fヒequency　of　large　to　small　residues

（Met－Leu，　Glu－Asp，　Lys－Arg，　Glu－Ala　and　Ile－Val）fヒomオ．ρα8磁7加〃3　toオ．∫rρρ∫cα1∫3．　It

has　been　reported　that　large　to　small　hydrophobic　residue　substitutions　of　subunit－subunit

interface　stabilize　the　thermal　stability　of　protein（Ohkuri　and　Yamagishi，2003）．　However，

some　previous　studies　have　suggested　that　large　to　small　hydrophobic　residue　substitutions　of

buried　hydrophobic　core　destabilize　the　thermal　stability　ofprotein（Vieille　and　Zeikus，2001；

Pace，1992）．　Thus，　although　such　many　amino　acid　substitutions　occur　between　each　two

orthologous　proteins，　it　is　difficult　to　evaluate　the　ef飴ct　of　each　amino　acid　substitution．

Even　though，　these　mutations　can　be　speculated　to　make　more　co町）act　packing　structure，

and　to　decrease　the　confb㎜ational　flexibility．　The　decreasing　ofconfbrmational　flexibility　is

important　factor　fbr　the　thermal　stability　of　protein（Liu　et　al．，2008）．　Therefbre，　we

hypnotized　that　the　decreasing　of　confbrmational　flexibility　due　to　such　the　amino　acid

exchange　stabilizes　the　protein　structure　in　thermotolerant　strain．　Of　the　amino　acid

substitutions　occurred，　Lys　to　Arg　substitutions　ffomオ．、ρα∫∫ε副oη麗5　toオ．〃qρ∫cα1∫5　were

paid　attention．　Some　previous　studies　have　suggested　that　Lys　to　Arg　substitutions　affbct　the

ther㎜l　stability　of　proteins　in　both　thermophilic　and　thermotolerant　bacteria（Vieille　and

Zeikus，2001；Nishio　et　al．，2003）．　Several　properties　ofArg　residues　are　thought　to　be　better

adapted　to　high　ter填peratures　than　Lys　residues（Vieille　and　Zeikus，2001），元ncluding　the　fact

that　the　Arg一δ一guanido　moiety　has　a　reduced　chemical　reactivity　due　to　its　high　pKa　and　its

resonance　stabilization．　Indeed，　it　has　been　reported　that　thermotolerant　C．のc∫8η5・have

more　Arg　residues　than　mesophilic　C．　g1厩α加c㍑〃2（Nishio　et　a1．，2003）．

　　　　　　In　addition，　Arg　or　Lys　residue　has　been㎞own　to鉛㎜asalt　bridge　with　either　Glu

or　Asp　residue，　and　it　has　been　suggested　that　the　salt　bridge　fbrmed　with　Arg　and　Glu（or

Asp）confbrs　a　strong　stabilizing　mechanism　fbr　hyperthermophilic　proteins（Vieille　and

Zeikus，2001）．　Besides，　many　other　substitutions　to　Asp　and　Arg　were　observed（Asn－Asp，

12



Gln－Arg　and　His－Arg）．　Increasing　ofAsp　and　Arg　residue　may　contribute　to　the　increasing　of

the　Arg－based　salt　bridges，　which　contribute　to　the　thermo－stability　of．4．∫7gρ∫cα1∫8　proteins．

Table　1．2　Comparison　ofamino　acid　substitution　pattems　in　orthologous　genes　between且

一ρα5’釧7∫α朋81FO3283－Ol　and．4．かgρ∫6α1∫5　SKUllOO．

．4．」ρ05’θ躍∫α朋5　．4．〃qワ∫cα1∫3　Forward　Reverse

Glu

Lys

Met
Asn
Ile

Ile

Gln

Glu

Asn
His

Asp

Arg

Leu

Asp

Leu

Val

Arg

Ala

Thr

Arg

1，889

1，477

1，077

　781

1，310

2，535

　738

1，027

　375

　513

1，621

1，227

　842

　548

1，101

2，356

　574

　872

　235

　382

Evaluation　of　the　number　of　salt　bridge一食〕rming　Arg　residues

　　　　　　To　evaluate　the　number　of　salt　bridge－fbrming　Arg　residues，　comparative　models　of

orthologous　proteins　were　constructed．　Comparative　modeling　predicts　the　three－dimensional

structure　ofagiven　target　prote血sequence　primarily　on　the　basis　ofits　alig㎜ent　to　prote㎞s

of㎞own　structure　as　templates．　The　prediction　process　consists　of　fbld　assignment，　target－

template　alignment，　and　model　buildhg．　Initially，　we　perfb㎜ed　a　BLAST　search　against　the

pdbaa　database（identity≧20％，　e－value≦1．OE－10，　and　sequence　overlap≧70％）to　fhld

sequences　homologous　to　proteins　of㎞own　three－dimensional　structures．　Satis取ing　the

BLAST　criteria，7370rthologous　groups　were　fbund　to　have　close　homologues　in　Protein

Data　Bank（data　not　shown）．　Using　ClustalW，7370曲ologous　amino　acid　sequences　oM．

ρα5醜磁朋5were　aligned　with　template　sequences．　Model　building　was　perfbrmed　using

Modeller　gv7．　To　reduce　alignment　error　between　two　orthologous　proteins，3－D　models　ofオ．

〃ρρ∫cα1∫∫were　constructed　withオ．ρ05勧吻朋33－D　model　structure　as　a　template．　We

fbund　253　substitutions　fヒomLys　to　Arg　in！望．〃ρρ10α1∫3　in　the　7370rthologous　proteins．　Fig．

1．3shows　one　example　of　a　substitution　in　the　structural　model　between　orthologous　NAD－

dependent　alcohol　dehydrogenases　ofノ望．。ρα5’θ㍑r∫αηz43　andノ望．〃qρ∫cα1∫＆In　case　of　the　latter

enzyme，　Arg　28，　which　substitutes　fbr　Lys　of　the　protein　inオ．ρ05’6〃伽〃∫，　fb㎜s　a　salt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13



bridge　with　two　Asp　residues，　Asp　30　and　Asp　131．　In　contrast，　original　Lys　28　in．4．

pα8磁7∫α朋5has　fbrms　a　Lys－based　salt　bridge　with　only　Asp　131　residue．

　　　　　　Thus，　the　total　numbers　ofArg－based　salt　bridges　were　compared　in　the　737　proteins

between．4．〃（ψ∫cα1∫3　and．4．ρα5’επ7’α朋5．　As　shown　in　Table　1．3，0f　the　737　proteins，363

proteins　have　a　higher　number　ofArg－based　salt　bridges　in！4．〃ρμcα1∫5　when　compared　with

those　ofオ．　pα5’ε㍑磁η〃3，　while　241　proteins　have　a　lower　number　of　salt　bridges　in．4．

〃ρρ∫cα1∫3．Another　134　proteins　have　the　same　number　ofresidues　betweenオ．〃ρρ∫co1∫5　and

オ．ρα5∫ε副α朋8．When　examining　the　subcellular　localization　of　these　proteins，　the　proteins

with　a　higher　number　of　Arg－based　salt　bridges　in．4．か（ψ∫cα1∫3　are　observed　among　the

soluble　proteins，　cytoplasmic　and　periplasmic　proteins，　while　the　proteins　with　less　salt

bridges　are　membrane　proteins．

Table　1．3　Comparison　ofthe　number　of　salt　bridge－fbrming　Arg　residues　in　the　orthologous

genes・

Three　dimensional　structure　models　were　constructed　fbr　7370rthologous　pairs　betweenオ．かgρ∫cα1∫5

andオ．pα8磁磁η㍑5．　In　each　stnlctural　pair，　number　of　Arg－based　salt　bridges　was　compared．　If　the．4．

’7ρρ’cα1∫30rtholog　has　higher　salt　bridge　number　thanオ．ρα5’θ副αη鋸ortholog，　it　was　counted　as

“Higher　in．4．〃gρ∫cα1∫8つラ，　and　vice　versa　as‘‘Higher　in．4．ρα5∫ε纏α朋∫”．　Furthermore，　these

comparisons　were　separated　in　their　localization．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

Subcellular

lOCariZatiOn

Total

number　of

orthologous

groups　　　Number　of　saIt　bridge－fbrming　Arg　residues

Higher　in．∠1．

〃qρ∫cα1∫5

Higher　inノ望．

1フ03’θ〃ηαη〃3

No

diffbrence

Cytoplasmic

Cytoplasmic　Membrane

Outer　Membrane

Periplasmic

Extracellular

Unkno　wn

Total

394

57

13

17

1

255

737

205

21

4

11

0

121

362

123

28

5

3

1

81

241

66

　8

4

　3

　0

53

134

14
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Fig．1．33D　modeled　structure　and　muItiple　alignments　with　template　sequence．

（A）　Structural　model　of　NAD－dependent　alcohol．dehydrogenase　（／望．〃ρρ’cα1∫3　SKUllOO：

ATPR＿0541　and、4uρα5‘θπ擁αημ51FO3283－O　l：APAO　LOO250）．　Salt　bridge－fbrming　residues　are

represented　by　stick　model．　In、4．’rρρ∫cα！∫εmodeled　structure，　Arg　28　fbrms　salt　bridges　with　two

Asp　residues，　Asp　30　and　Asp　l　31，In　contrast，　Lys　28　in／1．ρα5∫α1ぜαηz‘31nodeled　structure　has　fbrms

aLys－based　salt　bridge　with　Asp　131residue．　The　ngure　was　prepared　uslng　PyMOL　O99（Delano，

2002）．（B）Salt　bridge－fbrming　residue　pairs　are　underlined．
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Due　to　the　alignment　error　and　incorrect　side　chain　rotamers，　modeling　stmcture　is　not　very

accurate　in　some　cases．　However，　more　broad　range　cut－off　value　ofsalt　bridges（6－7A）also

showed　same　tendency（data　not　shown）．　Therefbre，　it　had　been　thought　that　the　increased

number　of　Arg－based　salt　bridges　contributes　to　the　thermo－stability　of　proteins．　Side　chain

structure　ofprotein　sometime　has　high　flexibility　in　solution．　Therefbre，　to　evaluate　the　more

precious　Arg－based　salt　bridge　interactions，　molecular　dynamics（MD）simulations　of

o曲ologous　proteins　should　be　per鉛㎜ed．

　　　　　　In　the　present　study，　we　investigated　the　amino　acid　substitutions　between

オoθ∫oわoc∫εアかρρ∫cα1∫5　andオcε∫oわαo∫671ρ03∫ε〃7∫α朋5．　Analysis　of　amino　acid　substitutions

丘omオ．　pα5∫ε副α朋5　toオ．〃（～ρ∫cα1∫5　showed　that　a　large　number　of　large　to　small　residue

substitutions　and　Lys　to　Arg　substitutions　has　occurred，　both　of　which　may　contribute　to

increase　the　thermal　stability　of　proteins．　Comparative　modeling　study　of　the　orthologous

proteins　showed　that　the　increased　number　of　Arg　inオ．卿ρ∫cα1∫30rthlogous　proteins　is

largely　invo　lved　in　a　salt　bridge　fbrmation．　Recently，　Kanchanarachε’α∠（2010）have

repo賃ed　that　qu血oprotein　alcoho　l　dehydro　genases　ofthe㎜otolerant遵cε’oわαc’ε7　stra㎞s　have

slightly　higher　optimal　temperature　and　heat　stability　than　those　of　mesophilic　strains．

There貴）re，　we　suggest　that　at　least　the　increased　number　of　Arg－based　salt　bridges　may

contribute　to　the　thermo－stability　ofproteins　and　thus　to　the　thermotolerance　ofオ．〃ρρ∫cα1∫3

SKUl100．
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CHAPTER　2

Structural　characterization　of　pelhcle　polysaccharides　ofノ望c8∫oわαα6アか叩∫cα1∫5

SKU1100　wild　type　and△ρo班ヲmumnt　strains

ABSTRACT

Mutant　ofオoε∫oわαc‘ε〃7⑫cα1∫3　SKU　1100（R）strain，△ρoZE　defbctive　in　pellicle　fbrmation，

excrete　exopolysaccharide（EPS）jhstead　of　capsular　polysaccharide（CPS）that　is　produced

by　the　wild－type．　We　carried　out　structural　analysis　ofwild　t》pe　CPS　and△ρoZE　mutant　EPS

us血g　monosaccharide　composition　analysis，　methylation　analysis，　and　lH　and　l3C　NMR

spectroscopy．　Wild－type　CPS　and△ρoZE　mutant　EPS　had　a　branched　hexasaccharide

repeat血g　unit　composed　of　two　moles　of　2，3一α一L－rha㎜opyranosyl，　and　one　mole　each　of　6一

β一D－galactop脚osyl　and　2一α一D－glucopyranosyl　residues，　of　which　the　rha㎜o　syl　residues

were　branched　by　terminal一β一D－galactofUrano　syl　and　terminal一α一D－glucopyrano　syl　residues．

By　comparing　the　two　stmctures，　it　was　suggested　that　PorE　may　control　the　switching　of

EPS　to　CPS　by　adding　some　residue，　e．g．β一D－galactopyranosyl　residue，　to　2，3一α一L－

rha㎜op∬anosyl　residue　to　make　2，3，4一α一L－rha㎜osyl　residue　which　leads　to　CPS鉛nnation．
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INTROI）UCTION

　　　　　　Polysaccharide　production　is　co㎜on　among　both　Gram－positive　and　Gram－negative

bacteria．　These　polysaccharides　are　classified　accord血g　to　their　cellular　association　into

capsular　polysaccharide（CPS），　which　is　permanently　attached　to　outer　surface　of　the　cells，

and　exopolysaccharide（EPS）which　is　secreted　into　the　growth　medium．　Attention　has　been

paid　to　bacterial　polysaccharides　due　to　thehl　importance　in　bacteria－host　interaction，　and

biofilm　fbrmation（Roberts，1996），　stress　adaptation（Ferreh亀a　et　aL，2010），　resistance　to

desiccation（Ophir＆Guntnick，1994），　and　their　applications　in　fbod　industry（Sutherland，

1994）．

　　　　　　Acetic　acid　bacteria　are　Gram－negative　obligate　aerobes　belonging　toα一proteobacteria

subdivision　and　well㎞own　as　vinegar　producers．　In　order　to　keep　high　aeration　state，　almost

a1L40ε’oゐαc’ε7　species　have　ability　to　grow　floating　in　static　culture　by　producing　a　pellicle

in　the　surface　of　culture　medium．　This　pellicle　is　an　aggregation　of　cells　in　the　liquid－air

interface　in　which　cells　are　tightly　associated　with　each　other　by　polysaccharides　and　other

extracellular　matrix　on　the　cell　surface．　The　pellicle　polysaccharides　occur　as

homopoIysaccharide　of　cellulose　which　is　produced　by　G1祝coηαcθ∫oわαc婬茂γ伽π5，0r　as

heteropolysaccharides　such　as　CPS　produced　by！1　cε∫oわoαεア∫π（～ρ∫cα1∫5　SKU　1100　consisting

of　glucose，　galactose，　and　rha㎜ose（Moo㎜angmee　et　al．，2002b）or　CPS　of忽oろαc∫θr

αoε∫∫IFO3284（reclassified　as．4cθ’oわαc飽アpo3∫εz〃∫αη㍑5　subsp．　Lovaniensis）consistj血g　of

glucose　and　rha㎜ose（Moonmangmee　et　al．，2002a）．忽oわαc∫ε脚5燃αη〃31FO3284

produces　two　diffbrent　types　ofcolony　on　agar　surface；rough　surfaced　colony（R　strain）and

smooth　surfaced　colony（S　strain）．　The　R　strain　can　produce　pellicle　which　allows　it　to　fbat

on　the　medium　surface　in　static　culture，　while　S　strain　cannot　produce　pellicle　in　static　culture．

The　R　and　S　strains　are　interconvertible　by　spontaneous　mutation（Matsushita　et　al．，1992）。

　　　　　　The　genetic　study　ofpolysaccharides　in　acetic　acid　bacteria　has　shown　that　theαc∫

（Saxena　et　al．，1994）and　theわc3（Wong　et　al．，1990）operons，　in　addition　to　ORF2　gene

（Nakai　et　al．，2002），　are　involved　in　cellulose　biosynthesis，　and　theα06RgP　operon　in　acetan

biosynthesis　in　Gα．η1伽3（Ishida　et　al．，2002）．　Moreover，　a　gene　cluster，ρo伍βα）E，

required　fbr　pellicle　fbrmation　in　the　R　strain　of．4．〃ρρ∫cα1∫5　SKU1100，　has　been　identified

（Deeraksa　et　al．，2005）．　In　this　operon，　po乙4Bωshowed　high　similarity　toψβオα）genes

which　are血volved血d－TDP－L－rha㎜ose　bios狐thesis，　while　poIE，　a　novel　gene　downstream

of1ワo乙48CD，　had　a　relatively　low　similarity　to　glycosyltransfbrases．　The　disruption　of　this

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18



gene　caused　the　bacteria　not　to鉛㎜pellicle㎞static　culture　because　of　no　capsular

polysaccharide　production．　Interestingly　instead，　the　mutant　cells　secreted　EPS　in　the　culture

medium（an　S　strain　like　phenotype）．　Moreover，　the　mutation　sites　in　S　strain　ofオ．〃qρ’cα1∫5

SKU1100　are　fbund　to　be　in　a　7　C　repeated　residues　in　the　coding　region　of．ρ01E　gene．　Hence，

it　was　hypothesized　that　the．ρoZE　gene　may　be　involved　in　the　switching　ofCPS　to　EPS．

　　　　　　In　this　study，　we　elucidated　the　stnlctures　of　the　wild　type　CPS　as　well　as　EPS　of

