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存者論

第 5 章 安定性に関与している F. heterosporum リバーゼの C末端ペプチド内アミノ

酸残基
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リバーゼ(triacylglycerollipase ， EC 3. l.l. 3)は、高級脂肪酸トリグリセリドのエステ

ル結合を加水分解し、脂肪駿とグリセロール、または部分アシルグリセロールを生成す

る酵素である (Fig.1)。
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リバーゼはアミラーゼ、やプロテアーゼと並んで、 三大消化酵素の 1 っとして重要であ

るにもかかわらず、基質である油脂が水に不溶であり、酵素反応が不均一系で行われる

ために、その研究はアミ ラーぜやプロテアーゼに比べて立遅れていた。 しかし近年、リ

バーゼ、がさまざまなエステルの合成や分解、エステル交換、ラセミ体の光学分割のため

の優れた生体触媒になることが実証され(1-4)、その研究が急速に進んできた。 応用面で

は、消化薬、プレーバー剤の製造、臨床検査試薬、洗剤用酵素、カカオ脂様油脂の製造

などに加えて、農薬・医薬品の光学活性な合成中間体の製造(5 ， 6)にリバーゼが用いら

れるようになってきている。 さらに、多彩な生理活性を持ち、医薬品、化粧品、 健康食

品、各種の食品素材として利用されている高度不飽和脂肪酸の含量を高めた油や、高度
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不飽和脂肪酸の体内への吸収性を高めた油な どの高度加工にリバーゼが用いられてい

る (7 ・ 16)。

Table 1. Classification of microbiallipases 

Group Size a Specificity Microorganism References 

-----400 non' specific Staphylococcus a ureus 17, 18 

Staphylococcus hyicus 19 

II 277 ・ 320 non' specific Burkholden'a cepacia 20 

Pseudomonas aeruginosa 21 

Burkholden'a glumae 22 

Pseudomonas fragi 23, 24 

Pseudomonas sp. KW1. 56 25 ・ 27

Pseudomonas sp. 109 28, 29 

111 449 ・613 1,3' specific Pseudomonas fJuorescens 30 

Serra tia marcescens 31 

IV 213 1,3> 2 Baci11us subtilis 32 

V 534 ・ 544 non' specific Candida rugosa 33 

Geotn'chum candidum 34 ・ 38

VI 269 ・277 1,3' specific Rhizopus delemar 39, 40 

Rhizom ucor miehei 41 , 42 

Humicola lanuginose 43 

Penicillium camembertlﾏ 44. 45 

a amino acid residues. 

リバーゼは、動物の梓臓リバーゼがよく知られているが、工業的によく利用されてい

るものは主に微生物由来のリパーゼ、で、ある 。 現在までに多くの微生物由来のリバーゼ、遺

伝子がクローニングされており、これ らはアミノ酸配列から大きく分類して 6 つのグル

ープに分類される (Table L 46)。 また、同じグループに属するリバーゼは、よく似た立

体構造を示し、脂肪酸特異性や位置特異性をは じめとした色々な作用特異性が類似して

. 4 ・

いることがわかっている (47)。 リバーゼを利用するには、その反応性(加水分解反応、エ

ステル化反応、およびエステル転移反応)と基質特異性α旨肪酸特異性、アルコール特異

性、位置特異性、 トリグリセリド特異性、およびグリセリド特異性)を上手に組み合わ

せるととによって利用が可能になるため、目的とする反応に適した酵素を検索するとき、

この一次構造の相向性に基づいた分類が非常に参考になる 。 特に近年、天然に存在する

油脂を生物にとって最適の形態に改良した油脂、構造脂質(グリセロール骨格の特定の

位置に特定の脂肪酸が結合した脂質)が注目されている 。 構造脂質の製造には、 Fig. 1 に

示すように、トリグリセリドの全ての脂肪酸に作用する非特異的リバーゼで、はなく、1，3

位の脂肪酸のみに作用する 1 ， 3 位特異的リバーゼ、を用いる必要がある (12 ， 16 , 48) 。

Table 1 の分類では、グループ 111 とグループ VI のリバーゼ(Penici1lium camembertlﾏ 

のリバーぜを除く)が1.3 位特異的リバーゼに属する。

このように、リバーゼのさまざまな利用方法が開発され、ますます工業的に注目され

る酵素になってきている。しかしながら、生体触媒である酵素には安定性としづ問題点

があり、高温下、酸・アルカリ条件下、有機溶媒存在下、および長期間の使用で酵素は

矢活してしまう 。 また酵素は、価格が高いために、工業的に利用する上での製造価格に

大きく影響を及ぼしている 。 これらの問題点を解決するために、高温下や有機溶媒存在

下で反応性が高いリバーゼ、酵素を固定化したとき繰り返し使用しても活性を失わない

リバーゼ、安価に大量供給可能なリパーゼが要望されている 。 これまで、 Table 1 に示

すような微生物由来のリバーゼ、の中で、有機溶媒や熱に対する安定性に優れている酵素

としては、 Pseudomonas属(25 ， 49)や Bacillus 属 (50)などの生産するリバーゼ、が報告さ

れているが、いずれも非特異的である。 構造脂質の製造などに重宝されている 1 ， 3 位特

異的リバーゼの中には、安定性に優れたリバーゼはほとんど報告されていない。

そこで、熱や有機溶媒に対して安定なリバーゼの開発を目指し、本研究を開始した。

本論文は、土壌より安定性に優れたリバーゼ、を生産する微生物の単離、そのリバーゼ遺

伝子のクローニング、 異種菌株での遺伝子の高発現、リバーゼ、の構造と安定性の関係の

解析、変異による安定性の向上したリバーゼ、の生産、および安定な酵素の油脂加工への

応用についてまとめたものである 3

第 1 章では、土壌より有機溶媒に対して安定なリバーゼを生産する糸状菌 Fusan'um

heterosporum を単離した。 こ の リ バーゼを精製したところ、分子量は 31 kDa で、 ト

リグリヤリドの1.3 位に特異的な酵素でちることがわかった。 また、 dimethyl sulfoxide 
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(DMSO)などの種々の有機溶媒が 50%存在しても安定であった。

第 2 章では、 F. heterosporum の生産するリバーゼ、 cDNA のクローニングを行った。

本遺伝子は、 32 アミノ酸残基のシグナルまたはプロ配列と推定される領域に続いて、

301 残基の成熟リバーゼ配列をコードしており、 Rhizomucor miehei や Rhizopus

delemarの生産する group VI の リ バーゼと相向性があった。 しかしながら、相向性の

あるリバーゼと比べ、 F. heterosporum のリバーゼの C末端側は 34 残基長くなってい

た。すでに立体構造が報告されている R. miehei のリバーゼとの相向性から、 F.

heterosporum のリノぐーゼの構造を予測し、活性中心などに関与するアミノ酸残基を推

定した。

第 3 章では、 F. heterosporum のリバーゼ、 cDNA を Saccharomyces cerevisiaθ で発

現させた。 S cerevisiae の glyceraldehyde.3 .phosphate dehydrogenase (GA丹のフD ロ

モーターとターミネーターの問にリバーゼ、 cDNA(シグナル配列、プロ配列、および成

熟リバーゼ、配列を含む)を挿入した発現プラスミドを構築した。 この発現プラスミドを

持つ S. cerevisia e は、菌体外にリバーゼを分泌発現した。 さらに宿主菌株と培地組成

を変えることにより、リバーゼの生産量を 39μg/ml にまで上昇させることができた。

この生産量は、元菌である F. heterosporum の生産量の約 3 倍であった。 S. cerevisiaθ 

で発現したリバーゼを精製したところ、元菌の生産するリバーゼと同じ性質をもっ酵素

(リバーゼ A)の他に、 SDS.PAGE で分子量の大きいリバーゼ(リノミーゼ B)も見出された。

第 4 章では、 S. cere打slae で発現させることによって新たに生じたリパーゼBの性質

と構造の解析を行った。リバーゼ B は、リバーゼAよりも熱や有機溶媒に対する安定性

に優れていた。 リバーゼ B は、 301 アミノ酸残基からなる一本のポリペプチド鎖から成

っていたが、リバーゼ、Aは 275 残基(N末端ペプチド)と 26 残基(C末端ペプチド)からな

る 2 本のポリペプチド鎖で構成されていた。 したがって、 C末端ペプチドがペプチド結

合で N 末端ペプチドに結合しているとき、 C末端ペプチドが酵素の高次構造の崩壊を

防いでいると推定される 。 また、元菌の F. heterosporum では C末端ペプチドの切断が

完全であるために、培地中に安定なリバーゼ、 B が見出されないが、 S. cereげsJae で

cDNA を発現させたとき、 C末端ペプチドの切断が不完全であるために、 2 種類のリバ

ーゼが混在したものとわかった。 変異遺伝子(Arg275→Ala)を持つ S. cerevisiae は安定

なリバーゼのみを生産したことから、元菌の生産するリバーゼ、よりも非常に安定なリバ

ーゼを生産する菌株の育種に成功した。
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第 5 章では、 C末端ペプチド内で安定性に関与しているアミノ酸残基を調べたo C末