Aρ01E　mutant　ofオ．かρρ’oo1∫3　SKU1100（R）．　Based　on　the　structural　infbrmation，　the

fUnction　of1ワ01E　gene　was　also　discussed　here．

MATER豆ALS　and　METHOI）S

BaCterial　StrainS　and　CUItUre　COnditiOnS

　　　　　　．4．かqρ∫oo1∫5　SKU　1100（R）strain　and　its　mutant△ρoZE（Deeraksa　et　al．，2005）were

used　in　this　stud払In△ρ01E　mutant，　the」ρoZE　gene　was　disrupted　by　insertion　of　Tn10

transposon．　All　strains　were　grown　at　30°C　in　potato　medium（Deeraksa　et　al．，2005）．

Tetracycline　was　added　at　the　concentration　of　12．5μg／ml．

Purification　oL4．〃ρρ’c〃なSKU1100　CPS

　　　　　　The　CPS　was　puri且ed　according　to　the　method　of　Moonmangmee　et　al．（2002b）．

Briefly，10％of　the　seed　culture　was　inoculated　to　l　L　of　potato　medium　and　incubated　at

30°Cwith　shaking　fbr　30　h．　The　cells　were　then　collected，　washed　2　times　with　50　mM

phosphate　buffbr（pH　6．5），　and　resuspended　in　the　same　buffbr（l　g　cells／10　ml　buffbr）．　The

suspension　was　ultra－sonicated　us血g　sonicat血g　microprobe（TP－040，3㎜diameter，　TOMY

TECH，　INC）fbr　20血n，　centrifUged，　and　ultra－centrifUged　to　remove　cell　debris．　DNase

（50μg／ml）was　added　to　the　supernatant　and　it　was　incubated　at　37°C　ovemight，長）llowed　by

an　additional　overnight　incubation　with　100μg／ml　proteinase　K　at　37°C．　The　suspension　was

then　subjected　to　dialysis　aga㎞st　25　mM　Tris－HCl　buf飴r（pH　8．5）ovemight．　A丘er

centrifUgation　to　remove　precipitate，　the　supematant　was　applied　to　a　DEAE－cellulose

colu㎜and　eluted　with　25　mM　Tris－HCI（pH　8．5）．　Polysaccharide倉actions　were　dete㎜血ed

by　pheno　l－sulfUric　acid　assay（Dubois　et　al．，1956），　pooled，　ultra－centrifUged，　and　precipitated

with　2　volumes　of　cold　ethanol．　The　precipitated　polysaccharide　was　then　disso　lved　in　O．1M

NaCl　and　applied　to　a　Superdex　S－200　colu㎜．　The　polysaccharide仕actions　were　pooled　and

precipitated　with　2　volumes　ofcold　ethanol．
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Purification　of　Aρo班ヲmutant　EPS

　　　　　　The　EPSs　of助o班㎜tant　was　puri且ed丘om　culture　media　by　basically　the　same

method　as　described（Deeraksa　et　al．，2006）．　The　cultivations　were　perfbrmed　in　l　L　ofYPG

medium（5％glycerol，0．5％peptone，　and　O．5％yeast　extract）fbr　2　days．　The　cells　were

removed　by　centrifhgation（9000　x　g　fbr　10　min　at　4°C）．　The　culture　media　was　then

collected　and　concentrated　to　one　third　using　ultra　filtration（20KD　cutof£Advantec），

お110wed　by　DEAE－cellulose　colu㎜chromatography　as　described　above．　Polysaccharide

丘actions　were　then　pooled，　and　treated　as　described　above，　and　applied　to　a　Sephacryl　S－400

colu㎜equilibrated　with　O．1　M　NaCl．　Polysaccharide倉actions　were　combined　and

precipitated　with　2　volumes　ofcold　ethanol．

Monosaccharide　composition　and　molecular　size　analysis

　　　　　　The　monosaccharide　composition　was　analyzed　us㎞g　trimethylsilyl（TMS）

methylglycoside　method　as　described　by　Wozniak　et　aL（2003）．　Aliquots　of　300一μg　of　each

polysaccharide　were　lyophilized，　and　then，　mixed　with　500μl　of　IM　methanolic　HCI　and

heated　fbr　16hat　80°C．　The　methanolysis　product　was　dried，　fbllowed　by　the　addition　of20

drops　of　methanol　and　drying　2　times．　The　samples　were　then，　acetylated　with　pyridine　and

acetic　anhydride　in　methano　l　in　a　1：1：2　ratios　at　room　temperature　fbr　30　min，　fbllowed　by

per－0－trimethylsilylation　with　200μl　of　Tri－Sil（Pierce）and　heating　R）r　20　min．　Then　it　was

dried，　dissolved　in　2　ml　of　hexane，　centrifUged，　filtered　through　glass　wool，　and　dried　down

to　100μ1．　Aliquots　of　1μl　were　analyzed　by　GC－MS（Agilent　6890N），　us血g　a　HP－5m

capillary　colu㎜（Agilent　30　m　x　O．25㎜）and　mass　selective　detector（electron　impact

ionization　mode）．　The　oven　te卿erature　was　pro暫a㎜ed　to㎞crease丘om　80°C（2　m血），　to

140°C（2min）at　a　rate　of20°C／min，　to　200°C，　at　a　rate　of2°C／min，　and　to　250°C，（5　min）at　a

rate　of30°C／min．　The　resulting　peaks　were　identified　by　conlparing　the廿retention　times　with

those　of　standard　sugars　using　inositol　as　intemal　standard．　For　quantification，　detector

response　factors（RF）were　calculated　fbr　each　standard　sugar　fヒom　peak　area　and　weight　of

standard　sugars　and　internal　standard．　RF　values　were　used　to　calculate　the　weight　of　each

cornponent．

　　　　　　Molecular　size　was　dete㎜㎞ed　by　ge田ltration　chromatography　on　Sephacryl　S－400

colu㎜（1．6　cm　x　90　cm）equilibrated　and　eluted　with　O．lMNaCl　at　a　now　rate　of　lmレmin．

Polysaccharide丘actions　were　monitored　l）y　phenol－sulfUric　acid　assay．　Pullulan　P－100（100
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KD），　P－400（376　KD），　and　P－800（758　KD）were　used　as　molecular　size　standards（Showa

Denko　K．K．，　Tokyo，　Japan）．

Glycosymnkage　ana且ysis

　　　　　　The　purified　polysaccharides　were　methylated，　hydro　lyzed，　reduced，　and　acetylated．

The　partially　methylated　alditol　acetates（PMAAs）thus　obtained　were　analyzed　by　GC－MS

according　to　York　et　al．（1985）．　Aliquots　of　each　polysaccharide（1．O　mg）were

permethylated　using　the　method　of　Ciucanu　and　Kerek（1984），　The　samples　were　suspended

in　l　ml　of　DMSO，　mixed　with　O．7　ml　of　l　M　NaOH　in　DMSO，　and　incubated　fbr　10　min．

Then，0．l　ml　of　methyl　iodide　was　added　to　the　suspension　and　it　was　incubated　fbr　lO　rnin．

The　permethylation　was　repeated　twice　using　O．2　ml　ofmethyl　iodide　fbr　40　min　to　facilitate

complete　methylation　of　the　polysaccharides　in　the　second　methylation．　After　that，　the

permethylated　polysaccharides　were　extracted　in　organic　phase　of　1：1dichloromethane－water，

then　hydrolyzed　with　2　M　trinuoroacetic　acid（TFA）fbr　2　h　at　121°C，　and　reduced　with

sodium　borodeuteride（10　mg／ml血1Ma㎜onia）ovemight．　The　sa卿les　were　neutralized

with　methanolic　acetic　acid，　dried　in　methanol，　and　acetylated　with　O．25　ml　of　acetic

anhydride　and　O．23　ml　ofTFA　at　50°C　fbr　10　min．　After　extraction　into　the　organic　phase　of

dichloromethane－Na2CO3，　the　PMAAs　obtained　were　analyzed　by　GC－MS（Hewlett－Packard）

us㎞g　a　Sp2330　capillary　colu㎜（Supelco，30　m　x　O．25㎜）and　mass　selective　detector

（electron　impact　ionization　mode）．　The　oven　temperature　was　pro餌a㎜ed　to血crease丘om

80°C（2min）to　170°C　at　a　rate　of　30°C／min　and　to　240°C（20　min）at　a　rate　of4°C／min．　The

resulted　peaks　were　identified　by　comparing　their　retention　times　and　mass　spectra　with　those

ofPMAA　o　f　standard　sugars，　and　quantified　as　mentioned　above．

NMR　spectroscopy

　　　　　　NMR　analysis　was　done　us血g　a　Bmker　400　M　Hz　spectrometer　with　a　5㎜sample

tube，　which　was　kept　at　60°C．　Polysaccharide　samples　were　first　exchanged　with　D20　by

dissolving　in　D20　and　lyophilizing　3　times　to　minimize　the　residual　HDO．　Standard　pulse

sequences丘om　Bnlker　were　used　to　obtain　ID　proton，13c，2D　HsQc，　cosY，　TocsY，　and

NOESY　spectra．　Chemical　shiRs　were　reported　in　ppm　downfield丘om　intemal　sodium　3－

trimethylsilyl－（2，2，3，3，－2H4）－propanoate（TSP）．
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RESULTS

Glycosyl　composition　and　molecular　size　analysis

　　　　　　Glycosyl　compositional　analysis　using　trimethylsilyl　methylglyco　sides　revealed　that

CPS　of．4．〃ρρ∫c51’5　SKU　l　100（R）wild　type　strain　was　composed　of　glucose，　galactose，　and

rha㎜ose㎞approximately　equimolar　ratio．助o詔mutant　EPS　showed　the　same　glycosyl

composition　as　wild　type（R）CPS．　In　gel　filtration　chromatography，　EPS　of△ρoZE　was　eluted

monodispersely　earlier　than　that　ofwild　type　CPS（120　KD）（Moonmangmee　et　al．，2002b），

and　the　molecular　size　ofEPS　was　est㎞ated　to　be　around　620　KD．

Glycosyl　hnkage　analysis

　　　　　　In　order　to㎞ow　the　sugar　linkages　of　these　polymers，　methylation　analysis　of

puri且ed　polysaccharides　was　caπied　out．　As　su㎜arized㎞Table　2．1，　wild　t”e　CPS　contains

2，3－1血ked　rha㎜ose　residue，　te㎜㎞al　and　2－linked　glucose　residues，　tem血al　fUranose

residue，　and　6－linked　galactopyranose　residue　as　major　cornponents，　and　some　minor

components，　double　branched　2，3，4－rha㎜o　se，　te㎜㎞al　galactopyrano　se，　and　3－1櫨ed

rha㎜ose（Fig．2．　l　A）．　EPS　of卸01E　mutant　had　the　same　mψr　components　as　those　ofthe

CPS　and血creased　number　of　m血or　components　such　as　glucose，　galactose，　and　rha㎜ose

residues（Fig．2．1B）．　The　absence　ofthe　fhranose　residue　was　observed　in△goZE　mutant　EPS

（see　Chapter　3）suggest血g　that　the　te㎜inal蝕ranose　residue　observed㎞CPS　and助o沼

EPS　may　be　a　galactofUranose　as△gαZE　mutant　cannot　produce　galactose．　To　fUrther　check

this　possibility，　we　examined　the　electron　impact　ionization　mass　spectrum　of　the　te㎜inal

釦ranose　residue（Fig．2．2　A）compared　with　the　te㎜血al　galactop》牛anose　residue（Fig．2．2

B）．The　mass　spectrum　of　the　fbrmer　peak　was　diffbrent丘om　that　of　the　latter　peak，　but

rather　the　same　Spectnlm　as　te㎜inal　galactofhranose　electron　impact　ionization　spectrum

（Sassaki　et　al．，2005）．　Thus，　these　results　confirmed　that　the　te㎜inal　fUrano　se　residue　was　a

galacto　ft1rano　se．

NMR　analysis

　　　　　　Proton　and　l3C　NMR　spectroscopies　were　used　to　dete㎜血e　the　number　ofresidues　in

the　repeating　units　in．4．〃qワ∫co1∫5　SKU　l　l　OO　polysaccharides．　The　l　D　proton　spectrum　of．4．

∫rρμcα1∫5SKU1100　wild　type　CPS　showed　five　signals（A／B，　C，　D，　E，　and　G　in　Fig．2．3　A；

A／Bare　overIapped　as　shown　in　Fig．2．4）in　the　anomeric　region（4．4－5．5　ppm），　crowded　ring

region，　and　one　signaI　corresponding　to　methyl　group　of6－deoxysugars（CH3　in　Fig．2．3　A）．
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Table　2．1　Methylation　analysis　ofオ．〃吻oα1∫5　SKU　1100　wild　type　CPS，　and　AρoZE　mutant

EPS．

Sugar　residue

　　Moles％

SKUIlOO（R） △ρoZE　mutant

2，3・癒識鵬os傘

2－9蓋腿cose

Ter血na霊噌ga夏acto血夏ranose

6－galactose

Te】rn藪na垂一9嚢ncose

2，3，4－rhamnose

3－rh3mnos¢

Termina1－galactose

6脚91縦¢ose　　　　　　　　　　・

3－9亘ucose

3，4－glucose

2，6－glucose

2Lr触mnose

4，6－galactose

・レ91視¢ose

2，3－glucose

33．5

18．6

17．3

14．1

14．8

0．69

0．34

0．34

NF

NF

NF

NF

㎜

NF

NF

NF

28．5

18．1

18．l

l2．8

17．O

NF

1．70

3．10

0．34

0．34

0．34

0．34

0．2◎

0．10

博

NF

aNF：not　fbun．
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Fig．2．2　Electron　impact｛onization　mass　spectra　ofte㎜inal　galacto釦ranose　residue（A）

and　ofte㎜inal　galactopyranose　residue（B）ofオ．卿’cα113　SKU　l　l　OO（R）wild－type　CPS．

The　analysis　was　carried　out　with　the　two　peaks　of　retention　times，12．719　min　of　a　terminal

fUranose　residue（T－Fur）and　l2．896　min　of　a　terminal　galactose　residue（T－Gal），　in　GC－MS

analysis　of　partially　methylated　alditol　acetates　ofオ．〃ρρ∫cα1∫3　SKU　l　l　OO　wild－type　CPS（Fig．2．l

A）．　As　described　in　the　text，　the　two　peaks（T－Fur　and　T－Ga1）are　regarded　as　Terminal－

galactofhranose　and　Terminal－galactopyranose，　respectively（Table　2．1）．
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Fig．2．3　Proton　NMR　spectra　of孟．〃gρ∫cα1∫5　SKU　l　100　wild－type（R）CPS（A），　and

△ρoZE　mutant　EPS（B）．

The　spectra　were　recorded　in　D20　at　60°C　with　TSP　as　internal　standard．　The　peaks　named　as　A

to　G　as　described　in　the　text、

EPS　of△ρ01E　mutant　exhibited　a　typical　l　D　proton　spectnlm　as　much　the　same　as　wild　type

CPS（Fig．2．3　B）．　Furthermore，13C　NMR　analysis　exhibited　six　anomeric　signals（A，　B，　C，　D，

E，and　G）in　both　wild　type　CPS　and　Aρo認mutant　EPS（Fig．2．4　A　and　B）．　Since　anomeric

signal　A　hl　IH　spectnlm　showed　correlation　to　two　signals　of　13c　in　HsQc　spectrum（A　and

B，data　not　shown），　A　and　B　signals　were　shown　to　be　overlapped　in　l　H　spectrum（Fig．2．3　A
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and　B）．　Together　with　the　methylation　analysis　results，　these　findings　implied　that　SKU　I　l　OO

wild　type　CPS　and△ρ01E　mutant　EPS　had　the　same　hexasaccharide　repeating　unit．

A

ε CH3

算

一齢向醐鱒蜘繭鱒鱒噸膨．隔鱒

…難o 聾③¢ go 80 ア0 δ⑰ 5⑲ 4“ 3¢ 20
　　　　即煽

B

ε
CH3

』膨

肇婁0 博樽 ？0 80 70 60 50 4c 30 20
ppm

Fig．2．413C　NMR　spectra　ofオ．’rop∫oα1’5　SKU　l　l　OO　wild－type（R）CPS（A），　alld△po1E

mutant　EPS（B）．

The　peaks　named　as　in　Fig　2．3．
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The　2D　lH－lH　cosY，　TocsY，　and　lH，13c　HsQc　experiments，　alongside　with　2D　NoEsY，

1D　lH，　and　l　3C　analysis，　were　used　to　assign　the　proton　and　carbon　chemical　shifts，　absolute

configurations，　and　anomeric　configurations　of　the　polysaccharides．　Proton　chemical　shifts

assignment　was　hindered　by　signal　overlapping　in　the　ring　region　of　SKU　1100　wild　type　CPS

and△ρ01E　EPs．　However，　together　with　the　analysis　of　l3c－NMR　and　IH－13c　HsQc，　the

analysis　of△gαZE　mutant　which　has　fbwer　number　ofresidues　than　wild　type　CPS　and　AρoZE

mutant　EPS（see　Chapter　3）enabled　us　to　complete　the　signaI　assignment．　Anomeric　proton

and　carbon　signals　labeled　as　A　to　E　and　G　tn　wild　type　CPS（Fig．2．3　and　2．4　A），　and△ρ01E

mutant　EPS（Fig．2．3　and　2．4　B），丘om　downfield　upwards　were　identified　by　comparing　their

chemical　shifts（ppm）with　those　reported　in　the　literature（Roslund　et　al．，2008；Hounsell，

1995；Perepelov　et　al．，2010；Lander旬6　et　al．，2002；Grimmecke　et　al．，1991；Gargiulo　et　al．，

2008）．As　shown　in　Table　2．2，　SKU1100　wild　type　CPS　constituents　were　identified　as　2－

1血ked一α一D－glucopyranose，　te㎜血al一α一D－glucop∬ano　se，2，3－1猷ed一α一Lrha㎜opyranose（2

residues），　te㎜inal一β一D－galacto血rano　se，　and　6－1㎞ked一β一D－galactopyrano　se　residues．　EPS　of

△ρoZE　mutant　showed　the　same　sugar　residues　and　configuration　as　wild　type　CPS．

　　　　　　This　identification　was　confirmed　by　13C　assignment（Table　2．3）which　showed　the

same　constituents　as　mentioned　above．　Moreover，　the　characteristic　down且eld　shi丘of

glycosylated　carbon　peaks　confirmed　the　l血kage　analysis　results．　The　small　JhI，H2　coupling

constants（≠＝2．2，2．8　Hz）suggested　that　A　and　D　residues　were　inαconfiguration．　The

anomeric　carbon　E　resonated　at　110．41　ppm（Table　2．3）indicating　fhrano　sidic　ring　fbr叫and

the　small　coupling（」＝1．6）confirmed　itsβ一fUranose　configuration．　Residue　G　showed　large

coupljng　constant（」＝7．5）ofβ一pyrano　se　configuration（Table　2．2）．

　　　　　　Figure　2．5　shows　the　inter－residual　correlations　between　the　anomeric　protons　and

nearby　protons　giving　infbrmation　about　saccharides　sequence　in　repeating　unit。　SKU　l　l　OO

wild　type　CPS　exhibited　cross　peaks　between　anomeric　proton　G　and　H－20fA，　indicating　the

link　between　A　and　G，　and　fhrther　did　that　anomeric　protons　of　C　and　E　show　a　correlation

to　H－20f　B　and　D，　indicating　that　C　and　E　are　branches．　For　AρoZE　mutant　EPS，　similar

cross　peaks　were　observed（Fig　2．5　A　and　B）．

　　　　　　These　correlations，　together　with　methylation　analysis　results　and　comparison

between　wild　type　CPS　and△gα1E　mutant　EPS（see　chapter　3），　allowed　us　to　estirnate　the
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monosaccharide　sequences　of　the　polysaccharides（the　minimum　repeating　units），　as　shown

in　Fig．2．6．

Tab盤e　2．2　Proton　chemical　shifts　ofオ．〃ρρ∫oα1∫5　SKUllOO　CPS，　and△ρ01E　mutant　EPS．

．ノ短1，H2　coupling　constants（Hz）included　in　braces．

Sug訊r　residue

　　　　　　Chemical　shifts（PPm）

H－1　　H－2　H－3　H－4　H－5　　H－6

CPS　fセom　SKU1100　wild　type

A→・2）一α一D－Glcp－（1→

お一→レ2参3）一α一1ノ葺i鞭1凋P－（1→レ

C轡鵬囎叢）一α¢P。（簾→

D→2，3）一α一レRh叩一（1一レ

B一トD－Ga】匪（1→

G一レ6）一β一D－Ga亘p－（1→レ

EPS　f蜜om　AρoZE　mutant

A→2）一α一D－G且cp－（1→

B→2，3）一α↓・R血謎騨（1→レ

C・噸一1》鱒G霊¢P騨（】トう

D一レ2，3）一α一L－Rhap－（1→

E－6齢D－Ga】暇1→・

G→6）一β一D－Ga童p－（1一ヴ

5．28｛2．2｝　4．23

5．28　　　　　4．23

5．18　　　　　3．61

5．07｛2．8｝　　3．65

5．04｛1．6｝　　4．11

4．56｛75｝　　3．71

5．28｛2．2｝

5．28

5．18

5．07｛2．8｝

5．04｛L6｝

4．56｛75｝

4．23

4．23

3．60

3。65

4．11

3．71

4．15　　3．82

402　　3．60

3．91　3．44

3．97　　3．61

4．08　4．06

3．63　　3．98

4．15

4．02

3．94

3．97

4．06

3．63

3．82

3．61

3．47

3．63

3，98

3．98

3．63　　3．7／3．72

3．8　L38

357　　3．79／3．77

3．93　　1．37

3．98　　3．73

3．81　　359

3．61

3．8

3．57

3．95

3．73

3．81

3．65／3．72

1．38

3．79／3．75

1．38

356

359

achemical　shift　values　were　rounded　to　two　digits．

In　wild　t距e　CPS　structure，　there　was’ an　additional　2，3，4一α一L－rha㎜op翼anose　double

branched　residue　albeit　with　small　amount（Table　2．1），　which　could　not　be　seen　in△poIE

mutant　EPS．　Thus，　as　discussed　later，　it　could　be　possible　that　this　residue　occurs　in　only　part

of　many　repeating　units，　together　with　another　rninor　residues　such　asβ一D－galactopyranose
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branch　residue（in　box　in　Fig．2．6　A），　which　could　not　be　detected　in　NMR　analysis　because

ofits　low　abundancy（Table．2．1）．
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〃ρρた01∫3SKU　1100　wild－type（R）CPS（A），　and△ρ01E
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T訊ble　2．3
13

C　chemicaI　shif㌃s　of．4．’7ρρ∫oα1∫3　SKU　l　lOO　CPS，　and△ρoZE　mutant　EPS．

Sugar　residue C4

　Chemical　shifts（PPm）

C－2　　C－3　　C－4　　　C－5 C－6

CPS血om　SKU1100　wild　type

A→レ2）一α一D－G亘cp－（1→

』発9－→レ2，3）一α一L鱒Rbap喘（1－→＞

C一α一D－Glcp－（1→・

D→・2，3）一α一レRhap－（1→

猛弔輌颪）－Ga猛（1→・

G→・6）一β一D－Galp－（1→・

EPS　f泌om△ρo肥「mutant

A→レ2）一α一D一αcp－（1→・

蓋｝→レ2，3）駒α騨L噺Rhp（1－→レ

C一α一D－Glcp－（1→

D→2，3）一α一L－Rhap－（1→レ

E一鮮一D始Ga嚢f」（1→・

G→．6）一β一D－Galp－（1一レ

102．35

104．31

101．07

100．76

110．41

107．41

102．36

104．32

101．08

100．77

110。42

107．42

78．15　　74．47　　75．89

8L35　　82．61　　72．08

72．33　　71。52　　73．02

83．94　　79．89　　75．51

82．03　　85．86　　72．42

75．01　　79．67　　73．70

78．16

81．37

72．33

83．95

82．03

75．02

74．47

82．62

71．53

79．90

85．87

79．68

　75．90

　72．08

73．03

75．52

72．34

73．71

74．89

74．31

74．89

74．31

76．25

73．88

74．89

74．32

74．89

74．32

76．26

73．89

63．46

19．91

6352

19．88

65．63

69．46

63．46

19，92

63．52

19．88

65．64

69，47

DISCUSSION

　　　　　We　identi且ed　the　structure　ofオ．∫ηフo∫co1∫3　SKU　l　100　wild　type　CPS，　as　well　as△ρ01E

mutant　EPS．　Wild　t》pe　CPS　and　Aρo∠E　mutant　EPS　appears　to　have　the　same　hexasaccharide

repeating　unit．　Monosaccharide　composition　analysis　ofwild　type　CPS，　and△ρ01E　EPS　show

similar　results　as　the　previous　studies（Deeraksa，　et　al．，2005；Moonmangmee，　et　al．，2002b）．

The　results　obtahled　here　showed　no　acidic　residue　in　these　CPS　and　EPS，　by　using　diffbrent
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method（TMS）which　could　detect　acidic　residues　if　any，　indicating　the　neutral　nature　of

these　polysaccharides．

　　　　　　　Methylation　linkage　analysis　showed　increased　number　of　minor　glucose，　galacto　se，

and　rha㎜ose　residues血△ρ01E㎜tant　EPS．　These　m㎞or　residues，　detected　only　by　GC－MS

analysis，　may　be　present　in　the　edges　of　the　CPS　or　EPS　polymer　cornplex．　Especially，　one

m血or　residue　2，3，4一α一L－rha㎜ose，　detected　only　in　wild帥e　CPS　but　no面the　mutant　EPS，

would　be　important　to　consider　the　dif琵rence　in　the　localization　between　CPS　and　EPS．

Since　this　double　branched　residue　represents　only　about　O．69％of　the　CPS　composition

（Table　2．1），　it㎜y　occurs　only　once　or　fbw　times　in　large　numbers　ofthe　repeating　units　of

the　CPS　stmcture．　Thus，　it　can　be　speculated　that　this　double　branched　residue　may　play　a

role血CPS飴rmation，血which　the　modi且cation　of　the　2，3一α一L－rha㎜ose㎞side　the

repeating　units　may　terminate　the　polymerization　reaction，　and　lead　the　polysaccharide

binding　to　the　cell　surface。　Since　actuallyへρo∠E　mutant　EPS　has　much　larger　size　than　wild

type　CPS，　the　continuous　polymerization　reaction　would　occur　to　make　much　larger　polymer

in　the　absence　of　PoIE　which　may　cause　such　the　te㎜ination　reaction　with　the　minor

residues．

　　　　　　It　is　now　well　established　that　the　polysaccharide　co－polymerase　proteins（PCP）

regulate　the　chain　length　and　surface　assembly　of　capsular　polysaccharides（Collins，　et　a1．，

2007）．Although　the　PCP　homologue　could　be　fbund　in　the　genome　of　G1㍑ooηαcε’oろαo妙

4∫αzo〃ρ助た鰐（GDI＿2493）but　not　of．4cε’oわαc∫εアpαぶ∫θππ∫αη祝3，　however，ρ01E　gene　showed

no　similarity　to　PCP　protein　family．　Whereas，　such　the　homology　search　ofρoZE　gene

showed　that　there　are　homologous　poIE　genes　in　many　bacteria　including　acetic　acid　bacteria，

e．g．　putative　rha㎜o　syltrans角rases廿om忽oわαc∫ε7ρα伽7燃5，　G撒10ゐαc’θ7

加疏ε54ε競3，and　putative　glyco　syltransfbrases丘om　σ1祝coηoわoc∫θ7αΨゴαη5　621H，

R乃040ろαc’ε理ρ加ε70∫4ε5，and翫7050η70ηα5ε㍑〃ρρ乃αC71（data　not　shown）．　Moreover，

Po1E　has　clear　consensus　motif忌（catal》tic　domain），　DDGsxD　and　DQDDxw，　near　the　N－

temlinus，　and　additional　consensus　moti魯（estimated　as　the　binding　site），　HDWxx　and

xYRQH，　near　the　central　part．　Theめ㎜er　two　moti魯are　similar　to　domain　A　ofExou　and

HasA　families　ofβ一glycosyltransfbrases，　but　the　latter　two　are　diffbrent　f士om　the　putative

substrate　binding　domain　o　f　this飴mily（Deeraksa，　et　al．，2005）．

　　　　　　Thus，　takhlg　together　with　the　stmctural　findings，　we　propose　that　PorE　may　work　as

β一galactosyltrans艶rase　that　adds　te㎜inal一β一galactopyranosyl　residue　to　2，3一α一L
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rha㎜op脚osyl　residue　to　make　2，3，4一α一rha㎜op脚osyl　residue（Fig．2．6　A）．　This　notion

could　be　supported　by　the　fbllowing　observation．　Like　Aρo∠E　mutant，　despite　of　keeping

nativeρoZE　gene，△gαZE　mutant　also　produces　EPS　but　not　CPS（see　chapter　3）．　Since　the

mutant　could　not　produce　UDP－galactose　as　the　precursor　of　the　te㎜㎞al一β一galactop》Tanosyl

residue，　active　PolE　could　not　make　the　double　branched　rha㎜osyl　residue　and　thus　not　able

to　switch　the　EPS　repeating　units　to　the　CPS．　Thus，　it　is　conceivable　that　this　double

branched　residue　contribute　to　CPS　attachment　to　the　cell　surf合ce．　However，　biochemical

characterization　ofPoIE　rema血s　to　be　addressed．

A
β一D－Galp

　　　　　　　　　1
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Fig．2．6　Proposed　repeating　unit　structures　of！4．かqρ∫oα1∫5　SKU　1100　wild－type（R）CPS

（A），and△ρoZE　mutant　EPS（B）．

Ato　G　on　each　residue　in　the　repeating　units　refbr　to　the　residues　named　in　Fig．2．3．　Theβ一D－

galactopyranosyl　residue　in　box　is　not　a　part　of　the　repeating　u㎡t　of　wild　type　CPS，　it　rather
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substitutes　2，3－L－rha㎜osyl　residue　to　make　2，3，4－Lraha㎜osyl　double　branch　which　occurred

only　once　or　fbw　times　in　the　whole　structure　of　the　CPS。

　　　　　　Since　the　conversion　of　CPS　to　EPS　occurs　spontaneously　lh　the　case　of　S　strahl

besides　the　artificial　mutations　described，　this　indicates　the　ability　o　f．4．〃ρρ∫cα1∫5　to　produce

diffbrent　types　of　polysaccharides　in　diffbrent　niches．　For　exarnple，　in　shaking　submerge

culture，　membrane　stresses　would　be　generated　more　than　in　static　culture　by　the　higher　acid

production　due　to　rapid　growth，　and　thus　EPS　production　may　help　in　stress　adaptation（Mao

et　al．，2001）．　Recently，　CPS，　and　probably　EPS，　production　has　been　shown　to　add　acetic　acid

resistance　to．4．かqρ∫cα1∫8（Deeraksa　et　al．，2005）and、4．　pα5∫釧πα朋5（Kanchanarach　et　al．，

2010）．Additionally，オ．〃ρρ∫cα1∫5　was　recently　reported　as　a　major　symbiont　in　the　olive丘uit

fly（Kounatidis　et　al．，2009），　reasonably　suggesting　that　A〃（ワ∫cα1∫3　produce　EPS　when

switching　fbm丘ee－living　mode　to　symbiosis　mode　to　aid　its　colonization　ofthe　host　insect．

　　　　　　Irl　conclusion，　we　have　determined　the　stnlcture　of．4．〃gρ∫cα1∫3　CPS，　based　on　the

stmctural　comparisoIl　with　mutant　EPS，　to　be　a　polymer　consisting　of　a　branched

hexasaccharide　repeating　unit　composed　oftwo　moles　2，3一α一L－Rhap，　and　one　mole　each　of6一

β一D－Galp　and　2一α一D－Glcp，　of　which　the　two　rha㎜osyl　residues　are　branched　byβ一D－Galf

andα一D－Glcp．　Furthermore，　the　study　could　confbr　infbrmation　physio　logically　important

fbr！望cε’oわαc∫θアsp．，　which　is　directly　related　to　the　pellicle　fbrmation．　EPS　could　be　attached

to　cell　surface　by　the　fhnction　of　PoIE，　which　may　gross－link　one　2，3一α一L－Rhap　withβ一D－

Galp　to　produce　CPS．
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CHAPTER　3

StrUCtUre　Of　eXOpOlySaCCharide　prOdUCed　by．4θ’0ゐαC欝かρρ’Cα1ゑ5　SKU1100△8・α班ヲ

mutant

ABSTRACT

．406∫oわoc∫επかρρ1cα1’5　SKU　l　l　OO（R）strain　produces　capsular　polysaccharide（CPS）that

involves　in　pellicle　fbrmation　and　growth　in　static　culture．　Compositional　analysis　ofthe　CPS

showed　that　it　is　composed　ofgalactose，　glucose，　and　rha㎜ose．　Moreover，　gαIE　gene（UDP－

galactose　4－epimerase）was鉛und　to　be　essential　fbr　CPS　production　and　pellicle　fbrmation

inオ．〃gρ∫oα1∫3　SKU1100，　since　disruption　of　this　gene　abolishes　the　pellicle　fbrmation　and

CPS　production．　The△gα1E　mutant　produced　EPS　with　higher　molecular　weight　than　CPS

that　secreted　in　the　growth　medium．　In　this　study，　stmcturaI　characterization　of　the　EPS　was

done　using　monosaccharide　composition，　methylation　analysis，　and　lD　and　2D　NMR　The

EPS　contained　glucose　and　rha㎜ose血approximately　equimolar　ratio　and　had　a　branched

tetrasaccharide　repeat血g　unit　composed　of2，3一α一L－rha㎜op翼ano　se，3一α一L－rha㎜op翼anose，

2一α一D－glucop》Tanose，　and　te㎜inal一α一D－glucop》πanose　branch　residues．　The　absence　of

galactose　residues（te㎜inal一β一D－galacto釦ranose　and　6一β一D－galactoP》㏄anose）that　are

identified　in　wild　type　CPS　was　observed，　confirming　the　fhnction　ofgα1E　gene　in　producing

UDP－galactose　fヒom　UDP－glucose．
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1NTRODUCTION

　　　　　　Many　bacteria　can　produce　exopolysaccharides（EPSs）that　have　high　molecular

weight，　secreted　in　to　the　growth　mediurn，　and　are　not　attached　to　the　cell　surface．　Production

of　slime　or　mucoid　colony　morphology　is　directly　associated　with　EPS　production　in　many

microorganisms（Laws　et　al．，2001）．　EPSs　protect　microbes　in　the廿natural　environments