端ペプチ ド内 26 アミノ酸残基のアミノ酸変異株およびC末端側からの欠失変異株の解

析から、Asp293 の側鎖の負電荷およびC末端側からの 13 アミノ酸残基からなるペプ

チド鎖が安定性に大きく関与していることが推定された。 また、 C末端ペプチドは、酵

素の生産量にも影響を及ぼしていた。

第 6 章では、安定なリバーゼ、を油脂加工に応用した内 まず、 S. cerevisiae で生産され

た R275A リバーゼの闘定化法を検討したところ、陰イオン交換樹脂 Dowex WBA が固

定化に最も適した担体であった。次に、この担体に固定化したリ バーぜを用いて、 融点

の高いトリパルミチンとオレイン酸との聞のアシドリシスにより、グリセリド骨協の

1 ， 3 位にオレイン酸、 2 位にパルミチン酸の結合した構造脂質を製造した。 反応温度を

500C とし、 24 時間ごとに基質を交換して反応を繰り返したところ、 220 日以上繰り返

し使用しでも高い反応性を示し、従来まで使用されてきた R. mieheiの市販固定化リバ

ーゼ、 よりもはるかに安定性に優れていた。

以上、本研究によって、単離した新規なリバーゼの構造と安定性の関係を解析し、遺

伝子に変異を加えることによって安定性が飛躍的に向上したリ バーゼを酵母内で生産

させることに成功した。 この非常に安定なリバーゼ、を使用すれば、構造脂質の製造など

の油脂加工への工業的利用が可能である。
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第 1 章 F. heterosporum の生産する耐溶媒性リバーゼの精製

と性質

第 1 節緒言

近年リバーゼ、は、医薬品や農薬の中間体の製造(5 ， 6)、あるいは油脂の高度加工の触

媒(7-16) などとして幅広く用いられている 。 しかし、酵素は高温下、酸、アルカリ、

有機溶媒存在下などの過酷な条件下では不安定であるという問題点がある。 たとえば、

リバーゼは液状の基質に対しての反応性は高いが、基質が固体の時反応性が大きく減少

する 。 これらを避けるためには、酵素の失活を犠牲にしてまでも、高温下や有機溶媒存

在下で反応を行わなければならない。 そこで、熱や有機溶媒に対する安定性に優れ、長

期間の繰り返し使用に耐えるリバーゼの開発が要求されている。

これまでに、安定性の高いリバーゼとして Pseudomonas 属のリバーゼ(25 ， 49)など

が知られているがこれらのリパーゼはトリグリセリドの全ての脂肪酸を加水分解する

非特異的酵素である。 これに対し、構造脂質の製造(12 ， 16 ， 48)などに有効であり、トリ

グリセリドの 1 ， 3 位の脂肪酸を加水分解する 1 ， 3 位特異的リバーゼ、には安定な酵素剤

はほとんど報告されていなし、。

一般に、熱に対して安定性の高いリバーゼ、は、有機溶媒に対しても安定性が高い(25 ，

49 ， 50)。 したがって、安定性の高いリバーゼ、をスクリーニングするときは、熱か有機溶

媒かのどちらかでスクリーニングすれば良いと考えられる 。

そこで本章では、リバーゼの工業的利用範囲の拡大のために、有機溶媒に対して安定

性の高いリバーゼを生産する微生物の単離をおとなった。 さらに、単離された微生物の

種類を同定するとともに、同菌が生産するリバーゼの精製と性質の解析をおこなった。
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第 2 節 実験材料及び実験方法

2 -1. リバーゼ生産菌の検索

リバーゼ生産菌の一次スクリーニングは、オリーブ油を単一炭素源とし、胆汁末でエ

マルジョン化した寒天培地(5 1. 52) を用い、 270Cで培養した。 糸状菌および酵母の二次

スクリーニングは 1%大豆油、 2%ベプトン、 1%酵母エキスからなる培地(pH 5.8) を、

また細菌の二次スクリーニングは 1%大豆油、 0.5%肉エキス、 1%ぺプトン、 0.5%NaCl

からなる培地(pH 7.0) を用いた。 培養は 18中試験管(実容 5 ml)で 270C 、 2 日間振 と

う培養し、培養液中のリパーゼ、活性を測定した。

2 -2. リバーゼ活性の測定

リバーゼ、活性の測定は既報(50)にしたがっておこなった。 反応溶液(10 mM  CaCb 、

50 mM 酢酸緩衝液、 pH 5.6)にオリーブ油(和光純薬、 Osaka) 1 g および適当量の酵

素液を加え、 500 rpm で回転援枠しながら 300Cで 30 分間インキュベートした。 反応後

20ml のエタノールを加え、生成脂肪酸を 0.05 N KOH で滴定した。 この反応条件下で

1 分間に 1μmol の脂肪酸を遊離する活性を 1 単位(U) とした。

2 -3. リバーゼ生産菌の培養

単離したリバーゼ生産菌の培養は、 3%大豆油、 4%コーンスティープリカー、 0.1%

酵母エキス、 0.1%KH2P04 、 0.05%MgS04 ・ 7H20 からなる培地(pH 5.5)を用いた(52)。

この培地 70 ml を入れた 500 ml 容の坂口フラスコで、 250C 、 65 時間培養を行った。

2 -4. リバーゼ、の精製

全ての精製は、 150C以下で、行った(53)。

( 1 )硫安分画 菌糸を除くために培養液を綿の布で滞過し、 7000 X g で 20 分間遠心

分離した。 15%飽和になるように硫酸アンモニウムを加えた後、沈殿をセライトで漉過

除去した。つづいて硫酸アンモニウム濃度を 80%飽和にして、沈殿をセライト漉過で

ロl収した。 沈殿を 10mM 酢酸緩衝液(pH 4.5)に溶解し、同緩衝液で透析した。

( 2) SP-Sephadex C-50 カラムクロマトグラフィー 10 mM 酢酸緩衝液(pH 4.5)で

平衡化した SP-Sephadex C-50 カラム (3 X 40 cm 、 Pharmacia LKB Biotechnology 、
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Sweden) に透析した酵素械をチャー ジし、同緩衝液を含む O から 0 . 6 M の NaCl のグ

ラジエント (600 ml)で溶出した。活性のあるフラクションを集めて、限外浦、過で濃縮

した。

( 3) Sephadex G-75 ゲ、ル、施過 0.2 M NaCl を含む 20mM リン酸緩衝液(pH 7.5)で

平衡化した Sephadex G-75 ゲル漉過カラム (2 X 55 cm 、 Pharmacia LKB 

Biotechnology) に濃縮した酵素液をチャージし、同緩衝液で溶出した。活性のあるフ

ラクションを集めて限外癒過で濃縮し、 20mM リン酸緩衝液(pH 7.5)で透析した。

( 4 )焦点電気泳動 Pharmalyte (pH 3 ・ 10 のグラジエント、 Pharmacia LKB 

Biotechnology) を含む 110 ml のカラムに酵素溶液を入れ、 300 V で 18 時間電圧をか

けた。 500 V まで徐々に電圧を上げた後、との電圧で 24 時間保持した(54)。 活性のあ

るフラクションを集めた後、( 3 )と同様にして Sephadex G-75 ゲ、ル漉過で、混在してい

る Pharmalyte を除去した。

第 3節結果

3 -1. リバーゼ生産菌の検索

土壌から、リバーゼ、生産菌一次スクリーニング用培地で、ハローを形成した 313 株(細

菌 212 株、酵母および糸状菌 101 株)を単離した。これらを二次スクリーニング用培

地で培養し、 3.5 U/ml 以上のリバーゼを生産した 9株を選択した(52)。

次に、この 9 菌株の培養ろ液を 50% dimethyl sulfoxide (DMSO)中で 300C 、 20 時間

放置後、残存活性を測定し耐溶媒性酵素を検索した。 なお、 Pseudomonas cepacia の

リバーゼ(25 ， 49)および Gθotn'chum candidum のリバーゼ、 (35 ， 58)をそれぞれ、耐溶媒

性酵素、非耐溶媒性酵素の指標とした。 その結果、 3 株 (LCK-422 ， -8521 , -9812) の

生産するリバーゼは耐溶媒性を示した (Table 1 ・ 1) 。 これら 3 菌株の分生子の形態は類

似していたので、最も生産性の良かった LCK-8521 株を選択した。

2 -5. リパーゼ、の性質の解析

Disc-PAGE は Davis ら (55)の方法にしたがっておこなった。 SDS-PAGE は Laemmli

(56)の方法にもとづき、 12%の分離用ゲルを用いておこなった。 電気泳動後、 Coomassie

Brilliant Blue でタンパク質を染色した。 ゲ、ル櫨過による分子量の測定は、 2-4(3).