倉om　desiccation　and　stresses（Ferrehla　et　al．，2010），　while　thetr　application　in　fbod　industry

add　thickening　and　gelling　properties（Sutherland，1998）．　EPSs　are　either　homopolymers

composed　ofone　type　ofmonosaccharides　or　heteropolymers　that　contain　more　than　one　type

of　monosaccharides．　The　fhnctionality　of　the　EPS　is　determined　by　its　primary　stmcture

which　specifies　the　fblding　type　and　association　under　various　conditions．

　　　　　　Galactose　metabolism　in　Gram－negative　bacteria　is　catalyzed　by　the　Lelohl　pathway

enzymes　galKTE（Metzeger　et　al．，1994）of　which　gα1E　gene　encoded，　UDP－galactose　4－

epimerase　enzyme，　converts　UPD－galactose　to　UDP－glucose　and　vice　versa．　gα1E　gene　is

involved　in　lipopolysaccharides　l）iosynthesis　and　virulence　in　many　bacteria（Fry　et　al．，2000；

Je㎜ings　et　al．，1993）．　Moreover，　gα認overexpression　in　thermophilic　bacteria　7乃εη鮒

伽朋ρρ乃∫1π3　1ed　to　increase　in　biofilm　fbrmation　because　of　its㎞volvement　hl

exopolysaccharide　biosynthesis（Niou　et　al．，2009）．　G〃1coηαcθ’oわαc∫εγ茂γ伽㍑3　produces　EPS

called　acetan　in　addition　to　cellulose　production．　Acetan　has　similar　structure　as

co㎜ercially　important　polysaccharide　xanthan　thus，　a　new　exopolysaccharide（P2），　was

produced　by　deleting　a　glycosyltransfbrase　gene（αc6、の丘om　acetan　producing．4．茂y1∫ηπ班

strain　CKE5（Colquhoun　et　al．，2001）．！望．〃qρ∫oα1∫5　SKUl100　R　strain　is　capable　of

producing　pellicle　when　grown　statically，　capsular　polysaccharide　production　is　essential　fbr

pellicle　fbrmation．　In　previous　study，　Deeraksa　and　co　workers（2005）identified　gene　operon

po必βα）．E　important　fbr　CPS　biosynthesis　and　pelIicle　fbrmation　in護．’7qρ∫oα1∫5　SKU1100．

po房Bα）showed　high　similarity　to溜オ（D　which　is　responsible飴r　d－TDP－rha㎜ose

biosynthesis　while　poZE　is　a　novel　gene　with　relatively　low　similarity　to　glyco　syltransfbrases．

In　addition，　gαZE，　a　gene　that　encodes　UDP－galactose　4－epimerase　involved　in　UDP－galacto　se

biosynthesis，　has　also　been　identified　in．4．〃qρ∫oo1∫5　SKU　l　100．　The　disnlption　of　this　gene

resulted　in　no　pellicle　fbrmation㎞static　culture　but　secretion　of　EPS　composed　of　glucose

and　rha㎜ose㎞culture　medium　This　EPS　was飴und　to　have　higher　molecular　weight　and

viscosity　than　wild　type　CPS（Deeraksa　et　al．，2006）．
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　　　　　　In　this　investigation　we　set　out　to　elucidate　the　stmcture　of△gα1E　mutant　strain　EPS

and　thereby　ga血辻Lsight　into　gα〃ヨfhnction．

MATERIALS　and　METHODS

Bactehal　strains　and　cu且ture　conditions

　　　　　　△gα1E　mutant　of．4．〃qρゴoo1∫5　SKU　l　100（R）strain（Deeraksa　et　al．，2006）was　used　hl

this　study．　The　goZE　gene　was　disrupted　by　insertion　of　non－polar　kanamycin　resistant

cassette．　The　strain　was　grown　at　30°C　in　potato　medium（Deeraksa　et　al．，2005）．　Kanamycin

was　added　at　the　concentration　of　50μg／ml．

Punfication　of△9α班ヲmutant　EPS

　　　　　　The　EPS　of△gαムE　mutant　was　purified　fセom　culture　media　by　essentially　the　same

method　as　described（Deeraksa　et　al．，2006）．　The　cultivation　was　perfbrmed　in　l　L　ofYPG

medium（5％glycerol，0．5％peptone，　and　O．5％yeast　extract）fbr　2　days．　The　cells　were

removed　by　centrifUgation（9000　x　g　fbr　10　min　at　4°C）．　The　culture　media　was　then

collected　and　concentrated　to　one　th童rd　using　ultra　filtration（20　KD　cutof£Advantec），

鉛llowed　by　DEAE－cellulose　colu㎜chromatography　as　described（Chapter　2）．

Polysaccharide　fヒactions　were　then　pooled，　and　treated　as　described（Chapter　2），　and　applied

to　a　Sephacryl　S－400　colu㎜equilibrated　with　O．1　M　NaC1．　Polysaccharide丘actions　were

combined　and　precipitated　with　2　volumes　ofcold　ethanol．

Monosaccharide　composition　and　molecular　size　analysis

　　　　　　The　monosaccharide　composition　was　analyzed　using　trimethylsilyl（TMS）

methylglycoside　method　as　described　by　Wozniak　et　al．（2003）．　Aliquot　of　300一μg　of　the

polysaccharide　was　lyophilized，　and　then，　mixed　with　500μl　of　IM　methanolic　HCl　and

heated　fbr　16hat　80°C．　The　methanolysis　product　was　dried，　fbllowed　by　the　addition　of20

drops　of　methanol　and　drying　2　times．　The　sample　was　then，　acetylated　with　pyridine　and

acetic　anhydride　in　methanol　in　a　1：1：2　ratios　at　room　temperature　fbr　30　min，　fbllowed　by

per－0－trimethylsilylation　with　200μl　of　Tri－Sil（Pierce）and　heating　fbr　20　min．　Then　it　was

dried，　disso　lved　in　2　ml　of　hexane，　centrifUged，　filtered　through　glass　wool，　and　dried　down

to　lOOμ1．　Aliquots　of　lμl　were　analyzed　by　GC－MS（Agilent　6890N），　us㎞g　a　HP－5m

capillary　colu㎜（Agilent　30　m　x　O．25㎜）and　mass　selective　detector（electron　impact
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ionization　mode）．　The　oven　te卿erature　was　pro餌a㎜ed　to血crease丘om　80°C（2　m血），　to

140°C（2min）at　a　rate　of20°C／rnin，　to　200°C，　at　a　rate　of2°C／min，　and　to　250°C，（5　min）at　a

rate　of30°C／min．　The　resulting　peaks　were　identified　by　comparing　theh・retention　times　with

those　of　standard　sugars　using　inositol　as㎞temal　standard．　For　quantification，　detector

response　factors（RF）were　calculated食）r　each　standard　sugar丘om　peak　area　and　weight　of

standard　sugars　and　internal　standard．　RF　values　were　used　to　calculate　the　weight　of　each

COIr畦）onent．

　　　　　　Molecular　size　was　dete㎜ined　by　gel五ltration　chromatography　on　Sephacryl　S－400

colu㎜（1．6　cm　x　90　cm）equilibrated　and　eluted　with　O．1MNaCl　at　a　now　rate　of　lmレm血。

Polysaccharide　fヒactions　were　monitored　by　phenol－sulfUric　acid　assay．　Pullulan　P－100（100

KD），　P－400（376　KD），　and　P－800（758　KD）wcre　used　as　molecular　size　standards（Showa

Denko　K．K．，　Tokyo，　Japan）．

Glycosymnkage　analysis

　　　　　　The　purified　EP　S　was　methylated，　hydro　lyzed，　reduced，　and　acetylated．　The　partially

methylated　aldito　l　acetates（PMAAs）thus　obtained　were　analyzed　by　GC－MS　according　to

York　et　al．（1985）．　Polysaccharide（1．O　mg）was　permethylated　using　the　method　of　Ciucanu

and　Kerek（1984）．　The　sample　was　suspended　in　l　ml　of　DMSO，　mixed　with　O．7　ml　of　1　M

NaOH　in　DMSO，　and　incubated　fbr　10　min．　Then，0．1　ml　ofmethyl　iodide　was　added　to　the

suspension　and　it　was　incubated　fbr　10min．　The　permethylation　was　repeated　twice　using　O．2

ml　ofmethyl　iodide　fbr　40　min　to　facilitate　complete　methylation　ofthe　polysaccharide　in　the

second　methylation．　A食er　that，　the　pe㎜ethylated　polysaccharide．　was　extracted　in　organic

phase　of　1：1　dichloromethane－water，　then　hydrolyzed　with　2　M　trifluoroacetic　acid（TFA）fbr

2hat　l　21°C，　and　reduced　with　sodium　borodeuteride（10mg／ml　in　1　M　ammonia）ovemight．

The　sample　was　neutralized　with　methano　lic　acetic　acid，　dried　in　methano　l，　and　acetylated

with　O．25　ml　o　f　acetic　anhydride　and　O．23　ml　ofTFA　at　50°C　fbr　10min．　After　extraction　into

the　organic　phase　of　dichloromethane－Na2CO3，　the　PMAAs　obtained　were　analyzed　by　GC－

MS（Hewlett－Packard）us血g　a　Sp2330　capillary　colu㎜（Supelco，30　m　x　O．25㎜）and

mass　selective　detector（electron　impact　ionization　mode）．　The　oven　temperature　was

pro即a㎜ed　to血crease丘om　800C（2曲）to　170°C　at　a　rate　of　30°C／血and　to　240°C（20

min）at　a　rate　of　4°C／rnin．　The　resulted　peaks　were　identified　by　comparing　theh°retention

times　and　mass　spectra　with　those　ofPMAA　of　standard　sugars，　and　quantified　as　mentioned

above．
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NMR　spectroscopy

　　　　　　NMR　analysis　was　done　using　a　Bruker　400　M　Hz　spectrometer　with　a　5　mm　sample

tube，　which　was　kept　at　60°C．　EPS　was　first　exchanged　with　D20　by　dissolving　in　D20　and

lyophiliz血g　3　times　to　minimize　the　residual　HDO．　Standard　pulse　sequences　f±om　Bruker

were　used　to　obtain　l　D　proton，13c，2D　HsQc，　cosY，　TocsY，　and　NOESY　spectra．

Chemical　shifts　were　reported　in　ppm　downfield　f卜om　lnternal　sodium　3－trimethylsilyl－

（2，2，3，3，－2H4）－propanoate（TSP）．

RESULTS

Glycosyl　composition劉nd　molecular　size　an劉1ysis

　　　　　　Glycosyl　compositional　analysis　using　trimethylsilyl　methylglycosides　revealed　that

EPS　of△gα1E　mutant　was　composed　of　glucose　and　rha㎜ose　in　approximately　equimolar

ratio．　In　gel　filtration　chromatography，　EPS　of△gα1E　mutant　was　eluted　monodispersely　at

almost　the　same　elution　volume　as△ρ01E　mutant　EPS，　which　is　earlier　than　that　ofwild　type

CPS（120　KD）（Moonmangmee　et　al．，2002b），　and　the　molecular　size　of　the　EPS　was

estlmated　to　be　the　same　as　Aρ01E　mutant　EPS（620　KD）．
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αycosy1雌nkage　ana監ysis

　　　　　　In　order　to㎞ow　the　sugar　linkages　of　this　polymer，　methylation　analysis　ofpuri且ed

EPS　was　caπied　out．　As　su㎜arized血Table　3．1，△gα超mutant　EPS　conta㎞ed　2，3－1肱ed

rha㎜ose，3－1㎞ked　rha㎜ose，　telminal　and　2－1㎞ked　glucose　residues　as　the　mψr

components　and　some　m血or　co卿onents　of　glucose，　and　rha㎜ose（Fig．3．1）．　The　absence

of　galactose　residues（te㎜inal　galato血ranose　and　6－galactop》Tanose血wild　type　CPS　and

、冬ρ01E　rnutant　EPS）was　observed　in△gα1E　mutant　EPS　and　this　is　in　consistent　with　the

disruption　of　gα1E　gene，　as　the　fUnction　of　gα1E　gene　is　to　produce　UDP－galactose　fヒom

UDP－glucose。

NMR　analysis

　　　　　　Proton　and　l3C　NMR　spectroscopies　were　used　to　dete㎜ine　the　number　ofresidues　in

the　repeating　units　in△gαZE　polysaccharide．　The　l　D　proton　spectrum　of△gαZE　mutant　EPS

showed　fbur　signals（A，　C，　D，　and　F　hl　Fig．3。2）in　the　anomeric　region，　and　the　characteristic

methyl　group　signal　o　f　6－deoxysugars．　Furthermore，13C　NMR　analysis　o　f△gα1E　lnutant　EPS

showed　the　same負）ur　anomeric　signals（A，　C，　D，　and　F　in　Fig．3．3）as　in　l　H　spectnlm（Fig．

3．2）．Together　with　the　methylation　analysis　results，　these　findings　suggested　that，△gα1E

mutant　EPS　had　a　tetrasaccharide　repeating　unit．
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Fig．3．2　Proton　NMR　spectrum　o　f△gαZE　mutant　EPS．

The　spectrum　was　recorded　in　D20　at　60°C　with　TSP　as　internal　stalldard．　The　peaks　named　as

described．in　the　text．
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　　　　　　The　2D　lH－lH　cosY，　TocsY，　and　lH，13c　HsQc　experiments，　alongside　with　2D

NOESY，1D　lH，　and　l　3C　analysis，　were　used　to　assign　the　proton　and　carbon　chemical　shifls，

abso　lute　configurations，　and　anomeric　configurations　of　the　polysaccharides．　Anomeric

proton　and　carbon　signals　labeled　as　A，　C，　D，　and　F　in△gαZE　mutant　EPS（Fig．3．2　and　3．3）

丘om　downfield　upwards　were　identified　by　comparing　their　chemical　shifts（ppm）with　those

reported　in　the　literature　（RD　slund　et　al．，2008；Hounsell，　1995；Perepelo　v　et　al．，2010；

Landersj6　et　al．，2002；Gri㎜ecke　et　al．，1991；Gargiulo　et　al．，2008）．

　ら

T3b皇e　3．1　Methylation　analysis　of△gα沼mutant　EPS．

Moles％

Sugar　Residue △8αZE　mutant

2，3－r蝕m薮ose

2－91ucose

Tem醸癒a韮御9裂1a¢tofhranos¢

6－galactose

Termina蓋輔9濫ucose

2，3，4－rhammose

紬a㎜ose

Termina1－9裂lactose

6鱒9蓋聾cose

3－glucose

3，4－9盈ucose

2，6－glucose

2椰『ぬ窺搬狙ose

4，6－ga1紐ctose

4一慧獲u¢ose

2，3－g豆ucose

23．9

28．0

醇

NF

21．5

NF

24．2

NF

O．34

0．30

NF

O．34

0．34

NF

O．68

0．23

aNF：not　fbund
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　　　　　　As　shown　in　Table　3．2，△gαZE　mutant　EPS　contained　2－linked一α一D－glucopyranose，

te㎜血al一α一D－glucop脚ose，　2，3－1血ked一α一L－rha㎜op∬anose，　and　3－1㎞ked一α一L－

rha㎜opyranose．　This　identi∬cation　was　co面rmed　by　l　3C　assignment（Table　3．3）which

showed　the　same　constituents　as　mentioned　above．　Moreover，　the　characteristic　down　field

shi負of　glycosylated　carbon　peaks　conf辻med　the　linkage　analysis　results．　The　small　J白1，H2

coupling　constants（ノ』2．2，2．8Hz）suggested　that　A　and　D　residues　were　inαconfiguration．

Table　3．2　Proton　chemical　shifts　of△gα1E　mutant　EPS。

」白1，H2　coupling　constants（Hz）included　in　braces．

Sugar　resid皿e H．1

　　　　　　Chemical　shifts（PPm）

H－2　H－3　H－4　H－5　　H－6

A→2）一α一1）－Glcp－（1詞＞　5．28｛2．2｝　425

C一α一D一αcp－（1→　　　　5，19　　　　3．61

1）一レ2，3）一α一1」－Rhap－（1一レ5．06｛2．8｝　3．72

F→・3）一α一LRhap－（1囲レ　4。98　　　　4．15

3，91

3．91

3．62

3．95

3．59　　3．63　　3．88／3．76

3。44　　357　　3．79／3．77

3．96　　3．94　　1．36

3．57　　3．7　　　1．35

achemical　shi丘values　were　rounded　to　two　digits．

F　　O
　　A

　　　俘

CH3

達冊 loo go 80 70 ムo 50 40 30 2e
　　　　ppr論

Fig．3．313C　NMR　spectrum　of△gαZE　mutant　EPS．

　　　　　　Peaks　named　as　in　Fig．3．2．
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Tab量e　3．313C　chemical　shif㌃s　of△gα1E　mutant　EPS．

Sugar　residue C4

Chemical　shi貨s（PPm）

C－2　　　C－3　　　　C－4　　　　C－5 C－6

A一レ2）一α一】）－G且cp－（1一レ　　　　101．77　　77．50

C一α一D－Glcp－（1一レ　　　　　　10153　　72．33

D一レ2，3）一α一L－Rh訊p－（1一レ　　100．06　　83．27

F－→レ3）一α一L－Rぬap－（1→　　　　105．60　　71．64

74．44　　7473

7222　　75．85

82．82

80．44

73．04

75．15

74．80

74．80

74．38

72．70

63．41

63．37

19．95

19．70

　　　　　　Figure　3．4　shows　the　inter－residual　correlations　between　the　anomeric　protons　and

nearby　protons　giving孟nfbrmation　about　saccharides　sequence　in　repeating　unit．△gα1E

mutant　EPS　inter－residue　correlations　were　observed　between　anomeric　proton　D　and　H－20f

A，between　anomeric　proton　C　and　H－20f　D，　and　between　anomeric　proton　F　and　H－30f　D．

These　correlations，　together　with　methylation　analysis　results　and　comparison　between　wild

type　CPS　and△gα1E　mutant　EPS，　allowed　us　to　estimate　the　monosaccharide　sequences　of

the　polysaccharide（the　minimum　repeating　unit），　as　shown　in　Fig。3．5．　The　repeating　unit

contained　only　fbur　monosaccharides　instead　of　six　monosaccharides　repeating　unit　of　the

wild　type　CPS　and△ρ01E　mutant　EPS．

一　く
。ゴ《

＜『

一
く…

｝
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　　l、

5．4

　　　　　　’臼

D1つ
q
　　　　　　｝

　　釜
　　，

　　蜜

HDρ

lD槻
　　！

　一弊　・・一　㌍　　　　　　　　翠　　　　…　　　　　　　　　　　　．幅・　　　　解

ξ｝。2　　　5．◎　　　4．8　　　4．6　　　4．4

臼D3

ClD2
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4．8

　

1．5．o

5．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．5．4
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42　　　4．◎　　　3．3　　　3．6　　　　Pρrn

Fig．3．4　Part　ofNOESY　spectrum　of△gα認mutant　EPS．
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DISCUsSION

　　　　　　The　structure　of△gα∠E　rnutant　EPS　was　identified　in　this　study，　and　we　propo　sed　that

the　EPS　has　a　branched　tetrasaccharide　repeat血g　unit　co即osed　of2，3一α一L－rha㎜op翼anosyl，

3一α一L－rha㎜opyranosyl，2一α一D－glucop脚osyl，　and　te㎜㎞al一α一D－glucop翼anosyl　as　a

branch（Fig．3．5）．　The　molecular　weight　of　this　EPS　was　higher（620　KD）than　that　of　the

wild　type　CPS（120　KD）（Moonmangmee　et　al．，2002b）．　Monosaccharide　compositional

analysis　revealed　that　the　EPS　co卿onents　were　glucose　and　rha㎜ose血approximately

equimolar　ratio　us血g　trimethylsilyl（TMS）methylglycoside　method，　this　result　is　diffbrent

丘om　that　obtained　by　Deeraksa　and　co　workers（2006），　which　showed　the　monosaccharide

co即osition　as　1．7：1　glucose：rha㎜ose．　This　discrepancy　may　resuIt丘om　losses㎞rha㎜ose

du血1g　acid　hydrolysis　and　derivatization　in　alditol　acetate　method　used　in　that　study．

Moreover，　no　acidic　residue　was　detected　in　this　EPS　using　TMS　methylglycoside　method

which　could　identify　acidic　residues．

　　　　　　　　F　　　　　　　　　D　　　　　　　　　　A

　一レ3）－oし一L－Rhap－（1一レ3）一α一L－Rhap－（1⇒2）一α一D－Glcp－（1一レ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　α一D－Glcp

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C

Fig．3．5　Propo　sed　repeating　unit　stnlcture　of△goZE　mutant　EPS．

　　　　　　Many　m血or　residues　of　glucose　and　rha㎜ose　were　detected血methylation　l血kage

analysis，　these　minor　residues　were　observed　in　GC－MS　spectrum（Fig．3．1）but　not　in　NMR

spectra　because　of　their　low　abundancy　in　the　EPS．　We　assume　that　these　minor　residues

resulted廿om　cont血uous　polymerization　in　the　absence　of　te㎜血al　galactop》Tanose　residue

which　may　te㎜血ate　the　polymerization　by鉛rm血g　2，3，4－rha㎜opyranosyl　double　branch

residue　in　wild　type　to　fb㎜CPS（see　chapter　2）．

　　　　　　Thus，　we　suggest　that　this　EPS　resulted丘om　wild　type　CPS　by　missing　of　terminal

galactofUranose　and　6－galatopyrano　se（see　chapter　2）due　to　the　go1E　disruption．　This　could
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be　suppo宜ed　by　the　observation　that　other　sugar　residues（2，3－rha㎜op翼anose，2－

glucopyranose，　and　te㎜inal－glucop》Tanose）had　the　same　lH　and　l　3C　chemical　shi仕s　as　the

wild　type　CPS，　indicating　the　same　configurations　and　linkage　patterns　as　in　the　CPS　ofthe

wild　t距e．　Additionally　the　presence　ofthe　3－rha㎜opyranosyl　residue血△go1E　mutant　EPS

in　higher　concentration（24．2％mole　in△gα伍EPS，　and　O．34％mole　in　wild　type　CPS）could

be　justi且ed　by　the　loss　of　te㎜血al　galacto釦ranose　branch　residue倉om　2，3－rha㎜ose

branched　residue童n　the　repeating　unit　of　the　wild　type　CPS（see　chapter　2），　which　caused

decreasing　in　the　branched　residue　molar　ratio　f治om　335％in　wild　type　CPS　to　23．9％in

△gαZE　EPS（Tables　2．1，3．1）．

　　　　　　Fo㎜ation　of　higher　molecular　weight　polysaccharides　due　to　mutations　in　genes

involved　in　polysaccharide　biosynthesis　was　reported（Xayarath　and　Yother，2007）．　The　EPS

of△gα〃ヲmutant　appear　to　occur　by　the　same　mechanism　as△ρ01E　mutant　EPS　which　could

occur　spontaneously　due　to　inactivation　ofρoZE　gene（Deeraksa　et　al．，2005）．　As　poIE　may

work　asβ一galactosyltransfbrase，　that　could　add　galactose　residues　to　the　repeat丘ng　unit（see

Chapter　2），　in△gαZE　mutant，　the　inactivation　ofgolE　results　in　the　absence　ofthe　substrate

（galacto　se）．
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CHAPTER　4

Galacto血1mnose　biosynthesis　in．4c8’oゐαc’8”γρρ’c〃’5　SKU1100

ABSTRACT

　　　　　　Galactofhrano　se－containing　polysaccharides　are　produced　by　many　bacterial　species．

These　thermodynamically　unfavorable　fUranose　sugars　are　not　present　in　mammalian

glycocorOugates，　and　hence　are　subject　ofcomprehensive　hlvestigations　to　develop　inhibitors

of　fhranose　bio　synthesis　antimicrobial　agents．　In　chapter　2，　the　galactofhranose　residue　was

shown　to　be　present　in．4．〃gρ∫cα1∫5　SKUllOO　wild　type　CPS．　This　finding　suggests　the

presence　of　UDP－galatofhrano　se　mutase（UGM）enzyme　encoded　by　gグgene　inオ．卿ρ∫cα1∫3

SKU1100　genome．　To　test　this　hypothesis，　a　gグgene　was　cloned丘omオ．〃ρρ∫oα1∫8

SKU　1100　genome，　and　the　gene　disruption　was　carried　out．　However，△gグmutant　thus

obtained　still　produced　CPS　and　also　fbrmed　a　pellicle　in　static　culture．　Furthermore，13C

NMR　of　the　CPS　puri行ed　fヒom　the　mutant　confirmed　the　presen．ce　of　galactofUranose．　The

results　suggested　that　another　paralogous　gene　of　the　tentative　gグgene　may　work

individually　or　together　with　this　gene　to　produce　galactofhrano　se．
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INTRODUCTION

　　　　　　Sugars　in　fUranose　ring　confirmation　are　fbund　in　the　surf設ce　glycocor巾gates　of

bacteria，　fhngi　and　protists．　The　hexofUranose　D－galactofUranose（Galf），　the　pentofUrano　se

D－arabionofhrano　se（Araf），　and　the　hexoulo　se　D－fピuctofhrano　se（Fruf）are　the　mo　st　occurring

fUranoses　in　bacterial　polysaccharides（Poulin　and　Lowary，2010）．　Galf　is　fbmled丘om

galactopyranose　by　ring　contraction　reaction　that　carried　out　by　UDP－galactopyranose　mutase

enzyme（UGM）．　This　enzyme　is　encoded　by　gグgene　which　has　been　identi且ed　in

E30乃θπo痂α　co1∫（Nassau　et．　al・，1996），κ16わ3’ε〃o　Pηε珊20η’αε（K6plin　et　al．，1997），

ψcoろoc競祝膨〃わθκ〃105∫8（Weston　et　al．，1998），　and　many　eukaryotic　parasites（Beverley

et　al．，2005），　and　also　in　many　bacterial　genomes．Moreover，　a　dual　fUnctional　UGM，　which

was　renamed　as　UDP－N－acetylgalactopyranose　mutase（UNGM），　has　been　identified　hl

Co叩ツ10ろoc’6アノ¢1伽∫11168．　The　enzyme　has　a　relaxed　specificity　with　both　UDP－galactose

and　UDP－N－acetylgalactose　as　a　substrate　but　higher　specificity　fbr　UDP－galactose（Poulin　et

a1．，2009）．　Galf　residues　are　first　activated　by　attaching　to　UDP　group，　and　then　the　UDP－Galf

is　polymerized　by　galactofhrano　syltransfbrase．　In　many　microorganisms，　Galf　residues　are

important　fbr　cell　viability　or　play　a　vital　role　in　cell　physiology，　depending　on　whether　the

Galf二containing　surface　glycoco切ugate　is　essential　fbr　viability　or　pathogenicity　of　the

microorganism．　For　example，　in」吻coわαc∫θr∫珊73耀9襯α’∫3，9グgene　is　essential　fbr　cell

viability　because　it　㎞vo　lves　㎞．　the　bio　synthesis　of　arabinogalacan　polysaccharide　that

connects　mycolic　acid　Iayer　to　peptidoglycan　layer，　and　thus　could　be㎞ocked　out　only　in　the

presence　of　two　rescue　plasmids　carrying　fUnctional　copies　of　gゲ　and　a

galactofhranosyltransfbrase　gene（Pan　et　al．，2001），　Since　mammalians　do　not　have　Galf　in

their　glycocor巾gates，　Galf　biosynthesis　pathway　is　an　attractive　target　fbr　research　to

develop　inhibitors　ofgグgene　in　order　to　combat　diseases　such　as　tuberculosis．

　　　　　　The　stnlctural　analysis　of．4．〃ρρ’cα1∫8　SKU　l　l　OO　wild　type　CPS　revealed　the　presence

ofGalf　residue　in　the　repeating　unit（see　chapter　2）．　Hence，　since　the　presence　ofgグgene　was

expected，　cloning　and　deletion　ofgゲwas　carried　out　in　this　chapter．

MATERIALS　and　METHODS

Bacterial　strains　and　culture　conditions
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　　　　　　、4．〃ρρ∫6α1∫5SKU　l　100（R）strain（Deeraksa　et　al．，2005）was　grown　at　30°C　in　potato

medium　consisting　of　5　g　of　glucose，10　g　of　yeast　extract，10　g　of　polypeptone，20　g　of

glycerol　and　100　ml　ofpotato　extract　in　l　L　oftap　water，　or　in　YPG　medium　composed　of5g

of　yeast　extract，5gofpolypeptone，　and　10　g　ofglycerol士n　l　L　oftap　water．　E30舵πc痂αco1∫

DH5αwas　grown　at　37°C　in　LB　medium　consisting　of　5　g　of　yeast　extract，5gof　sodium

chloride，　and　lO　g　of　polypeptone　in　l　L　of　distilled　water，　the　medium　pH　was　a（蛎usted　to

7．5．The　transfbrmants　ofオ．かρρ∫01∫5　were　selected　on　YPG　medium．　Antibiotics　were　added

at　the　concentration　of50μg／ml　as　Kanamycin　or　Ampicillin．

1so置ation　of　chromosomal　DNAs

　　　　　　　Chromosomal　DNA　ofオ．〃ρρ∫c1∫5　SKUllOO　strains　was　isolated丘om　cells　grown

to　a　late－log　phase　in　5　ml　ofpotato　medium．　The　cells　were　harvested　by　centrifhgation　at

l2，0001pm　fbrlmin　at　room　temperature，　and　washed　first　with　distilled　water，　then　with

sterile　30　mM　Tris－HCl　buf艶r（pH　7．9）containing　5　mM　EDTA（TE）．　The　obtained　pellet

was　suspended　in　400μl　of　TE．　After　l　mg　of　lysozyme　was　added，　the　cell　suspension　was

incubated　at　37°C　fbr　l　h　with　gentle　shaking．　Then，1／10　volume　of　lO％SDS　was　added　to

the　suspension　and　incubated　at　50°C　fbr　10　min　without　shaking．　Followed　by　addition　of

1／10volume　of　lO％cetyltrimethyl　ammonium　bromide（CTAB）in　O．7　M　NaCl　and

incubation　at　65°C　fbr　10　min　without　shakhlg．　An　equal　volume　of　phenol：chrolofbrm：

isoamyl　alcoho　l（25：24：1）was　then　added　and　vigorously　shaken．　After　shaking，　the　rnixture

was　centrifUged　at　12，000　rpm　fbr　15　min　at　room　temperature．　Then　the　upper　layer　was

collected　and　l／10　volume　of　3　M　sodium　acetate　was　added．　As　described　above，　the

solution　was　extracted　again　with　phenol：chrolofbrm：isoamyl　alcoho　l　so　lution．　To　the　upper

layer，2．5－fbld　volume　of　cold　100％ethanol　was　added　and　DNA　was　coIlected　by

centrifhgation　at　12，000　rpm　fbr　l　5　min　at　4°C．　The　DNA　was　washed　with　cold　70％ethano　l，

dried　up　in　vacuum　desicator　and　resuspended　in　50μ10f　10　mM　Tris－HCI　buffbr（pH　8．0）

containing　l　mM　EDTA（pH8．0）．

DNA　manipulation

　　　　　　Extraction　ofplasmids　fセom　E．　co1’strains　were　perfbrmed　with　alkali　method．　PCR

was　carried　out　in　25μ1（Go　Taq　Green　Master　Mix，　Promega　Biosciences）or　10μ1

（Herculase　II，　Agilent）of　reaction　volume　using　My　Cycler　PCR　machine（BIO－RAD）．

Agarose　gel　electrophoresis　was　per飴㎜ed　with　O．8％agarose　gel血TBE　buf飴r（89　mM
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Tris－HCI（pH　8．0），89　mM　boric　acid，2mM　EDTA），　and　DNA　excised丘om　the　gel　was

purified　using　a　MagExtractor　Gel　Extraction　Kit（TOYOBO）．　DNA　was　quantified　by　Nano

Drop　ND－1000　spectrophotometer（Applied　Bio　systems）．　Primers　used　in　this　study　are　listed

in　Table　4．1．

C且oning　ofgゲgene

　　　　　　To　cIone　gグgene　primers丘om　the　conserved　regions　ofgグfヒom．4．ρα8∫8纏αη鰐IFO

3283，G1πcoηo肋αθr　oλフ4αη3621H，オgアoわαo∫εr∫㍑刑π04∫oろαc’θアK84，　E3c舵πc痂αoo1∫

SMS－3－5，　andオgroわαc∫εr∫〃脚伽～ψo∫ε雌str．　C58（Fig．4．1），　galFL　and　ga1FR　were　used

（see　Table　4．1），　PCR　was　done　fbr　45　cycle　of　94°C　fbr　1血n，45°C　fbr　lmin，　and　72°C　fbr

lmin．　The　O．9　Kb　PCR　fヒagment　was　ligated　to　pGEM－T　Easy　vector（Promega）and　su切ect

to　sequencing．　According　to　Liu　and　Whittier（1995）the　upstream　of　the　PCR　product　was

cloned　using　Thermal　asymmetric　interlaced　PCR（TAIL　PCR）with　3　specific　primers丘om

the㎞own　sequence　Sp　1（一），　Sp2（一），　and　Sp3（一）in　addition　to　arbitrary　universal　primer　AD2

（Table　4．1）using　Go　Taq　polymerase　green　master　mix（Promega）．　The　first　TAIL　PCR　was

implemented　as　one　cycle　of92°C　fbr　2min，　one　cycle　of95°C　fbr　lmin，5cycle　of94°C　fbr

15sec，60°C　fbr　lmin，　and　72°C　fbr　2　min．　Followed　by　one　cycle　of94°C　fbr　l5　sec，30°C

貴）r3min，　and　72°C　fbr　2　min．　Then　10　cycles　of　94°C　fbr　5　sec，44°C　fbr　l　min，　and　72°C

fbr　2　min，　and　12　cycles　of　94°C　fbr　5　sec，60°C　fbr　l　min，72°C　fbr　2　min，94°C　fbr5　sec，

60°Cfbr　lmin，72°C　fbr　2　min，94°C　fbr　5　sec，44°C　fbr　l血n，　and　72°C　fbr　2　min，　and

丘nally　one　cycle　of72°C　fbr　5　min．　The　first　PCR　product　was　diluted　1000　x　times　and　1μl

was　used　as　template　fbr　the　second　TAIL　PCR　which　was　carried　out　as　10　cycles　of94°C

fbr　5　sec，60°C　fbr　l　min，72°C　fbr　2　min，94°C　fbr　5　sec，60°C　fbr　lmin，72°C　fbr　2　min，

94°Cfbr　5　sec，44°C　fbr　lmin　and　72°C　fbr　2　min，　and　final　cycle　of　72°C　fbr　5　min．　The

second　TAIL　PCR　was　diluted　10　x　times　and　1μl　was　used　as　ternplate　fbr　the　third　TAIL

PCR　which　was　done　as　20　cycles　of　94°C　fbr　10　sec，44°C　fbr　lmin，　and　72°C　fbr　2　min，

and　final　cycle　of72°C　fbr　5　min．　The　third　TAIL　PCR　product（l　kb）was　ligated　to　pGEM－

TEasy　vector　and　sequenced．　The　downstream　ofthe　PCR　product　was　cloned　using　primers

designed丘om　the　draft　genome　sequenceオ．〃ρρ∫co1∫5　glf　Ds1（一）and　glf　Ds2（＋）．　The　PCR

was　done　fbr　one　cycle　of94°C　fbr　l　min，　and　35　cycles　of94°C　fbr　30　sec，45°C　fbr　30　sec，

and　72°C　fbr　l　min．　the　PCR　product（1　kb）was　ligated　to　pGEM－T　Easy　vector　and

sequenced．
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Deletion　ofgヴgene