と同様におこない、 ribonuclease A (13.7 kDa) 、 chymotrypsinogen A (25 kDa) 、

ovalbumin (45 kDa) 、 bovine serum albumin (68 kDa)を標準として分子量を決定した。

リバーゼ、の糖含量は、フェノール硫酸法(57)で、測定した。

リ バーゼの位置特異性は、 triolein を加水分解して得られる生成物を薄層クロマトグ

ラフィーで分析することにより決定した (49) 0 N 末端アミノ酸配列は、 Applied

Biosystems 470A プロテインシーケンサーで分析した。

Table 1-L Isolation of microorganisms producing solvent tolerant lipases 
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 Bacterium 

LCK-8311 6.3 43 

Fungi 

LCK-324 

LCK-422 

LCK-424 

LCK-521 

LCK-2210 

LCK-8521 

LCK-9812 

LCK-9532 

Geotrichum candidum 

Pseudomonas cepacia 103 

a the rema匤ing activity after incubating in 50% dimethyl sulfoxide (DMSO) at 

300C for 20 h. 

6_5 。

6.8 101 

3.5 25 

5.9 。

10.6 。

14.4 98 

11.0 97 

6.2 21 

。
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3 -2. 単離したリバーゼ、生産菌の[r51定

単離したリバーゼ‘生産菌の形態的特徴 (Fig. 1 ・ 1 と Table 1 ・ 2) から、 Booth(59) と

Gerlach , Nirenberg(60)の分類法にしたがい、この I萄は糸状菌 Fusariumheterosporum 

と同定された。

(A) 

~ 

(8) 

書tよ ベ

Fig. 1 ・l. (A) SEM image and (B) light microscopy of F. heterosporum. 

-12 -

Table 1 ・ 2. Growth and morphological characteristics of filamentous fungus 

producing a solvent-tolerant lipase 

Growth rate on malt extract agar medium: 

greater than 9 cm in diameter at 250C for 4 d 

Microconidia: could not be observed 

Macroconidia: heterogeneous in size; with pedicellate foot cell; formed from 

simple phialide 

Culture: pale pink to pale peach; red or reddish-brown pigment not produced 

3 -3. リバーゼ、の精製

F. heterosporum を培養し、その培養上清 1500 ml から、硫酸アンモニウム分岡、陽

イオン交換クロマトグラフィ一、ゲ、ル漉過クロマトグラフィ一、および焦点電気泳動に

よりリバーゼ、を精製した(53)。このうち最終段階の焦点電気泳動のフラクショ ンパター

ンを Fig. 1-2 に示す。 活性のピークの前にショルダーピークが見られることから、 f

heterosporum は等電点 7.0 の主成分と、それよりも等電点の低いタンパク質が混在し

ているととがわかった。 Table 1-3 に主成分のリバーゼの精製結果をまとめた。 精製酵

素は、初発の培養ろ液からの収率 38%、比活性 2010 U/ml まで精製され、 Disc-PAGE

および SDS-PAGE (Fig. 1 ・ 3) で、単一バンドであった。

Table 1-3. Purification oflipase from F. heterosporum 

Total Total Specific Activity 

Step activity protein activity yield 

Cu) Cmg) CU/mg) (%) 

Culture filtrate 62.700 66,100 0.95 100 

Ammonium sulfate 58.300 4,390 13.3 93 

SP-Sephadex C-50 46,000 227 203 73 

Sephadex G-75 43,000 43.4 991 69 

Isoelectric focusing 23.700 1l.8 2010 38 

.13 ・
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Fig. 1.2. Isoelectric focusing of F heterosporum lipase using Pharmalyte 3'10. 

Symbols: 0 , fuso; e , lipase activity; ……, pH. 

3 -4. リ バーゼの分子量と糖含量

SDS'PAGE から求めた精製リ パーゼの分子量は 31kDa であり (Fig. 1 ・ 3 ) 、 Sephadex

G'75 のゲ、ル猪過クロマトグラフィーから求めた分子量は 30 kDa であった。これらの

結果は、 F. heterosporum のリバーゼはモノマー酵素で、ある こ とを示 してい る 。

フ ェ ノール硫酸法(57)でリバーゼ、の糖含量を調べたが、糖は検出されなかった。

A B 
1 2 

kDa Fig. 1.3. PAG E of F heterosporum 

170 lipase. (A) Disc'PAGE and (B) 

97.4 - SDS'PAGE. Lane 1. molecular markers; 

macroglobulin (170 kDa) , phosphorylase 

55.4 - b (97.4 kDa) , glutamate dehydrogenase 

(55.4 kDa) , lactate dehydrogenase (36.5 

36.5 -
kDa) , trypsin inhibitor (20.1 kDa); lane 

a晴樹鵬 2, purified F. heterosporum lipase. 

20.1 - . 14 ・

3 - 5 . 金属イオンおよび阻害剤の影響

Table 1.4 に金属塩の影響を調べた。 Cu2+は酵素活性を強く阻害し、 Fe3+ 、 C02+ 、 Hg2+

は 60%程度阻害した 。 EDTA は酵素活性に影響しなかったととから、本酵素は

metalloenzyme ではないことがわかった。一般に、リバーぜの活性中心は Ser、 His お

よび Asp/Glu 残基で形成されていることから、各種阻害剤の影響を調べた。 本酵素は、

1 mM の diethyl pyrocarbonate (DEP) で 100% 、 5 mM の l'cyclohexyl'3 ・

(2'morpholinoethyl)carbodiimide metho' p.toluenesulfonate (CMC)で 70%の活性が

阻害されたが、 phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)は活性を限害しなかった。 これ

らの結果は、 His お よび Asp/Glu 残基が酵素活性に重要であることを示しているが、

Ser 残基の関与はこの実験からは証明でき なかった。

Table 1 ・ 4. Effect of metal ions and reagents of F. heterosporum lipase 

Compounds Concn. Remaining Compounds Concn. Remaining 

(mM) activity (%) (mM) activity (%) 

MgCb 1.0 83 EDTA 1.0 92 

MnCb 1.0 70 DEP 0.2 25 

FeCb 1.0 42 1.0 。

CoCb 1.0 40 CMC 0.2 98 

NiCb 1.0 77 l.0 69 

CuCb 1.0 12 5.0 32 

ZnCh 1.0 64 PMSF 1.0 98 

SnCb 1.0 63 5.0 96 

BaCb 1.0 77 

HgCb 1.0 45 None 100 

PdCb 1.0 83 

The enzyme was incubated at 300C for 30 min with metal chlorides and EDTA 

in 50 mM  acetate buffer (pH 5.6) , phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) in 100 

mM  Tris'HCl buffer (pH 8.0) , l'cyclohexyl'3'(2'morpholinoethyl)carbodiimide 

metho' p.toluenesulfonate (CMC) in 100 mM glycine'HCl buffer (pH 5.5) , and 

diethyl pyrocarbonate (DEP) in 100 mM phosphate buffer (pH 6.0). The remaining 

activity was measured under the standard conditions. 
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3 -6. 温度の影響

精製した F. heterosporum リバーゼ、の至適温度を 50mM 酢酸緩衝液(pH 5.6)中で調

べたところ (Fig. 1 ・ 4) 、 40 から 500Cに最大の活性を示した。 また、本酵素は 50 mM 

リン酸緩衝液(pH 7.5)中では、 400Cまで安定であることもわかった。

100 100 

80 80 
，、、、，.国員、.,h , ，示、.圃.，町、

:雪>
60 60 

Z>E 

官eコe 制ー自。帽>ω 己40 40 

区ω ω 

20 20 

。 。

20 30 40 50 60 70 80 

Temperature (Oc) 

Fig. 1 ・ 4. Thermo stability (0) and optimum temperature (・) of F. 

heterosporum lipase. The remaining activity was measured after the incubation in 

50 mM phosphate (pH 7.5) for 20 min at various temperatures. The optimum 

temperature was measured in 50 mM  acetate (pH 5.6) for 60 min at various 

temperatures. 

-16 ・

3-7. pHの影響

精製した F. heterosporum リ バーゼの至適 pH を Briton-Robinson buffer 中で調べ

たところ (Fig. 1 ・ 5) 、 400C 、 pH 5.5 ・ 6.0 で最大の活性を示した。 また、本酵素は pH 4・ 10

の同緩衝液中、 300C 、 4 時間の処理を行っても安定であることがわかった。

100 100 

80 80 -、、、，司宅圃， ，訳、a.・，h 

.きe>u g 60 60 Z>u 帽P 

刀区e叫@ コg 40 40 区制。冊。〉, 

¥ 
。 。

2 4 6 8 10 12 

pH 

Fig. 1-5. pH stability (0) and optimum pH (・) of F. heterosporum lipase. The 

remaining activity was measured after incubation in Briton-Robinson buffer at 

40
0

C for 4h. Briton-Robinson buffer was used for the optimum pH at 30oC. 
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3 -8. 有機溶媒の影響

各種有機溶媒中での安定性を調べるために、 50%有機溶媒を含む 50mM酢酸緩衝液

(pH 5.6) 中、 300C 、 20 時間インキュベートした後の残存活性を調べた。 なお、 benzene ，

hexane. ether. n-butanol は水と混ざらない溶媒であるので、 2層系のままで酵素を処

理した。 本酵素は n-butanol 以外の水と混ざらない溶媒には安定であり、さらに水に混

ざる溶媒の中でも、 DMSO には安定であったc

次に、各種有機溶媒中 (10%および 50%) での活性を 300Cで調べたところ、 10%の

濃度であれば n-butanol と benzene 以外は活性にほとんど影響しなかった。 50%の濃

度の場合では多くの有機溶媒で活性が低下したが、 dimethyl formamide (DMF)や

DMSO 存在下では高い活性を示した。

3 -9. 位置特異性

Figurc 1-G に triolein を基質とした反応生成物(加水分解キ 10 および ]4%) の薄

層クロマトグラフィーを示す。なお、本反応は短時間で行っているので、グリセリド

の 2 位から 1 ， 3 位への非酵素的アシル基転移は無視できる。 1 ， 3 ・ cliolein と 1(3)ｭ

monoolein が反応生成物から見出されなかったので、本酵素はトリグリセリドの 1 ， 3 牧

の脂肪酸を特異的に加水分解し、 2 位の脂肪酸には作用しないことがわかった。

._.. Triolein 

Activity 

10% 50% 

116% 62% 

94 58 

116 1 

26 。

99 19 

93 92 

113 98 

100 。

111 16 

93 32 

56 1 

125 20 

100 100 

'¥ Oleic acid 

Fig. 1 ・ G. Thin-layer chromatography 

of the proclucts obtained by hydrolysi~ of 

triolein. A reaction mixture containing 

0.1 g triolein was incubated at 400C for 

10・ 20 min. Then , 7 ml of ether was added 

to extract the reaction products , and 

aliquots of the ether layer were subjccted 

to thin-Iayer chromatography. The extent 

of hydrolysis of the samples applied to 

lanes ] and 2 was 10 and 14% 

respecti ve ly. 

+- 1.3・Diolein

Table 1-5. Effects of organic solvents on stability and activity of F. heterosporum 

lipase 

換
機!

縁 ... 1.2(2.3)・Diolein

Solvent Stability 

Methanol 73% 

Ethanol 54 

Isopropanol 6 

n-Butanol 4 

Acetone 34 

D恥1F 56 

DMSO 105 

Acetonitrile 。

Dioxane 4 

Hexane 131 

Benzene 127 

Ether 145 

None 100 

〆1(3トMonoolein

K、 2・Monoolein

1 2 

3 -1 O. N末端アミノ酸配列

プロテインシーケンサーを用いて決定した F heterosporum の精製リバーゼのN末

端アミノ酸配列を Fig. 1 ・ 7 にぷす。この配列と相同性のある蛋白質は NRBF および

SWISSPROT データーバンクから見出されなかった。

1 Ala -V a1-Thr-V a1-Thr-Thr-Gln -Asp -Leu -Ser-

11 Asn-Phe-Arg-Phe-Tyr-Leu-Gln-His-Ala-Asp- Fig. 1 ・ 7. N-terminal 

21 Ala-Ala -Tyr-Xaa -Asn -Phe-Asn -Thr-Ala -Va1-

31 Gly-Lys-Pro-Va1-His-Xaa-Ser-Ala-Gly-Asn-

41 Xaa-Pro-Asp-
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第 4節考察

土壌より有機溶媒に安定なリバーゼ、を生産する糸状菌 F. heterosporum を単離した

(52)。このリパーゼを精製し(53)、その性質を調べたところ、 50% DMSO を含む 50mM

酢酸緩衝液中(pH 5.6)で 20 時間処理しても、その活性を失わなかった。これは、同条

件で完全に失活する糸状菌 G. candidum (35 , 58)や Rhizopus delemar (39 , 40)の生産

するリバーゼよりも優れており、また細菌 Pseudomonas 属(25 ， 49)や Bacillus 属 (50)

の耐溶媒性リパーゼに劣らない安定性であった。 50%の有機溶媒中における活性は、

Pseudomonas 属や Bacillus 属の耐溶媒性リノミーゼ、には及ばないものの、 DMSO や

DMF 中では高い活性を保持していた。

精製した F. heterosporum のリバーぜは、 トリグリセリドの 1 ， 3 位のみを加水分解

する (1 ， 3 位特異的)。他の 1 ， 3 位特異的リパーゼには、梓臓のリバーゼや R. delemar 

のリバーぜなどがあるが、耐溶媒性のある1.3 位特異的リバーゼ、は殆ど報告されていな

い。また、耐溶媒性のある Pseudomonas属のリバーゼは、トリグリセリドを全て加水

分解する非特異的酵素であり、 Bacillus属のリバーゼは 2 位よりも 1 ， 3 位を優先的に加

水分解する。これらのことから、 F. heterosporum の耐溶媒性リバーゼは新規な有用酵

素であると考えられる。

F. heterosporum と同属である Fusan"um oxysporum のリバーゼが精製されている

(61)。両リバーゼ、の分子量はほぼ同じであり、また位置特異性も同じである。しかしな

がら、 F. oxysporum のリバーゼ、は糖タンパクであるのに対して、 F. heterosporum の

リバーゼには糖鎖が検出されなかった。 F. heterosporum のリバーゼは Zn2+や Pb 2+に

よって失活しないのに対して、 F. oxysporum のリバーゼ、はこれらの金属塩で強く不活

性化される。さらに、 F. o巧1sporum のリパーゼにはメチオニンが含まれていないのに

対し、 F. heterosporum のリバーゼにはメチオニンが 4.8 個含まれている(データーは、

第 2 章の Table 2-1 で記載)。したがって、 F. heterosporum のリバーゼは、 F. oxysporum 

のリバーゼとは異なった新規なリバーゼであると考えられる。

なお本リバーゼは、 275 残基と 26 残基からなる 2 本のペプチド鎖で構成されている

が、このことについては第 4 章で詳細に述べる。また、 Fig. 1-7 でN末端配列が 1 つし

か得られなかったのは、 HPLC で精製した酵素のN末端配列を分析したため、 26 残基

のペプチド鎖が分析されなかったものと考えられる。

-20 ・

第 5 節要約

土壌から、有機溶媒に安定なリバーゼ、を生産する微生物を単離し、その胞子の形状な

どから、糸状菌 F. heterosporum と同定された。 F. heterosporum を 3%大豆油、 4% コ

ーンスティープリカ一、 0.1%酵母エキス、 0.1%KH2P04、 O.05%MgS04 ・ 7H20 から

なる培地(pH 5.5) で培養し、その培養上清に存在するリバーゼを、硫安分画、

SP-Sephadex C-50 、 Sephadex G-75、および焦点電気泳動により、 Disc-PAGE および

SDS-PAGE で単一になるまで精製した。精製酵素は、分子量 31 kDa のそノマー酵素

で、等電点は 7.0 であった。オリーブ油を基質としたとき、 400Cにおける至適 pH は

5.5 ・6.0、 pH 5.6 における至適温度は 45-500Cであった。 pH 4-10 においては、 300C 、

4 時間安定であり、また、 pH 7.5 のリン酸緩衝液中では、 400Cで 20 分間安定であった。

DMSO、 hexane 、 benzene 、 ether などの有機溶媒が 50%存在しても、 300C 、 20 時間

安定であった。また、反応系に 50%の DMSO や DMF が存在しても、活性の減少は認

められなかった。本リバーぜは、トリグリセリドの1.3 位を特異的に加水分解した。 各

種阻害剤の影響から、 His およびAsp/Glu 残基が酵素活性に重要であることが示唆され

た。 N末端アミノ酸配列は、Ala-Val-Thr-Val-Thr-Gln -AsP----であり、データーベース

上にある他の蛋白質との相向性はなかった。
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第 2 章 F heterosporum リノミーゼ cDNA のクローニング