　　　　　　In　order　to　delete　gグgene，　a　PCR－based　method　fbr　generating　a　gene　deletion

constnlct　was　employed（Kuwayama　et　al．，2002）this　method　is　depending　on　fhsion　of

upstream　and　downstream　sequences（around　l　kb　each）ofgグgene　to　kanamycin　resistant

gene．　The　upstream　and　downstream　sequences　were　obtained丘om　the　dra丘genome

sequence　of．4．〃ρρ∫cα1∫3．　The　upstream　flankhlg　region　was　amplified　using　primers　GlfL5（＋）

and　Glf：up－Km（一）which　was　designed　to　have　an　overlapping　sequence　with　the　kanamycin

resistant　gene．　The　PCR　amplification　was　done　with　Herculase　II　DNA　polymerase，　the

reaction　mixture（10μ1）contained　2μ15x　Herculase　II　buffbr，1μl　Glf」5（＋）primer　1μ1，　Glf：

up一㎞（一）primer　1μ1，　dNTP　s（2　mM　each）1．25μ1，　genomic　DNA　1μ1（about　10ng），3．65μl

of　sterile　distilled　water，　and　O．1μI　Herculase　II．　PCR　was　implemented　as　one　cycle　of94°C

fbr　l　min，　and　25　cycles　of94°C　fbr　30　sec，55°C　fbr　30　sec，68°C　fbr　l　min，　plus　one　cycle

of　68°C　fbr　5min．　For　downstream　amplification，　primers　Glf乙3－2（一）and　Km－glf」down（＋）

which　was　also　designed　to　have　an　overlapping　sequence　with　the　kanamycin　resistant　gene

were　used。　The　PCR　was　done　as　mentioned　above．　While　kanamycin　resistant　gene　was

a即li負ed丘om　the　plasmid　pT㎞（Yoshida　et　al．，2003）us血g　primers　Glfup－km（＋）and

Km－glfLdown（一），　both　of　which　have　overlapping　ends　with　upstream　and　downstream

sequences　ofgグgene，　respectively．　PCR　amplification　was　done　as　mentioned　above．　The　3

PCR　products　were　purified　by　MagExtractor　gel　extraction　kit，　and　fUsion　PCR　was　carried

out　in　20μl　reactions　containing　4μ15x　Herculase　II　buffbr，2μl　of　Glf」5（＋）primer，2μI　of

Glf：3－2（一）pr㎞er，9．3μl　of　DNA　fヒagments（1μl　of　kanamycin　resistant　gene，3μI　of　5’

region　ofgπ，　and　5．3μl　of　3’region　ofgヶ）．　The　fUsion　PCR　cycling　was：one　cycle　of　94°C

fbr　l　min；25　cycles　of94°C　fbr　30　sec，55°C　fbr　30　sec，　and　68°C食）r　3　min；and　one　cycle

of　68°C　fbr　5　min．　The　resulting　2．9　kb　fUsion　PCR　product　was　purified　f士om　agarose　gel　by

MagExtractor　gel　extraction　kit　and　200　ng　were　electroporated　intoオ．’oκρ’cα1∫5　SKU　l　100

（R）strain．　The　transfbrmant　strains　were　seIected　on　YPG　medium　containing　kanamycin．

The　deletion　ofthe　target　gene　was　confhmed　by　DNA　sequencing．
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Table　4．1　The　sequence　ofthe　primers　used　in　this　studγ

Primer Sequence（5’－3’）

galF　L

galF　R

Spl（一）

Sp2（一）

Sp3（一）

AD2

glfDSI（一）

glfDS2（＋）

Glf5（＋）

Glf」3－2（一）

Glf」up－km（＋）

Glf：up－km（一）

Km－glfLdown（＋）

Km－glf：down（一）

CATAAGTACGGCCCGCATATTTTC

　CATATCCAGCTAACGGTACGTGCC

GGAAGCGTATAGACACGCCC

CGCCAAAACGCTGCACGTAG

　ATCCCGTTCGGTATGGCAGG

NGTCGASWGANAWGAAa

TGGCAAAATGGT入GGCAAGC

CTGCCATACCGAACGGGATG

TCTGAACACGGATGCGGAAG

AACCGCTGCTCATGAATTCC

CCACATTTTCCATACTGCAGCGAACCGGAATTGCCAGCTG

CAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTGCAGTATGGAAAATGTGG

CTTGACGAGTTCTTCTGAGACTGCAGCGTTACAGGCGAAAG

CTTTCGCCTGTAACGCTGCAGTCTCAGAAGAACTCGTCAAG

aN：any　nucleotide，　S：Gor　C，　W：Aor　T．
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A．pasteurエanus
G。oxydans
Ag．radiObacter
Ag．tumefacieum
E．COli

A．pasteur⊥anus
G．Oxydans
Ag．radiobacter
A9．しumefacieum
E．coli

CGAAACCGGCGTTATGGTGCATAAATATGGTCCCCATATTTTCCACACTG
CAAGACCGGTGTGATGGTGCATCGCTATGGGCCTCACATTTTCCATACTG
CGA－－CCGGTGTCATGGTGCATGTCTACGGCCCGCATATTTTCCACACGG
CGAAACCGGCGTCATGGTGCATGTTTACGGTCCGCATATTTTCCATACCG
AGA－－CTGATGTCATGGTTCATGTCTACGGTCCGCATATTTTCCATACGG
　　★　　★　★　　★★　★★★★★　★★★　　　★★　★★　＊★　★★　★★★★★★★★　★★　★

CAGATGAGCGGACATGGGCCTATGTGCAAAAATTTG－GCACGTTCAAGCC
CCGACGAACGCGCTTGGAGCTACATTCAGCGTTTTG－GAAAATTCCGGCC
ACGACAGGGAAGTCTGGGACTATGTGAA－CCTCTTTCAGACGTTTATGCC
ACGACCGGGAAGTCTGGGACTACGTGAA－CAGCTTCCAGACCTTCATGCC
ATAATGAAACCGTCTGGAACTATGTCAATCAGTATGCGGAAATG－GTGCC
　　　★　　　　　　　　　★★★　　★★★　　★　　★　　　　　　★　　　　★　　★　　　　★★★

184
184
二L96

196
193

233
233
245
245
242

A。pasteurlanus
G．oxydans
A9．radiObacter
Ag，tumefacieum
E．coli

TTATGTAAACCGCGTGAAGGCCATTTCTAACGAGCACGTTTACACGCTGC
TTATATCAACCGTGTGAAGGCAATTTCCCAAGGGCGCATTTACACGTTGC
CTACAAGAACCGCGTCAAGACGACGAGTTCGGGCCAAGTCTATTCCTTGC
CTACAAGAACCGCGTCAAAACGACGAGCGGTGAGCAGGTCTACTCCCTTC
CTATGTGAATAGAGTAAAAGCTACTGTTAATGGTCAGGTTTTTTCACTGC
　★★　　　　★★　　★　★★　★★　　★　★　　　　　　　 ★　　★　　　★　★　　　★　　★　★

283
283
295
295
292

　　　　　　　　　コA．past二eurlanus
G．oxydans
A9．radiobact二er

Ag．tumefacieum
E．COli

CCGTTAACCTGCTGACCATTAACCAGTTTTTCGGCACAACGATGGGGCCG
CTGTCAACCTTCTGACGATTAACCAGTTCTTCGGTACGGTTATGTCACCT
CCATCAATCTTCACACGATCAATCAGTT「rT「rCGGCAAGACGCTCAGACCG
CCGTCAATCTGCACACGATCAACCAGTTCTTCGGCAAGAATTTCCGGCCC
CGATTAATCTGCATACTATTAATCAGTTCTTTGCTAAAACCTGTTCTCCT
★　★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★　★　　　　　 ★★

333
333

345
342

A．pas七eurlanus
G．oxydans
Ag．radiobacter
A9．tumefacieum
E．COli

AAGGAAGCACGTGCTTTTATTGAAAGTAAGGCAGATAAAAGCATTACCAA
GTAGAGGCGCGGGCGTTTATTGAAAAGAAGGCCGATAAGTCGATCAAGGA
GACGAAGCGCGTGCTTTCATCGAGGAGCGTGCCGACAAAAGCATAACGGA
GATGAAGCGCGAACCTTCATCGAGGACAAGGCCGATAAATCGATCACCGA
GATGAAGCTCGCGCGCTCATTAGCGAAAAAGGTGATAGTTCCATTCTGGA
　　　★★　★★　★rk　　★　　★　★★　　　　　　　　　★　　★★　★　　　　　★★　　　　　★

383
383
395
395
392

A．pasteurユanus
G．oxydans
A9．radiobacter
Ag．tumefacieum
E．coli

CCCTCAGTCCTTTGAAGAACAGGCACTGAGCATGATTGGCCCGGAACTGT
TCCAAAAAATTTCGAAGAGCAGGCGCTCTCGATGATTGGTCCGGAGCTAT
TCCGAAGACCTTCGAGGAGCAGGCGCTGCGCTTCGTCGGCAATGACCTGT
TCCACAGACCTTCGAGGAGCAGGCGCTGCGCTTCGTCGGCCGCGATCTCT
ACCGAAGACTTTTGAAGAGCAGGCCTTGCGCTTCATTGGTAAAGAATTAT
　★★★　★★★★★★★★★★★★　 ★★★★　★★★★

433
433
445
445
442

A．past二eurエanus

G．Qxydans
A9．radiobacter
Ag．tumefacieum
E．COli

ATCGGGCGTTCTTTTATGGATATACGCGCAAGCAGTGGGGGCTGGA－GCC
ACAAGGCGTTTTTCTACGGATATACGCGAAAGCAGTGGGGGCTGGA－GCC
ATGAAGCGTTCCTCAAGGGATATACCCAGAAGCAATGGGGT－TGCGCGCC
ATGAGGCCTTCTTCAAGGGATATACCGAAAAGCAATGGGGC－TGCTCGCC
ACGAAGCGTTCTTCAAAGGCTACACCATAAAACAGTGGGGGATGCA－GCC
★　　　　★★　★★　　★　　★　★★　★★　★★　　　　★★　★★　★★★★★　　★★　　　★★★

482
482
494
494
491

A．pasteurlanus
G．oxydans
Ag．radiobacter
Ag。tumefacieum
E．coli

TACGCAGCTTCCCGCATCTATTCTCAAGCGCCTGCCTTTGCGCTTCAATT
GACAGAACTGCCTGCGTCCATTCTCAAAAGATTGCCGCTGCGCTTTAATT
GACCGAGCTTCCAGCCTCTATCCTGAAACGGCTTCCGGTCCGCTTCAACT
GACGGAACTGCCGGCCTCTATCCTGAAACGCCTGCCCGTGCGCTTCAATT
TTCTGAGCTTCCGGCATCTATACTCAAACGTTTGCCTGTGCGTTTCAATT
　　★　　★　★★　★★　★★　★★　★★　★★　★★　　★　　★　★★　　★　★★　★★　★★　★

532
532
544
544
541

A．past二eurlanus
G．oxydans
A9．radiobacter
Ag．tumefacieum
E．coli

ATGATGATAACTACTTCAACCATCCGTATCAGGGGATGCCTGAAGAAGGT
ATGATGACAATTACTTTAATCACCCGTATCAGGGGATGCCGGAAGACGGG
ACGACGACAACTATTTCTTCCATAAATACCAGGGCATGCCGGAAAACGGC
ACGACGACAATTACTTCTTCCACAAATATCAGGGCATGCCGGAAAGCGGT
ATGACGATAATTATTTCAATCATAAATTCCAGGGCATGCCGAAGTTAGGC
★　★★　★★　★★　★★　★★　　　　★★　　　　★　　★★★★★　★★★★★　　★　　　　★★

582
582
594
594
591

A．pasteurlanus
G．oxydans
Ag．radiobacヒer
A9．tumefacieum
E．coli

A．pasしeurlanus
G．oxydans
Ag．radiobact二er

TATACAGCCATTGTACA－GAATATCCTGAATGTTGAGGGTATTGATGTGC
TATTCAGCGATTGTAGA－AAATATTCTGAAGTCTGAAAATATTGAGATTC
TATACCGACATGGTCGG－GCGAATTCTCGATCACACGAATATAGAAGTCC
TATACTGACATGATCGA－GCGCATCCTCGATCACCCCAATATCACGGTAA
TATACCCATATGATTGAAGCG－ATCGCCGATCATGAAAATATCACTCTGC
★★★　★　　　　★★　　★　　　　　　　 ★★　　　　　★　　　　　　　　 ★★★　　　　　★

GGTTGGGCTGTTCTTTTGAAAGCCTGGAA－一一GAAGATTTTCAG－CACG
GCCTCAATACAAAATTCGAGGATGTTTCG－一一一GAAGAATTTCAG－CATA
ACTTGGAAACCAGGTTTCACAGCGGTCTA－－GCCAAGGACTTCGATCACA
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631
631
643
643
640

676
676
691



Ag．tumefaCieUm
E．coli

AACTCGGCACGCGCTTTGACCGCGCCGAA－－GCGCCGGCCACCGGACACG　69工
AATT－ACAGCGTGAGTTTGCGGCTGAAAATCGCGAAAGTTAT－GATCATG　688
　　　★　　　　　　　　　　　　　　　　★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★

A．pasteurlanUS
G．oxydans
A9．radiobacter
Ag．tumefacieum
E．coli

TATTCTATACCGGCCCGATTGATCGGTATTTTGGTTTCCGTCTGGGCCGC
TCTTCTATACTGGGCCGATAGATCGTTATTTCTCTTTTGATCTCGGGCGT
TATTCTATTCCGGTCCCCTCGACGGCTATTTCGATTATGAATATGGCCGT
TCTTTTACTCCGGTCCGCTCGATGGCTATTTCGATTTCGAATTCGGCCGC
TATTTTATAGCGGGCCGTTAGACGCCTTCTATTCATACCAGCATGGGCGT
★　★★　★★　　　　★★　★★　　★　★★　　　　★　　★　　　　　★　　　　　　　★★　★★

726
726
741
741
738

A．pasteurlarlus
G．oxydans
Ag．radiobacter
Ag．tumefacieum
E．coli

TTGGGTTACAGGACGTTGGATTTTGAACGCTTCGTAGATGATGGTGATCA
CTGGGATATCGTACGCTCGATTTTGAGCGTATCGATGGAGATGGTGATTA
TTGGGATATCGCACGCTGGATTTCGAGCGTTTTACCCATGATGGTGACTA
CTGGCGTACCGGACGCTCGACTTCGAACGGTTCACCTATGACGGCGACTA
CTTGGCTACCGTIACTCTGGACTTTGAGCGATTTACCTIGGCAAGGTGATTA
　★　★　　★★　　★　★★　　★　★★　★★　★★　★★　　★　　　　　　　★　★★　★★　　★

776
776
791
79工

788

A．pasteurエanus
G．Oxydans
Ag．radiobacter
Ag．しumefacieum
E．coli

TCAGGGCACAGCCGTTATCAACTATTGCAATGAAGAAGTGCCTTACACGC
TCAGGGCGCAGCAGTAATTAATTACTGCGATCAGGAGGTGCCGTTCACGC
TCAAGGGTGCGCAGTCATGAACTATGGCGATGTCTCCGTGCCCTATACGC
CCAGGGCTGCGCGGTGATGAATTACGGCGACGTGTCGGTACCCTTTACCC
CCAGGGCTGCGCGGTCATGAACTATTGCTCAGTTGATGTCCCGTATACGC
　★★　★★　　　　★★　★★　★★　★★　★★　　★★　　　　　　　　★★　★★　★　　★★　★

826
826
841
841
838

A，pasteurユanus
G．oxydans
Ag．radiobacter
Ag．tumefacieum
E．COli

GTATTTCTGAACACAAGCACTTTGCCCCATGGGAGCAGGACAAATTCTCC
GTATCTCAGAGCATAAACATTTTGCTCCATGGGA－一一一AGCAGATTCCCT
GCGTGACGGAGCATAAGCATTTCTCCCCGTGGGA－－AGACCATGCCGGCT
GCATCACCGAACACAAGCATTTTTCGCCGTGGGA－－AGACCATGCCGGCT
GCATTACCGAACATAAATATTTTTCCCCGTGGGA－－AAACCACGAAGGCT
★　　★　　★　★★　★★　★★　　★　★★　　★　★★　★★★★★　　　　　　★★　　　　　　★

876
872
889
889
886

A．pasteur工anUS
G．oxydans
Ag．radiobact二er
A9．tumefacieum
E．coli

一一一一 AAAACTGTTTGTTTCCGTGAATACAGCCGC－CTGGCAGGTGAAAAC
GCAAAAGACAGTTGCTTTCAGAGAATACAGCCGT－CTGGCGGAACCTAAA
－一一一一一一一 CAGTCTGCTATCGCGAGTTCTCCAGGGCCTGC－GAACCCGGC
－一一一一一一一 CCGTCTGCTACCGGGAGTTTTCCCGCGAATGC－GGCCCACAG
－一一一一一一 CCGTATGTTACAAAGAATATAGTCGCGCCTGC－GGTGAAAAT
　　　　　　　　★★★　　★　　★★★　　　★　　★★★

921
921
930
930
927

A。pasteurlanus
G．oxydans
Ag．radiobacter
Ag。tumefacieum
E．coli

GATATTCCCTACTACCCCATCCGCCTGGTGAACGAAAAGAAGATGCTCGA
GACGTTCCGTATTATCCAATTCGCCTCGCTAATGAAAAAACCATGCTCGA
GATGTTCCCTACTATCCGATCCGCCTGATGGAGGAAAAGGAACAGCTCGC
GACATTCCCTATTATCCGATCCGGCTGGTCGAGGATAAAGAACAGCTCGC
GATATTCCTTACTATCCAATCCG（℃AGATGGGCGAGATGGCTCTGCTGGA
★★　　★★★★　★★　★★　★★　★★　★★　★　　　　　　　★★　★　　　　　　★★★　★

971
971
980
980
977

A．past二eurエanus

G．oxydans
Ag．radiobacter
A9．tumefacieum
E．coli

AAGCTATATCGAGCTGGCACGTGCAGAAAAAGGCGTGTCCTTTATGGGGC
GAGCTACATTACTCGGGCCCGAAATACGGCAGGCGTATCTTTTCTCGGCC
GCACTATGTCACGCGAGCCCTCCAGGAGCCCTCCGTCACCTTTGTCGGCC
CGACTATGTGGCGCGGGCCGAACGGGAAGCGTCGGTCACCTTTGTCGGAC
TAAATATCTATCACTGGCGGAAGGTGAGAAAAATATTACIrTTCGTCGGAC
　　　　★★　　★　　　　 ★　　★★　　　　　　　　　　　　　　　　　　★　　★　★★　　★　★★　★

1021
1021
1030
1030
1027

A．pasteur］・anus

G．oxydans
A9．radiobacヒer
Ag．tumefacieum
E．coli

GTTTGGGCACGTATCGTTATCTGGATATGGATGTGACCATCAAGGAAGCT
GGCTTGGGACATACCGGTACTTGGATATGGACGTGACGATTTCTGAAGCT
GGCTCGGGACATACCGCTATCTCGATATGGACGTCACGATCCGCGAGGCG
GGCTCGGGACCTACCGTTATCTCGACATGGATGCGACCATCCGCGAAGCG
GCTTAGGGACTTATCGCTATCTTGATATGGATGTAACGATTGCAGAAGCT
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★

1071
1071
1080
1080
1077

Fig．4．1　Nucleotide　sequence　alignments　of　gグfヒom！4．ρα5∫例7∫α朋51FO　3283

（Apasteurianus），　G1μcoηo加c∫θアα亙y40η5621H（Goxydans），．4gro肋αεr∫〃吻rα4∫oわααε7

K84（Ag．radiobacter），．4970わαc∫ε吻〃ππ溜θ狗o∫θ㍑〃2（Ag．　tumefac　ieum），　and　1％o乃θ漉痂αoo1ノ

SMS－3－5（E．coli）．

Asterisks　indicates　identical　nucleotides，　arrows　indicate　primers　locations．　In　primers　design，　when

㎜cleotides　are　not　identicaM．p磯θ副αη粥IFO　3283　nucleotides　and　alnino　acid　codons　were　used．
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Nucleotide　sequence　analysis

　　　　　　The　DNA　sequencing　was　carried　out　a丘er　ligating　the　PCR　products　to　pGEM－T

Easy　vector　as　described　above，　using　an　ABI　PRISM310（PE　Biosystems），　and　the　data　were

analyzed　using　the　GENETYX－MAC　program（So丘ware　development　Co．，　Ltd）．　Similarity

search　analysis　and　alig㎜ent　were　pe㎞rmed　us血g　BLAST（Atsc㎞1ε∫α1，1990）and

CLUSTAL　W（www．ebi．ac．uk／clustalw），　respectively．

Purification　of△9ゲmutant　CPS

　　　　　　The　CPS　of△gグmutant　was　purified丘om　ceIls　as　mentioned　in　Chapter　2．　In　brie£

10％ofthe　seed　culture　was　inoculated　into　l　L　ofpotato　medium　and　incubated　at　30°C　with

shakhlg　fbr　30　h．　The　ceIls　were　then　collected，　washed　2　times　with　50　mM　phosphate　buffbr

（pH　6．5），　and　resuspended　in　the　same　buffbr（1　g　cells／10　ml　buffbr）．　The　suspension　was

ultra－sonicated　us㎞g　sonicat血g血croprobe（TP－040，3㎜diameter，　TOMY　TECH，　INC）

貴）r20　min，　centrifUged，　and　ultra－centrifUged　to　r6move　cell　debris．　DNase（50μg／ml）was

added　to　the　supematant　and　it　was　incubated　at　37°C　ovemight，表）llowed　by　an　additional

ovemight　incubation　with　100μg／ml　protehlase　K　at　37°C．　The　suspension　was　then

suhj　ected　to　dialysis　against　25　mM　Tris－HCl　buffbr（pH　8．5）ovemight．　A丘er　centrifUgation

to　remove　precipitate，　the　supematant　was　applied　to　a　DEAE－cellulose　colu㎜and

polysaccharides　were　eluted　with　25　mM　Tris－HC1（pH　8．5）．　Polysaccharide　fヒactions　were

dete㎜ined　by　pheno　l－sul釦ric　acid　assay（Dubois　et　al．，1956），　pooled，　ultra－centri血ged，　and

precipitated　with　2　volumes　of　coId　ethanol．　The　precipitated　polysaccharide　was　then

dissolved　in　O．1M　NaCl　and　applied　to　a　Superdex　S－200　colu㎜．　The　polysaccharide

丘actions　were　pooled　and　precipitated　with　2　volumes　ofcold　ethano　l．

NMR　analysis

　　　　　　The　purified　CPS　was　dissolved　in　D20　and　Iyophilized　3　time3　to　reduce　the　residual

water．13C　NMR㎝alysis　was　done血aBmker　400　MHz　spectrometer　with　5㎜sample

probe，　which　was　kept　at　60°C．　Standard　pulse　sequences丘om　Bmker　were　uSed　to　obtahl

lDl3C　NMR　spectra．　Chemical　shi丘s　were　reported　in　ppm　down　field　ffom　TSP　intemal

standard．
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GIf－A．t
Gユf－A．P

GIf－G．O
GIf－A．r
GIf－E．c

MS－FCWGAGFSGAI工醸HLAERGHK町WDERP肛GGTCHTEImAETG脳＼珊KYGPH
MT－FCWGAGFSGAV工憩HLAERGHK㎜E盟H　IGGNCYTERDTETG四四KYGPH
MR－…FC工▽GAGFSGA工IARHLSEKGHK▽LLLDERSH工AGNCHTERDDKTGW田RYGPH
MR－一一FC工VGAGFSGA工工ARH工」SEKGHK▽LLLDERSH工AGNCHTERDDKTGVMVHRYGPH
MK㎜工L工VGAGFSGW工憩QLAEQGHK▽KI工DQRDH工GGNSYDTRDPQTD棚田WGPH
★　　　　。　．★★★★★★☆　．★★★．★．★，★六ナr★　．．★．★　★★　★　　．　　★★　，★　★★★★　★☆★★

57
57
57
57
60

GIf－A．し

Glf－A．P
GIf－G．o
Glf－A．r
GIf－E。C

工FHTADQRANDYVQRFGAFKPYVNRVKA工SQGRVYT工JPVNL工」丁工NQFFGTTMGPKEARAF
工FHTADERTWAY▽QKFGTFKPYVMR▽KA工SNEHVYT工」PVNLLT工NQFFGTTMGPKEARAF
工FHTADERAWSYIQRFGKFRPYINR▽KA工SQGR工YTLPVNLLT工NQFFGTVMS　PVEARAF
IFHTADERAWSY工QRFGKFR　PY　INRVKA工SQGR工YTLPVNLLT工蔚QFFGTVMS　PVEARAF
工FHTD瓦ETvWNYvNQYAEM▽PY▽NR▽KATVNGQVFSLP工NLHT工NQFFAKTCS　PDEARAL
★★★★。．　★☆．．．．　。★☆．★★★★歯　。．．、，★★．★☆★★★肉六★　　 ★★★★★・

117
117
1ユ7

117
ユ20

Glf－A．t
Glf－A．P
GIf－G．o
Glf－A．r
Glf－E．C

工EG阻DKT工丁1NPRSFEEQALSMIGPELYRAFFYGYTRKQWGLEPTELPAS工LKRLPI。RFN
工ESKADKS工TNPQSFEEQALSM工GPELYRAFFYGYTRKQWGLEPTQLPAS工LKRLPLRFN
工EKKADKS工KDPKNFEEQALSM工GPELIYKAFFYGYTRKQWGLEPTELPAS工IJKR工」PLIRFN
工EKK配DKS　DくDPKNFEEΩALSMIGPELYKAFFYGYTRKQWGLEPTELPAS工LKRLPLRFN
工SEKGDSSILEPKTFEEQALRF工GKELYEAFFKGYT工KQWGMQPSELPASII」KRLPVRFN
雲　　　　☆　　★　　　・索　　　・★　．　　・幽★★★脅★　　　。歯☆　　★☆★　　☆☆悔　　愛★★　　★☆★☆　、　9肉　．　，☆★汝　☆★嚢★塊★書　。★☆★

177
177
177
177
180

Glf－A．t
Glf－A．P
GIf－G．o
Glf－A．r
Glf－E．c

YDDNYFNHPYHGMPEEGYTA工VΩN工LN工EG工DI」RLGCSFESLE－EKFQHVFYTGP工DRFF
YDDNYFNHPYΩGMPEEGYTA工VQN工LN▽EG工DVRLGCSFESLE－EDFQHVFYTGP工DRYF
YDDNYFNHPYQGMPEDGYSA工VEN工LKSEN工E工RLNTKFEDVS－EEFQH工FYTGPIDRYF
YDDNYFNHPYQGMPEDGYSA工VEN工LKSEN工E工RLNTKFED▽S－EEFQH工FYTGPIDRYF
YDDNYFNHKFΩGMPKLGYTHM工EA工ADHENITLQ工」QREFAAENRESYDHVFYSGPLDAFY
☆★☆★★☆雲☆　　　，　．雲☆☆　盲　　★★　喝　　　。　．　．　　★　　　　　　★　　　☆　　　．　、★　　　　　　☆　　　　　　　　　　☆　　　。　r☆　．☆☆　・☆索　・☆　　　．　．

236
236
236
236
240

Glf－A．t
Glf－A．P
GIf－G．o
Glf－A．r
Glf－E．c

ΩFKLGRLGYRTLDFERFVDEGDHQGTAV工NYCDENVPFTRISEHKHFAPWEQDKFSKTAC
GFRLGRLGYRTLDFERFVDDGDHQGTAV工NYCNEEvPYTRISEHKHFAPwEQDKFSKTVC
SFDLGRLIGYRTLDFER工DGDGDYQGAAV工NYCDQEVPFTR工SEHKHFAPWEADSLQKTVA
SFD工」GRLGYRTLDFER工DGDGDYQGAAV工NYCDQEVPFTR工SEHKHFAPWEADSLrQKT▽A
SYQHGRLGYRTLDFERFTWQGDYQGCA㎜YCSmVPYTR工TEHKYFSPWEN…HEGSVC
　・　　★★☆★★★★★★★★★．　　。★★．☆★　★★．★★★　　 ．☆★．★★★．☆★★．☆．★★★　　　　　　 ・

296
296
296
296
298

Glf－A．t
Glf－A。P

GIf－G．o
Glf－A．r
Glf－E．c

FREYSRL」AGEKD▽PYYPIR工」VNEKQMLESY工GI．ARAEKGVSFLGRLGTYRYLDMDVTITE
FREYSRLAGEND工PYYP工R工」VNEKKMLESY工EI．ARAEKGVS　FMGRLGTYRYLDMDVT工KE
FREYSRLAEPKDVPYYP工RLANEKTM工JESY工TRARNTAGVSFLGRLGTYRYLDMDVT工SE
FREYSRLAEPKDVPYYP工RLANEKTMI」ESY工TRARNTAGVS　FLGR工」GTYRYLDMDVT工SE
YKEYSRACGEND工PYYPIRQMGEMALLDKYLSLAEGEKN工TFVGR工JGTYRYLDMDVT工AE
9　℃☆☆★★　　　　　　　　φ★　。★★☆☆★★　　　　　　☆　　　　D☆　9　　★　．　　　　★　　　　　　　　　．　。★　，★★★☆★★★★★★★★★★★　　☆

356
356
356
356
358

Glf－A．t
Glf－A．P
Glf－G．o
Glf－A．r
Glf－E．c

ALAACDRIDAAI」9AKELDI」PAFF工DPS　383
ALAACDV工DTAMQASELS　LPAFFVDPA　383
ALKACDQIDQLLAANAP－LPAFFvDPS　382
AI」KACDQIDQLLAANAP一工」PAFFVDPS　382
ALKTADKYLS　S工」SNDET－MPVF▽ADVR　384
★★　　　．　　★　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　尋　☆　　　☆　　　　　★

Fig．4．2　Alignment　of　the　deduced　amino　acid　sequences　of　gゲffom浸．〃ρρ∫oo1∫5（A．t），オ．

pα訂ε岬∫伽π3　1FO　3283　（A．p），α㍑ooηoゐααεア　α亙y4αη5　621H　（G．o），、4gro肋c彪ガ〃配

m4励αc‘ε7　K84（A．r），　and　E5c乃ε7∫c伽oo1∫SMS－3－5（E．c），　done　with　ClustalW

Asterisks　indicate　amino　acids　identical　in　all　sequences，　while　dots　rgpresent　similar　amino　acids．

Numbers　showed　amino　acid　sequence　position．－indicates　space　introduced　by　C　lustalW　alignment．

55



RESULTS

Cloning　of　a　8げgene飾om・4・〃ρρ’cα1∫5

　　　　　　The　repeating　unit　structure　of．4．∫πψ∫cα1∫5　SKU　1100　CPS　was　fbund　to　contain　Galf

residue（see　Chapter　2）．　To　identifンagグgene，0．9　kb　intemal　PCR丘agment　ofthe　gene　was

obtained　by　PCR　using　primers　designed　based　on　the　conserved　regions　of　gグ仕om．4．

μ5∫θπr∫α朋31FO　3283，　G1祝co解o肋c∫θ70陛γ4αη5621H，．4970わαc∫εr∫π御m4∫oわαc彪r　K84，

E3c乃εr’c肋co1∫SMS－3－5，　and　4groわαc‘ε吻脚伽2ψc蜘刑str．　C58（Fig．4．1）．　The　PCR

product　yielded　85％identity　to　gグ丘6m．4．pα8彪説oη〃5．　Thus，　TAIL　PCR　and　PCR　with

primers　designed　fセom　the　draft　genome　sequence　ofオ．〃ρρ∫6α1∫5　were　used　to　obtain　the

gene　upstream　and　downstream　regions，　respectively．　Sequence　analysis　of　the　DNA

丘agments　revealed　an　open　reading　fヒame（ORF）of　1156　bp．　A　promoter－like　sequences－35

（5’－TTAAAT－3’）and－10（5’－GAATAAGCT－3’）were　fbund，　while　no　tem豆nator　was　fbund

do㎜strea玖血dicating　that　the　ORF　may飴rm　an　operon　with　other　genes　downstream

Upstream　ofthis　gene，　a　small　ORF　with　no　similarity　to㎞own　sequences　and　ORF　havhlg

similarity　to　leucyレc》沈o　sol　a血10　peptidase　were丘）und．　While，　a　hypothetical　protein　was

ibund　do㎜stream（Fig．4．3）．

A

1愈ucyl／cyセos◎1

陰kn 9ザ hy　　◎thεt韮caI　prot⑤ln

B

Bpu11021

Fig　4．3　Gene　organization　of　gグ（A），

time（B）．

and　restriction　map　indicating　enzymes　that　cut　one

Filled　triangle　indicates　the　promoter　like　sequence．
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Effbct　of9ゲdeletion　on　pemcle負）rmation

　　　　　Gゲgene　is　involved　in　UDP－galactofUranose　biosynthesis　fヒom　UDP－galactopyranose，

and　thus　the　deletion　ofgゲmay　a撫t　CPS　biosynthesis　and　pellicIe艶r㎜tion．　To　identi旬

the　fUnction　ofthe　cloned　gゲgene，　PCR－based　gene　deletion　method　was　employed（Fig．4．3），

and　the　gグdeletion　was　confirmed　by　sequenchlg．　The　resultant△gグmutant　still　produced

pellicle　in　static　culture．　To　fUrther　check　the　effbct　ofgグdeletion，　CPS　of　the　mutant　was

purified　and　subjected　to　monosaccharide　composition　and　NMR　analysis．　The　CPS　showed

the　same　monosaccharide　composition，　composed　ofglucose，　galactose，　and　rha㎜ose，　as　the

wild　type　CPS．　Moreover，13C　NMR　analysis　showed　six　anomeric　carbon　signals：A，　B，　C，　D，

E，and　G（Fig．4．4）which　had　the　same　chemical　shi丘s　of　102．35，104．31，10LO7，100．76，

110．41，and　107．4　as　wild　type　CPS．　The　presence　ofGalf　signal（E　at　110．41　ppm）indicated

that　the△gグmutant　still　produces　Galf　in　its　CPS．　Since　deletion　ofgゲgene　abolished　CPS

production　in　Cα翻〉γ10わαc欝ノ砂躍∫（Poulin　et　al．，2009），　the　same　effbct　was　expected　to

occur　in．4．〃gμ01応SKUIlOO　or　at　least　Galf　residue　to　be　missed　fヒom　the　CPS　stnlcture．