第 1 節緒言

第 1 章では、有機溶媒に安定なl.3 位特異的リバーゼを生産する糸状菌 f

heterosporum を土壌より単離し、その酵素の精製と性質の解析を行った(52 ， 53)。 こ

れまでに多くのリバーゼの遺伝子が単離され、その配列が明らかになっているが、微生

物由来のリバーゼはその相向性から大きく分けて 6 つのグループ。に分類される (Table

1)。 その中で、糸状菌由来のリバーゼは、非特異的である G.candidum のクツレープ(33'38)

と、 1 ， 3 位特異的である Rhizomucor mieheiのグループ(39'45)に分類される (46 ， 47)。

しかし、 F. heterosporum のリパーゼの配列はまだ調べられていない。

多くのリバーゼの X 線結晶解析がおこなわれ、立体構造が詳細に解析されている

(62 ・ 68)0 F. heterosporum のリバーゼの一次構造上の配列がわかれば、ホモロジーの

あるリバーゼ、の構造を利用して、本リバーゼ、の立体構造を推定することが可能である 。

本リバーゼは、有機溶媒に安定であったが、 Pseudomonas属や Bacillus属の耐溶媒

性リバーゼの安定性には及ばない。 したがって、リバーゼ、の構造を解析し、変異によっ

てリバーゼの安定性をさらに向上させる必要がある 。 これには、リバーゼ遺伝子のクロ

ーニングを行わなければならない。

そこで本章では、 F. heterosporum のリバーゼ cDNA のクローニングと一次構造上

の配列、他のリバーゼ、 とのホモロジー比較、および予測した立体構造について述べる 。

第 2 節 実験材料及び実験方法

2 - 1. 実験材料

制限酵素とその他の遺伝子操作関連試薬は、宝酒造(Kyoto)または東洋紡(Osaka)から、

[α ・ 32p]dCTP (3,000 Ci/mmol)と [γ32p]ATP (6,000 Ci/mmoD は NEN Research 

Products (USA)よりそれぞれ購入した。 F. heterosporum の培養は、 3%大豆油、 4% コ

ーンスティープリカー、 0.1%酵母エキス、 0.1%KH2P04 、 0.05%MgS047H20 からな

る培地(pH 5.5)を用いた(52)。 この培地 70 ml を入れた 500 ml 容の坂口フラスコで、

250Cで、培養を行った。 Escherichia (E) coli DH5 [sup凪4， hsdR17 , recA1, endA1, 

gyrA96 , thi'l , re1A1](69) 、 MV1184 [ara, tJ.(lac -proAl1J, rpsL, thf...中801acZ.品目5) ，

tJ.(srl-recA)306::Tnlﾚ(tet r)/F' [traD.36, proAJ3t, lacÞ., lacZ.品在15 ] (70)、プラスミド

pUC119 (70)、およびヘルパーファージ M13K07 (70)は、遺伝子操作に用いた。 E. coH 

は、 100μg/ml のアンピシリンを含む LB 培地(71)で培養した。

2 -2. Poly(A)+RNA の調製

F heterosporum を 30 時間培養後、培養液を漉紙(No.2、東洋癒紙)で癒過して、菌

糸を得た。 得られた菌糸は液体窒素ですぐに凍結し、液体窒素存在下で乳鉢の中ですり

つぶした。 さらに、 5 M guanidine thiocyanate 溶液中で 30 分間ホモゲナイズした。

Chirgwin ら (72)の方法に従い全 RNA を調製後、 oligo(dT) cellulose (Pharmacia LKB 

Biotechnology, Sweden)カラムクロマトグラフィー(73)で Poly(A)+RNA を精製した。

2 -3. F heterosporum のリノミーゼ cDNA の検索

cDNA ライブラリーは、 10 mg の poly(A)+RNA と Okayama'Berg cDNA library 

synthesis kit (東洋紡)を用いて、本キットに記載されている方法にしたがって作成した

(74, 75)0 E. coH DH5 の形質転換は、 Hanahan ら (69. 71)の方法にしたがって行った。

オリゴヌクレオチドプローブは、 DNA 合成機(Oligo 1000, Beckman, USA)で作成し、

{γ32p]ATP と T4 polynucleotide kinase で標識した。 コロニーハイブリダイゼーシヨ

ンは、ナイロンメンブレン(Hybond'N, Amersham , UK)を用い、 6 X SSC (20 X SSC = 

3 M NaCl / 0.3 M sodium citrate) 、 0.1 % SDS, 0.1 mg/ml calf thymus DNA および

0.67 pmol/ml の標識プローブ存在下、 450C 、 24 時間おこなった。 ハイブリダイゼー



結果第 3 節ション後、 4XSSC と 0.1 % SDS を含む溶液でメンブレンを、 450Cで 15 分間洗浄を行

この洗浄操作を数回繰り返した。 風乾後、 X 線フィルム(RXO・G、富士フィルム、し、、

RNA の調製1 -1. Kanagawa)で、感光させ、陽性クローンを検出した。

リバーゼが最も盛んに生産されている時期を調べるために、 F. heterosporum の培養

の経時変化を調べた(Fig. 2 ・ 1)。対数増殖期の前期には培養液中にリバーゼ活性が殆ど2 -4. 塩基配列の決定

見出されず、対数増殖期の終りから定常期にはし 1る頃にリバーゼが最も盛んに生産され、遺伝子操作は、 Molecular Cloning (71) に記載されている方法にしたがって行った。

この時期のリパーゼ生産量はおよそ 0.04 mg lipase I g cell (wet wt.) I h であった。 そcDNA 断片を pUC119 の両方向に連結後、 exonuclease III と mungbean nucleases で

から全 RNAリバーゼ生産が最も盛んである菌体(培養開始から約 30 時間後)こで、ヘルパーファージ M13K07 を用い処理して(76)デレーションプラスミドを作成した。

を調製した。 約 3.0 g (wet wt.)の菌体から、 15 mg の全 RNA と 0.75 mg の poly(A)+RNAて一本鎖 DNA を調製後、 Sequenase ver.2 (United States Biochemical, USA)を用い

を得た。たダイデオキシ法で cDNA の両鎖の全塩基配列を決定した(77)。得られた塩基配列は、
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F. heterosporum のリバーゼ、の立体構造は、 R. miehei・のリパーゼ、の立体構造(62 ・ 66)

をモデ‘ルとして、 CHARMm/QUANTA で予測した。

。。

50 40 30 

Time (h) 

20 10 。

Time course of lipase production by F. heterosporum. Cultivation was Fig. 2.1. 

carried out at 250C in 500 ml flask with 70 ml of 3%soybean oil, 4%corn steep 

liquor, 0.1 %yeast extract, 0.1 %KH2P04, 0.05%MgS047H20 (pH 5 . 5) ・; Cell mass 

(wet wtよ 口; lipase activity in the culture broth. 
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1 -2. リバーゼ cDNA のクローニング

Okayama-Berg 法にしたがって、 8 X 104 個の形質転換体を含む cDNA ライブラリ

ーを作成した。 また、第 1 章で解析したN末端アミノ酸配列(Fig. 1-8)に基づいて作成

したプロープ"(Fig. 2-2) を 32p で標識し、コロニーハイブリダイゼーションによって約

12 ，000 個の形質転換体をスクリーニングしたところ、 6 個の陽性クローンを得た。 こ

の中には DNA断片の少し短いクローンもあったが、いずれも制限酵素地図が同じであ

ったので、最も長い DNA 断片を持つクローンのプラスミドを pFHL1 と命名した。 と

の pFHLl の制限酵素地図を Fig.2-3 に示す。

17 22 

Amino acid sequence -Gln-His-Ala-Asp-Ala-Ala-

mRNA 5' -CAA-CAU-GCU-GAU-GCU-GC-3 ヲ

G C C C C 

A A 

G G 

Probe 3' -GTT-GTA-CGA-CTA-CGA-CG-5' 

C G G G G 

T T 

c c 

Fig. 2 ・ 2. Synthetic oligonucleotide probe used for isolating F heterosporum 

lipase cDNA. The numbers on the amino acid sequence are those from the 

N-terminus. 
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L∞ ~咽凶0..仏1Z 

H 

PstI 

PvuII 

PstI 

pFHLl 
6.0 kbp 

-・・圃園‘
.田・・・‘u 同園 田園

5& 三
工的。

H 
100 bp 

Fig. 2 ・ 3. Restriction map of pFHL1. Several restriction sites identified by 

restriction analysis are shown. The single line and the double lines indicate 

Okayama-Berg vector and a cDNA insert, respectively, and the arrow indicates the 

transcriptional direction of the lipase gene. 
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1-3. リバーゼ、 cDNA の塩基配列とアミノ酸配列

Figure 2 ・4 に 、 単離 した cDNA の塩基配列を示す。 本 cDNA は全長 1212 bp の DNA

断片 と 76 bp の poly (A)+RNA で構成され、 62 bp の 5'上流領域、 ATG コ ドンで始ま る

999 bp のオープンリーディングフレーム、および 151 bp の 3' 下流領域が存在 してい

た(78)。

このオープンリーデイングフレームは 333 個のアミノ酸配列をコードしており 、 N

末端側から 33 番 目以降の配列が、精製 リバーゼ、の N末端アミノ 酸配列(Fig. 1 ・ 8) と 一致

した。 したがって、 N 末端側からの 32 残基はシグナル配列またはプロ配列と推定され

る 。 ここで、 精製 リバーゼのN末端アミノ酸配列と同じである Ala-Val-Thr- の配列か

ら )1債に正数の番号を、それ以前の配列に負の番号をつけた。 本 cDNA にコードされて

いる成熟蛋白質は 301 アミノ酸残基 (分子量 32 ， 690 Da) で構成されており、この分子

量は SDS-PAGE から推定した精製リバーゼの分子量(3 1 kDa、 Fig . 1 ・ 3) よりは若干大

きかった。 精製リ パーゼ、のアミノ 酸組成は、 塩基配列から推定したアミノ 酸組成とほぼ

一致した(Table 2-1 )。一般に、リバーゼ、エステラーゼ、セリンプロテアーゼには Gly

-X -Ser -X -Gly の共通配列が存在し、 Ser が活性中心を構成していることがわかっ

ている。 こ の共通配列が、 142 番 目から 146 番 目に見出された。 以上の結果は、 pFHL 1

が F heterosporum のリバーゼ遺伝子をコードしている ことを示 してい る 。

Asn -X -Sertrhr (X は Pro と Asp 以外のア ミノ 酸配列)がある時、Asn に糖鎖が付

加 してい る と報告されてい る (79)。 この共通配列は、 F heterosporum の リ バーゼには

存在 していなかった。 との事実は、 フ ェ ノ ール硫酸法によ って精製リ バーゼから糖鎖が

見出されなかった事実と一致する 。

-28 ・

1 ACACATCATCCTCTTCAGATCGACAATCC AACCCAATTGACTCTCATATTGAGACCTCT 59 

60 GTCATGATGCTCGTCCTATCTCTTCTTTCC ATAATTGCCTTTACGGCAGCTGGCCCAGTG 119 

32 MetMetLeuValLeuSerLeuLeuSer 1 lel leAlaPheThrAlaAlaGlyProVal -14 

120 CCCTCTGTTGATGAGAATACTCGGGTACTT GAGCATCGAGCTGTGACAGTCACGACGCAG 179 

-13 ProSerValAspGluAsnThrArgValLeu GluHisArgAlaValThrValThrThrGIn 7 

令
180 GATCTGTCAAATTTCAGGTTCTATCTCCAG CATGCTGATGCTGCGTATTGCAATTTCAAT 239 

8 AspLeuSerAsnPheArgPheTyrLeuGln HisAlaAspAlaAlaTyrCysAsnPheAsr1 27 

240 ACGGCAGTTGGCAAACCAGTCCACTGCAGT GCCGGGAATTGTCCTGATATTGAAAAGGAC 299 

28 ThrAlaValGlyLysProValHisCysSer AlaGlyAsnCysProAsplleGluLysAsp 47 

300 GCTGCTATCGTTGTCGGATCGGTAGTTGGT ACGAAGACGGGCATCGGTGCCTATGTGGCA 359 

48 AlaAlal leValValGlySerValValGly ThrLysThrGlyl leGlyAlaTyrValAla 67 

360 ACTGACAACGCTCGTAAGGAGATCGTTGTC TCTGTACGGGGCAGCATCAACGTGCGAAAC 419 

68 ThrAspAsnAlaArgLysGlul leValVal SerValArgGlySerlleAsnValArgAsn 87 

420 TGGATCACAAACTTCAACTTTGGTCAAAAG ACCTGCGACCTTGTTGCTGGCTGTGGCGTT 479 

88 Trpl I eThrAsnPheAsnPheGI yGlnLys ThrCysAspLeuValAlaGlyCysGlyVal 107 

480 CACACCGGCTTCTTGGATGCTTGGGAGGAG GTTGCAGCCAATGTCAAAGCTGCTGTCTCA 539 

108 HisThrGlyPheLeuAspAlaTrpGluGlu ValAlaAlaAsnValLysAlaAlaValSer 127 

540 GCAGCGAAGACTGCAAACCCTACTTTCAAG TTCGTCGTTACCGGACACTCCCTCGGTGGT 599 

128 AlaAlaLysTh州 aAsnProThrPheLys PheValValThr lGlyHisSerLeuGly~I y 147 

600 GCCGTCGCTACTATTGCGGCTGCGTACCTG CGCAAAGACGGCTTTCCTTTTGACCTCTAC 659 

148 AlaValAlaThrl leAlaAlaAlaTyrLeu ArgLysAspGlyPheProPheAspLeuTyr 167 

660 ACCTATGGCTCTCCAAGAGTAGGAAACGAC TTCTTCGCCAACTTCGTCACTCAGCAGACG 719 

168 ThrTyrGlySerProArgValGlyAsnAsp PhePheAlaAsnPheValThrGlnGlnThr 187 

720 GGCGCTGAATATCGCGTCACACATGGTGAT GACCCCGTCCCACGTCTTCCTCCTATCGTC 779 

188 GlyAlaGluTyrArgValThrHisGlyAsp AspProValProArgLeuProProl leVal 207 
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780 TTIGGATACCGTCACACTAGCCCAGAATAC TGGCTTAACGGTGGCCCACTTGATAAGGAC 

208 PheGlyTyrArgHisThrSerProGluTyr TrpLeuAsnGlyGlyProLeuAspLysAsp 

840 TACACCGTGACCGAGATCAAGGTTTGTGAG GGCATAGCGAACGTTATGTGCAATGGTGGC 

228 TyrThrValThrGlul leLysValCysGlu Glyl leAlaAsnValMetCysAsnGlyGly 

900 ACGATAGGTCTGGACATTCTTGCGCACATC ACCTATTTCCAGAGCATGGCCACTTGTGCA 

248 Thrl leGlyLeuAspl leLeuAlaHisl le ThrTyrPheGlnSerMetAlaThrCysAla 

960 CCAATCGCGATCCCATGGAAGAGGGACATG TCAGATGAGGAGTTGGAAAAGAAGTTGACT 

268 Prol leAlal leProTrpLysArgAspMet SerAspGluGluLeuGluLysLysLeuThr 

1020 CAGTATAGCGAGATGGATCAGGAATTTGTT AAGCAGATGATTTAGGCCATGGAGAGAATT 

288 GlnTyrSerGluMetAspGlnGluPheVal LysGlnMetlle*** 

1080 GGTCCATAGTCTTCCTTGCCGGCAAACAAC TGGTAAATGACTTTTGGACTTAGTATTGAA 

1140 GTGGGTTCTTAAAAAACATATTTTCTTTCT TACTAGTATAAATTAGTAGAATACTATTTA 

1200 AAATTTAGTAAGC--一 (po1 y A) 一一

839 

227 

899 

247 

959 

267 

1019 

287 

1079 

301 

1139 

1199 

1212 

Fig. 2 ・ 4. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of F 

heterosporum lipase. The deduced amino acid sequence is presented under the 

nucleotide sequence. Nucleotides are numbered in the 5' to 3' direction beginning 

with the first residue of the cDNA. Amino acid residues are numbered from the 

N-terminus of mature lipase , and the signal sequence or prosequence is indicated 

by negative numbers. The nucleotide sequence hybridized with the synthetic 

oligonucleotide probe is underlined with a thick line. The N-terminal sequence 

determined by Edman degradation is underlined with a thin line. The arrow 

indicates the probable cleavage site with signal peptidase or trypsin-like protease. 