However，　stnce△gゲmutant　did　not　lose　the　CPS　or　Galf　residue，　the　presence　of　another

copy　ofgゲgene　was　expected，　and　2　another　similar　sequences　were　fbund　with　the　BLAST

search　in　the　draft　genome　ofオ．卿ρ∫oα〃3．

σノf（5＋｝

→
↓

リゲ　km－clown（昏）　　、

．隔（．｝

P（R

Up～む’eam　ofgゲ　uP－k。1璽（＋）

9～ObP

「当m段一Pτkm

9ゲ3（一）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　←
　　　　　　　　　幽／

　　　　　　　　　　　　　km．d晶←｝

P（R

km　R　950bp

↓

P（，R

do、vn～tr曾a事n　o蛋σケ

1kb

fU～ion　P（二R
↓

　　　　　　　　　　　　　2．9kb
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

electroPor3ted　i隆1to湾．亡roρ∫‘σ’～5～1くU1100、vild　tvpe　R

Fig．4．4　Construction　of　gゲgene　deletion　fUsion　PCR　f士agment．　AITows　indicate　primes

locations．
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Fig．4．513C　NMR　spectrum　of△gグ㎜tant　CPS．　The　spectlum　was　obta㎞ed㎞D20　at　60°C

with　TSP　as　intenlal　standard．

The　signal　label　is　the　same　as　in　the　wild　type　CPS，　signal　E（llO．41　ppm）was　identified　as　Galf

residue（see　Chapter　2）．

】）ISCUSSION

　　　　　　オcε∫oわαc∫θア〃（刎oα1∫3SKUllOO　produces　CPS　which　is　important　R）r　pellicle

貴〕rmation　and　growth　in　static　culture．　The　pellicle　CPS　was　composed　ofglucose，　galactose，

and　rha㎜ose，　and　the　structural　characterセation　of　the　CP　S　revealed　the　presence　of　GaIf

sugar　residue　as　well　as　galactopyranose㎞the　repeating　unit　Deeraksa　et　al．，（2006）

investigated　the　bio　synthesis　of　galactose　in／望oε’oわααθ〃7gρ∫cα1’5　SKU　l　l　OO，　and　fbund　that

gα認gene（UDP－galactose　4－epimerase）is　responsible　fbr　galactose　biosynthesis　in　this

stra㎞．　However，　gαZE　did　not長）rm　an　operon　with　other　polysaccharide　biosynthesis　genes

such　as　gゲgene，　which　is　presumably㎞vo　lved　in　biosynthesis　ofGalf　f卜om　galactopyranose．

　　　　　　　In　this　study，　a　gene　encoding　UDP－galactopyranose　mutase，　gゲwas　identified　by

PCR　using　degenerate　primers　based　on　conserved　regions　of　gグf｝om　many　bacteria．　The

deduced　amino　acids　sequence　showed　a　high　homology　to　gグf虻om！望．ρα∫勉磁朋51FO

3283and　other　related　bacteria．　A　promoter　like　sequence　was　fbund　in　the　upstream　area，

while　no　transcriptional　terminator　was　detected　downstream　of　the　gene，　implytng　that　the

gene　may　be　the　first　one　in　an　operon．　The　gゲgene　was　flanking　a　small　ORF　with　no

homoIogy　to㎞own　genes　in　BLAST　search，　and　upstream　of　hypothetical　protein　that　may

丑）rm　an　operon　with　gびThe　gグgene　was食）und　to　be　located　in扉）region　in　E．　co1∫K12
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（Nassau　et　al．，1996）and　in　the　O－polysaccharide　gene　cluster　inノ（1εわ3∫ε11αpη8珊70η∫αε

（Guan　et　a1．，2001）．　In　contrast，ルかooboc’8万〃配5αηg加α∫’8　gゲgene　was　fbund　to　be　the　first

in　an　operon　containing　galactofhranosyltransfbrase　and　other　30RFs　with　unknown

fUnction（Pan　et　al．，2001）．

　　　　　　Although　the　gene　was　deleted，　the△gグmutant　strain　still　produced　pellicle　and　CPS

as　wild　type　strain．　Moreover，13C　NMR　spectrum　of　the　polysaccharide　purified丘om　the

mutant　strain　confirmed　the　presence　of　Galf　residue　in　the　CPS．　It　is　noteworthy　that　Galf

production　is　not　essential　fbr　cell　viability　in．4．〃qρ∫cα1∫5　because　the△gα認mutant　did　not

produce　both　Galf　and　galactopyranose（see　Chapter　3）．　Thus，　the　gene　identified　in　this

study　may　have　another　paralogous　gene　that　works　individually　to　produce　Galf　This

assumption　could　be　supported　by　the　observation　that　there　are　some　homologous　to　the

cloned　gゲin　more　than　one　contigs　of　the　draft・genome　sequence　ofオ．〃ρρ∫cα1∫5．　Gene

duplication　is　co㎜on　among　many　genomes，　and　this　could　be　happen　via　the　process㎞g　of

unequal　crossing－over，　unequal　sister　chromatid　exchange，　and　DNA　amplifications　or

replication　sIippage（Brown，1999）．　In　conclusion，　since　the　deletion　of　gグdid　not　abolish

Galf　production，　another　copy　ofthe　gene　is　expected　to　exist．　Hence，　fUrther　investigation　is

needed　to　identifシthis　paralog　and　elucidate　its　role　in　Galfbiosynthesis．
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SUMMARY

Structure訊nd　biosynthesis　of　peHicle　polysaccharides　in　a　thermotolerant　acetic　acid

bactehum，！望68ω加c’87かρρ’cα1∫5　SKUllOO

　　　　　　オcθ∫oわαασゆlcα1∫∫SKUllOO　is　a　the㎜otolerant　acetic　acid　bacterial　stra血

capable　of　producing　pellicle　even　at　higher　te］mperature．　The　pellicle　is　an　a症一liquid

interface　biofilm　that　contains　bacterial　cells　attached　to　the　surface　and　to　each　other　by

po　lysaccharides　and　other　extracellular　matrix．　Capsular　po　lysaccharide（CPS）was　produced

おrpellicle鉛㎜ation㎞オ．∫吻cα113　SKUllOO．　Genetic　study　revealed　thaψo班βCDE

operon　is　involved　in　CPS　biosynthesis．　The　1ワo必βα）showed　high　similarity　toψBオα）

operon　which　is　responsible鉛r　d－TDP－rha㎜ose　biosynthesis，　while　theρo詔is　a　novel　gene

exhibiting　a　low　similarity　to　other　glycosyltransfbrase　genes．　Disruption　of1ワoZE　abolished

pellicle　fb㎜ation　and　CPS　production，　instead　the　mutant　strain　produced　EPS　that　secreted

in　the　growth　medium．　Likewise，　disruption　of　goIE　gene，　encoding　UDP－galactose－4－

epimerase，1ed　to　EPS　production　and　no　pellicle　fbrmation．　This　study　was　implemented　to

gain　insight　into　thermotoIerance　and　pellicle　polysaccharide　biosynthesis　ofオ．かρρ∫co1∫5

SKU　1100．

　　　　　　In　Chapter　l，　to　understand　the　mechanism　ofthermotolerance　in！1．〃ρρ∫co1∫5，　the

dra丘genome　of　the　strain　was　obtained，　and　compared　with　the　genome　of　a　mesophilic

strain，、4　cε’o加αεγμ3∫例ア∫o朋51FO3283－01．　The　comparative　genomic　study　showed　that

amino　acid　substitutions　ffom　large　to　small　residues　and　lysine　to　arginine　occur　in　many

orthologous　genes　inオ．〃qg’cα1’3　SKU1100．　Moreover，　comparative　modeling　study

between　orthologous　proteins　indicated　that　the　number　of　arginine－based　salt　bridges

increased　in　proteins　of．4．〃qρ∫cα1∫5　compared　with．4．　pα5∫ε〃7∫αη〃5．　Since　it　has　been

reported　that　arginine－based　salt　bridges　are　important　factor　fbr　thermo－stability　of　protein

stmcture，　the　results　suggest　that　the　increased　number　of　arginine－1）ased　salt　bridges　may

contribute　to　the　thermotoIerance　ofオ．〃ρρ∫cα1∫5　SKU　l　l　OO　most　probably　by　stabilizing

protem　structure・

　　　　　　In　Chapter　2，　to　understand　PoIE　fUnction　and　CPS　biosynthesis，　the　structures　of

wild　type　CPS　and△ρoZE　mutant　EPS　were　examined　using　monosaccharide　composition

analysis，　methylation　analysis，　and　l　H　and　l　3C　NMR　spectroscopy．　The　methylation　analysis

of　the　puri且ed　polysaccharides血dicated　that　wild　t距e　CPS　contains　2，3－1血ked　rha㎜ose

residue，　te㎜血al　and　2－1血ked　glucose　residues，　te㎜㎞al　fUranose　residue，　and　6－linked
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galactopyranose　residue　as　major　components，　and　some　minor　components，　double　branched

2，3，4－rha㎜ose，　te㎜㎞al　galactopyrano　se，　and　3－1inked　rha㎜o　se．　EPS　of助01E　mutant　had

the　same　major　components　as　those　ofthe　CPS　and　increased　number　of　minor　components

such　as　glucose，　galactose，　and　rha㎜ose　residues．　Thus，　wild　t距e　CPS　and助o班mutant

EPS　were　shown　to　be　co卿osed　of　the　same　m句or　residues　of　2，3－rha㎜ose，2－glucose，

term血al－gluco　se，　te㎜血al　galacto釦rano　se（GalD，　and　6－galacto　se．　Furthe㎜ore，　NMR

analysis　suggested　that　the　two　polysaccharides　have　a　branched　hexasaccharide　repeating

unit　co即osed　of　2，3一α一L－rha㎜opyranose（2　moles），2一α一D－glucopyranose，6一β一D－

galactop》ranose，　and　two　branched　residues　of　te㎜inal一β一D－Galf　and　te㎜inal一α一D－

glucopyranose．　By　co卿a血g　these　structures，　one　2，3，4一α一L－rha㎜op脚ose　double

branched　residue　observed　in　wild　type　CPS　was　shown　missing　in　the　mutant　EPS．　Thus

PoIE　may　fUnction　asβ一galactosyltransfbrase　that　addsβ一galactopyranose　to　2，3一α一L－

rha㎜op翼anose　to㎜ke　the　double　branched　2，3，4一α一L－rha㎜o　syl　residue，　which　leads　to

CPS　fbrmation．

　　　　　　In　Chapter　3，　the　structme　of△golE㎜tant　EPS　was　studied，　as　newly　produced　EPS

applicable　in　industry．　Methylation　analysis　indicated　that△gα沼mutant　EPS　contains　2，3－

1㎞ked　rha㎜ose，3－1櫨ed　rha㎜ose，　te㎜血al　and　2－linked　glucose　residues　as　the　m句or

peaks　and　with　some　m血or　peaks　of　glucose，　and　rha㎜ose．　The　absence　of　the血ranose

residue　was　observed　in△gα1E　mutant　EP　S，　suppo就ing　the　notion　that　the　te㎜血al　hlrano　se

residue　observed　in　CPS　and△ρoZE　EPS　is　a　galactofhranose　as△gα1E　mutant　camot

produce　galactose．　Thus，　the　EPS　was　co即osed　of　2，3－rha㎜ose，2－glucose，　te㎜㎞al

glucose，　and　3－rha㎜ose　as　major　co卿onents　plus　m血or　glucose　and　rha㎜ose　residues．

NMR　analysis　suggested　it　has　a　branched　tetrasaccharide　repeating　unit　composed　of　2，3一α一

L－rha㎜opWanose，2一α一D－glucop翼anose，　and　3一α一L－rha㎜op翼anose　with　te血al一α一D－

glucopyranose　branch．　Hence，　this　EPS　seems　to　be　derived　fセom　the　wild　type　CPS　by

missing　the　galacto　se　residues．

　　　　　　In　Chapter　4，　I　investigated　Galf　biosynthesis　by　searching　glプgene　that　encodes

UDP－galactopyranose　mutase　responsible　fbr　Galf　biosynthesis　f士om　galactopyranose．　The

part　ofgゲgene　was　cloned　by　PCR　using　pr㎞ers　designed　fセom　the　conserved　regions　ofgグ

丘om　many　bacteria，　and　the　whole　length　gene　by　us血g　TAIL　PCR　method．　To　study　the

血nction　ofthis　gene，　deletion　mutant　was　prepared　using　fUsion　PCR　method．　However，　the

mutant　strain，△g玩could　still　produce　pellicle　and　CPS．　Moreover，　NMR　analysis　confirmed

the　presence　of　Galf　residue　in　the　CPS　of　the　mutant．　These　results　together　with　the

homology　search　in　the　draft　genome　sequence　ofノ｛．〃（～ρ∫cα1∫5　SKUllOO　suggest　the
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existence　of　another　paralogous　gene　that　may　work　with　the　identified　gene　or　individually

to　produce　Galf　Additional　study　is　needed　to　identifシthe　paralog　gene　and　study　its

fUnction．
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和文要旨

Stmcture　and　biosynthesis　of　peHicle　polysaccharides　in　a　thermotolerant　acetic　acid

bacte1重um，！4c8’o加c∫87〃｛写ガ6α1∫5　SKU『1100

　　　オcε∫o肋c彪ア∫アgρ∫cα1おSKU　1100は高温下で高い菌膜生成能を有する耐熱性酢酸

菌である。菌膜は静置培養表面に形成されるバイオフィルムであり、菌が生成する

多糖やその他の細胞外排出物と菌体によって形成されている。オ．∫7（～ρ∫cα1∫3SKU　1100

は細胞に結合した多糖（Capsular　polysaccharide：CPS）より成る菌膜を形成する。本

菌の遺伝子研究より、po耐βα）EオペロンがそのCPS形成に関与していることが示

されている。このオペロンのうち、po媚α）はd－TDP－rha㎜o　seの生合成に関与する

ことが知られているψβオα）オペロンに高い相同性を有しているが、po1Eは

glycosyltrans角rase遺伝子に低い相同性を示している。このpoZE欠損株は、本菌の

CPS生成能を失わせ、菌膜生成能を消失させる。しかし、新たに菌体外多糖

（Extracellular　polysaccharide：EPS）を生成するように変化する。また、　UPD－

galactose　4－epimeraseをコードするgαZE遺伝子の欠損も菌膜生成能を失わせ、　EPSを

生成するようになることが知られている。そこで、本研究は、本菌の耐熱性と菌膜

多糖生合成についての知見を得るために企画された。

　　　第1章では、本菌の耐熱機構を理解するために、本菌のドラフトゲノム解析

を行い、中温菌痴ε∫oわαo’ε7ρα5彪μ7’o刀〃31FO3283－01株ゲノムとの比較を行った。そ

の結果、両株に共通する多くのオルソログ遺伝子において、本菌の遺伝子で大きな

アミノ酸から小さな残基へ、リジンからアルギニンへの置換が多く蓄積しているこ

とがわかった。さらに、これらのオルソログ・タンパク質のいくつかについて、モ

デル構造解析を行うことで、本菌のタンパク質でアルギニンによる塩架橋が増加し

ていることがわかった。アルギニン塩架橋は、タンパク質の熱安定化に必要なこと

が知られているので、この塩架橋の増加が本菌の耐熱性に貢献していると予想され

た。

　　　第2章では、本菌のPo1Eタンパク質の機能およびCPS生合成系を理解する

ために、野生株のCPSおよびρo∠E欠損株のEPSの構造解析が行われた。両多糖と

も、以下に示すような、2分子の2，3一α一L－Rha㎜opyrano　se，各1分子の2一α一D一
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Glucop》Tano　se，6一β一D－Galactop》ぼano　se，　Te㎜inal一β一D－Galacto釦rano　se，　Te㎜inal一α一D－

Glucopyranoseを含む6糖の繰り返しユニットから成ることを、　NMR解析を含むい

くっかの手法を組み合わせることで明らかにした。また、野生株CPSと変異株EPS

の両構造を比較することよって、CPSには2，3，4一α一L－1油a㎜op翼anose　lこよる2重分枝

鎖が存在することが示され、PolEタンパク質はβ一Galactopyranose（枠で囲まれた

糖）を2，3一α一L－1㎞a㎜op翼ano　se残基1こ結合させるβ一galacto　syltrans艶raseではないかと

推測された。この結合によって、CPSは細胞に結合していると推定された。

　　　β一D－Galp

　　　　　1
　　　　↑

　　　　4
　　　　　1
⇒3）一α一LRhap－（1一レ3）一α一L－Rhap－（1一ウ6）一β一D－Galp－（1一レ2）一α一D－Glcp－（1一レ

　　　　　l　　　　　　　　l
　　　　2　　　　　　　　　2

　　　　1　　　　1
　　　　　1　　　　　　　　　1
　　　　　1　　　　　　　　　1
　　β一D－Galf　　　　　α一D－Glcp

　　　第3章では、同様な手法を用いて、gα1E欠損株のEPS構造解析が行われ、

2，3一α一L－Rha㎜opWanose，2一α一D－Glucopyrano　se，3一α一L－1油a㎜opyrano　se，　Te㎜㎞al一α一D－

Glucopyranoseからなる4糖繰り返しユニットから成ることがわかった。このことは、

本変異株では、UPD－Galactose分子が生成できないため、ガラクトースの欠失した多

糖となり、かつ細胞結合能を失ってEPSになると考えられた。

　　　第4章では、Galacto血rano　se（Galf）合成に関与すると考えられるUDP－galacto－

pyranose　mutaseをコードするgグ遺伝子のクローニングが行われた。　PCRおよび

TAIL－PCRを組み合わせて、その全長をクローニングし、その遺伝子を使って、　gグ

欠損株を作成した。しかしながら、その欠損株は菌膜を作る能力を維持しており、

そのCPSのNMR解析からGalfが存在していることも確認された。本菌株ゲノムに

はgグのパラログの存在が確認されたため、今後、それらの解析が引き続き必要であ

ることがわかった。
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