The stop codon is indicated by asterisks. The boxed sequence shows the consensus 

pentapeptide of lipase. 
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Table 2 ・1. Amino acid composition of F. heterosporum lipase 

Amino acid Observed a Deduced b 

Asx 35.3 34 

Thr 23.2 25 

Ser 11. 6 12 

Glx 21. 1 22 

Pro 14.7 13 

Gly 28. 1 26 

Ala 32.4 32 

Cys 6. 9 8 

Val 28. 7 30 

Met 4. 8 5 

IIe 14. 1 16 

Leu 16.2 14 

Tyr 11. 5 12 

Phe 16. 1 16 

Lys 13.4 15 

His 7.0 7 

Arg 12.3 10 

Trp 3. 6 4 

a Calculated result of amino acid analysis on the basis of the total number of 

amino acids. 3(' 1. 

b Values for the mature lipase deduced from the nucleotide sequence. 

1 -4. F. heterosporum のリバーゼと他のリノ4ーゼ、との比較

これまでに、動物細胞や糸状菌、細菌などから多くのリバーゼ、遺伝子がクローニング

され、その塩基配列とアミノ酸配列が報告されている (46)。 これらのリバーゼは、その

ホモロジーからいくつかのグループに分類され、中でも糸状菌由来のリバーゼは、 G.

candidum (33-38) と R. miehei (39 ・ 45)のリバーゼ、に代表される 2 つのグループに分類

される。 F. heterosporum のリバーゼのホモロジーを検索した結果、本リバーゼは R.

mieheiのリバーゼのグループに属し、アミノ酸配列で Humicola lanuginosa のリバー

ゼと 39% (43) 、 Penicillium camembertlÏ のモノおよびジグリセリドリパーゼ、と 38%

-31 ・
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(80)のリバーゼといず(39) 、 Rhizopusniveus R. delemar (41)、R. miehei (44) 、

れも 32%のホモロジーがあった(Table 2 ・ 2)。 ホモロジーのあるリパーゼの成熟配列の比

リバーゼの共通配列で、ある Gly -X -Ser -X -Gly の付近など較を Fig. 2-5 に示す。

では、特に相向性が高かったが、 N末端{jlJJの相向性は低かった。 また、 F.heterosporum 

のリバーゼの C末端側は、他のリバーゼよりも約 34 アミノ酸残基長かった。

Arnino acid homology of mature lipases Table 2 ・ 2.

% Homology with : 

p
 

h
 
R
 

Rhm Pen Hum Fus Lipase 

32 

32 

32 

31 

38 

40 

39 

100 

100 F. heterosporum (Fus) 

H. lanuginosa (Hum) 

29 

100 

57 

30 

100 

100 P. camembertlﾏ (Pen) 

R. miehei (Rhm) 

R. delemar (Rhp) 
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第 4節考察

F. hθterosporum のリバーゼは、菌体外に分泌される蛋白質である。ほとんどの分泌

蛋白質では、 13 から 36 アミノ酸残基からなる、ングナル配列が N 末端側に存在してい

る (81)。 シグナル配列の最も顕著な特徴は、疎水性アミノ酸残基が多いことと、その C

末端側がAla であることである。また、 R. miehei(41) と R. delemar(39)のリバーゼ、は、

プレプロリバーゼとして生産され、それぞれ 24 および 26 残基のシク。ナル配列と、 70

および 97 残基のプロ配列を持っていることが報告されている 。 F. heterosporum のリ

バーゼでも、始めの 32 残基がシグナル配列とプロ配列であると推定される。この 32

残基のうち、 N末端側の 16 残基には疎水性のアミノ酸残基が多く、その C 末端側が

Ala である。また、 -1 残基目がArg である。したがって、 N末側の 16 残基がシグナ

ノレ配列で、あり、それに続く 16 残基がプロ配列で、これがトリプシン様のプロテアーゼ

で切断されると推定される。この 16 残基のプロ配列は、 R. delemarのリバーゼのプロ

配列(97 残基)に比べれば非常に短い。とれに対し、 F. heterosporum のリバーゼ、は C末

端側が約 34 アミノ酸残基長い この理由については、第 4 章と第 5 章で詳細な検討を

おこなう 。

F. heterosporum のリノミーゼは、 R. miehei・のグループのリ パーゼ、とホモロジーがあ

り、アミノ酸配列の比較をおこなった(Fig.2・ 5) 0 R. mieheiのリバーぜの三次元立体構

造が報告されており (62.66) 、 3 カ所にジスルフィド結合(29 ・ 268 、 40 ・ 43 、 235.244)が

存在している (Fig.2.5、四角で囲った部分)。とれらの 6 残基の Cys は F. heterosporum 

(24, 266, 36, 41 , 236 , 244 番目)、 R. delemar、 R. m'veus のリバーゼ、で、保存されていた。

したがって、とれらの 6 残基の Cys はジスルフィド結合をしており、リバーゼ、の立体

構造の保持に重要な役割を持っていると考えられる。

R. miehei・のリ バーゼ、の X 線結晶解析から、 Ser144, Asp203，および His257 の 3 つ

のアミノ酸残基が活性中心を形成していると報告されている (Fig. 2 ・ 5、・部分)。これ

らの 3 つのアミノ酸残基は、 R. miehei のリ バーゼのクツレープに属する全てのリ バーゼ

で保存されている。 P. camembertiiのモノおよびジアシルク、、リセロールリバーゼで、は、

これらのアミノ酸残基を置換することによって酵素活性を失うことが報告されている

(45)。したがって、 F. heterosporum のリバーゼ、で、は、 Ser144，Asp198 および His256

によって活性中心を形成していることが示唆される。
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R. mieheiのリバーゼでは、Va1205 とTyr260 が水素結合を介して活性中心のAsp203

を安定化していると考えられている (Fig. 2.5、ム部分)。 これらの 2 つのアミノ酸残基

は、ホモロジーのある全てのリバーゼ、問で、保存されていることから、 F. heterosporum 

のリバーゼで、も Va1200 と Tyr259 がAsp198 を安定化していると推定される。

リバーゼ、がトリアシルグリセロールのエステル結合を加水分解する際、エステル結合

の四面体中間体を安定化する「オキシアニオンホーノレj が必要である 。 R. mieheiのリ

パーゼの酵素一間害剤複合体の X線結晶解析の結果より (62) 、 Ser82 の主鎖の窒素原子

と、側鎖の OH 基の酸素原子からの水素結合によって図面体中間体が安定化されている

ことがわかっている (Fig.2.5、*部分)。 との Ser 残基は、 R. delemar と R. niveus 以

外のリバーゼで保存されており、 F. heterosporum のリパーゼでは Ser82 に相当する。

R. delemar と R. niveus のリパーゼでは、この Ser が Thr83 になっているが、この

Thr でもオキシアニオンホールの役割を果たすことができると推定される。

H lan uginosa 、 P. camembert丘、 R. niveus のリノミーゼの立体構造は、 R. miehei の

リバーゼとよく似ていることが報告されていることから (65) 、 F. heterosporum のリバ

ーゼも R. miehei のリパーゼと似た立体構造をとっていると推定される 。 そこで、 R.

mieheiのリバーゼの立体構造をモデ、ルとして、 F. heterosporum のリパーぜの立体構

造を予測した(Fig. 2 ・ 6)0 native の酵素ではリバーゼの活性中心は溶媒と接触しておら

ず、この上を「リッドj と呼ばれる一巻きの α ヘリックス (85 から 91 番目のアミノ酸

残基)が覆っており、外部と完全に遮断されている (Fig. 2'6, A)c 酵素にインヒピターが

結合すると、このリッドが活性部位の上部からそりかえり、 native の酵素において溶

媒に接していたループ中の親水性の部分を近くの極性表面のくぼみに埋めるようにな

る (Fig. 2 ・ 6 ， B)。反対にヘリックスの疎水性の部分は完全に露出し、活性部位付近の疎

水性表面を広げている 。 この酵素-インヒビターの構造解析の結果は、実際の酵素と油

脂の複合体構造に近いと推定される。すなわち、リッドの移動によって疎水性の油脂が

酵素に吸着できるとともに、活性中心が基質と接触しやすくなっている 。
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catalytic tria,d 
(A) 

(B) 

Fig.2 ・ 6. The interfacial activation of F. heterosporum lipase. (A) Native enzyme , 

(B) lipase-inhibilor complex. The syringe and arrow indicate α-helix and ß ・sheet ，

respectively. 

-36 . 

第 5節要約

F. heterosporum のリノぐーゼの cDNA のクローニングをおとなった(78)。まず、 f

heterosporum の細胞から poly(A)+RNA を抽出し、 Okayama.Berg 法で cDNA ライブ

ラリーを作成した。酵素のN末端アミノ酸配列に対応するオリゴヌクレオチドプロープ

を用い、コロニーハイブリダイゼーションにより cDNA ライブラリーからリバーゼの

cDNA をクローニングした。 この cDNA は1.3 kbp の挿入断片を持ち、塩基配列を調

べたところ、 999 bp のオープンリーディングフレームが存在していた。 塩基配列から

推定したアミノ酸配列は、エドマン分解で決定したN末端アミノ酸配列を含んでおり、

リバーゼ、エステラーゼ、セリンプロテアーゼに見出される共通配列(Gly -X -Ser -X 

-Gly) も存在していた。 32 アミノ酸残基のシグナル配列またはプロ配列に続いて、成

熟リパーゼは 301 アミノ酸残基(32.7 kDa)で、構成されていた。

とのリバーゼは、アミノ酸配列上で H. lanuginosa のリパーゼと 39 % 、 R

camembertJÏ のモノおよびジグリセリドリバーゼと 38%、 R. miehei 、 R. delemar、

R. niveus のリパーゼといずれも 32%のホモロジーがあった。また本リバーゼは、他の

相向性のあるリバーゼに比べて、 C末端側が約 34 アミノ酸残基長かった。

すでに報告されている R. mi，θ'hei のリバーゼ、の立体構造から、 F. heterosporum の

リバーゼ、の構造を推定した。活性中心は Ser144 ， Asp198 , His256 の 3 つのアミノ酸残

基で構成され、基質が加水分解される際の中間体を安定化するオキシアニオンホールに

は Ser82 が関与すると推定された。 native の酵素では、活性中心の上を 85 から 91 番

目のアミノ酸残基からなる αヘリックス、「リッド」が覆っていて、活性中心が溶媒と

接触できない。しかし、酵素が基質に接近するとこのリッドが除去され、基質が活性中

心に入り込むことが可能になると推定された。
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第 3 章 S. cerevisiae における F. heterosporum リノミーゼ cDNA

の発現

第 1 節緒言

第 1 章と第 2 章までで、既存の 1 ， 3 位特異的リバーゼよりも安定性の高い R

heterosporum のリバーゼ、の精製と cDNAのクローニングを行ってきた。 しかしながら、

このリバーゼの安定性はまだ十分ではない。 そこで、本リバーゼの安定性をさらに高め

る必要がある 。 この目的を達成するためには cDNA を異種菌株で発現させ、蛋白質工

学的手法を用いた優良な変異株の取得が不可欠である 。 また、 Fusarium 属は植物病原

菌に属しているために、元菌の R heterosporum で生産されたリバーゼを食品などに利

用する場合、安全性試験をしなければならないという問題点がある 。 そこで、工業的に

本リパーゼを利用するためには、安全性の高い宿主を用いた大量発現系が近道である 。

R heterosporum のリノミーゼ cDNA の発現をおこなうためには、宿主の選択が重要で

あるため、 F. heterosporum のリバーゼと相向性のあるリバーゼ、の発現に関する報告に

ついて調べた。 R_ delemarのリパーゼ cDNA は E. coh'内で高発現するが、活性のある

蛋白質として発現せず、 cytoplasm 内で不溶性体になる (40)。活性のある蛋白質にする

ためには、この不溶性蛋白質を refolding させなければならず、 E_ coh' を使った系では

変異株のスクリーニングや酵素の工業的利用が困難になる 。 R. miehei と H lan ug�lOsa 

のリバーゼは、 Aspergi11us oryzae を宿主とした時、活性のあるリバーゼとして発現す

る (42 ， 43)。 しかし、この形質転換系では染色体遺伝子の中にランダムに遺伝子を挿入

させるため、形質転換効率が低く、発現量は遺伝子が挿入された周辺の環境に依存する 。

したがって、A oryzae の形質転換系では、変異株のスクリーニングなどが困難である。

一方、 P. camembertii のリバーゼは、 S. cerevisiae を使って発現させている (45)。こ

の系では外来遺伝子を載せたプラスミドを使用するため、形質転換効率が高く、変異株

のスクリーニングが可能である。 また、 S. cere打slae は古くから人類が使用してきた菌

株なので、食品などに利用する際の安全性でも問題がない。 しかし、 P. camemberti正の

リバーゼの発現量はあまり多くない。 そこで本章では、 S. cere四百'Íae を宿主とした f

heterosporum のリノミーゼ、 cDNA の発現をおこない、倍養条件の検討により発現量の増

加を試みた。 さらに、 S. cerevi旨'1ae で生産されたリバーゼ、の精製についても述べる。
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第 2 節 実験材料及び実験方法

1 - 1. 試薬と菌株

遺伝子操作に使用する制限酵素とその他の酵素類は宝酒造(Kyoto)または東洋紡

(Osaka) より、酵母エキスとベプトンは和光純薬(Osaka)からそれぞれ購入した。 その

他の試薬は、特級を使用した。

大腸菌 DH5 [supE44, hsdR1 穴 recA1， endA1, gyrA96, thi-1, reL41] (69) とプラスミ

ド pUCl19 (70)は DNA の操作に使用した。 プラスミド pFHLll-31 は、第 2 章で R

heterosporum リノ〈ーゼ、 cDNA の塩基配列決定の際に用いたデレーションプラスミドの

1 つで(78)、リバーゼの翻訳領域、 26 bp の 5' 非翻訳領域、および 109 bp の 3' 非翻

訳領域を含んでいる 。 S. cerevi古'laθ の発現ベクターpYE22m は、サントリー側(Osaka)

の許可の下、大阪大学工学部応用生物工学科の原島俊教授より御供与いただいたもので

ある 。 S. cerevisiae SHI089 [A1ATh, ura3 ・52， leu2・3， 112， trp1, pho3-1, pho5・1

白f]S4・1ac2， ura3-52)1 、 SH2041 [A1ATa, ura3-1,2, leu2-3,112, trp1] 、 SH2410 [A1ATh., 

be12・6， ura3・52， trp1, leu2-3,112, hisl-29, pho3-1. pho5-1 (HIS4-1acZ, ura3 ・52)1 、

SH2921 [A1ATh, be12-6, gcn4-103, ura3-52, trp1, his1-29, pho3-1, pho5-1] 、おJ:: V

SH3744 [A1ATh, ura3-52, leu2-3,112, trp1, pho3-1, pho5-1] は原島俊教授より譲渡さ

れた菌株で、リバーゼ、の発現に使用した。

1 -2. リバーゼ cDNA の発現プラスミドの構築

DNA の操作は、 Molecular Cloning (71) に記載されている方法にしたがって行っ

た。 リバーゼ、 cDNA を含む pFHLl1 -13 の EcoRI -SpeI 断片(1.44 kbp) を pUC119 の

EcoRI -XbaI サイトに挿入し、できあがったプラスミドを pFHL13 と命名した。次に、

pFHL13 の EcoRI -SalI 断片(1 .44 kbp) を pYE22m の EcoRI -SalI サイトに挿入し、

酵母での発現プラスミド pYGF2 (Fig. 3'1 、 9.4 kbp) とした。 この pYGF2 は、 GAP(S.

cereV1s1ae の glyceraldehyde- 3 'phosphate dehydrogenase 、 82)のプロモーターとター

ミネーターの間にリバーゼ cDNA が挿入されている。
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E 

pYGF2 
(9.4kbp) 

(Sp戊1 Sa 

Fig. 3-1. Structure of plasmid pYGF2. Rωtriction sites are abbreviated as 

follows; E, EcoRL Sp , SpeL Sa, SalI; X, XbaI. The promoter and terminator are 

shown as P GAP and Ter., respectively. The hatched box, dotted box, and solid box 

are signal, pro, and mature sequence of F. heterosporum lipase , respectively. The 

transcriptional direction is indicated by an arrow. The 2μmDNA replication origin 

and complementary gene of trpl in the host strain are shown as 2μmDNA and 

TRPl, respectively. 
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1 -3. S. cere阿古'lae の形質転換と培養条件

S. cerevi'siae の形質転換は、 Ito らによって開発されたリチウム酢酸法(83)にしたが

って行った。 YPD 培地(1% yeast extract 、 2% peptone、および 2% glucose , pH 5.8) 

で 24 時間培養した培養液を新しい YPD 培地 10 ml に植菌(植菌量 2%) し、 300Cで 5 時

間振とう培養する。 遠心分離により菌体を集め、 2 ml の 0.1 M lithium acetate / TE 

buffer に懸濁する 。 300Cで 1 時間振とう後、遠心分離で菌体を集め、 0.9 ml の 0.1 M 

lithium acetate / 15% glycerol / TE Buffer に懸濁し、 competent cell とした。 l. 5 ml 

のマイクロチューブに 300μ1 の competent cell 、 10μl のプラスミド DNA(l ・ 10μg) 、

700μl の 50% PEG 4000 を加えてよく撹枠し、 300Cで 1 時間保温する。遠心分離(10 ， 000

rpm , 5 秒)して上清を捨て、菌体を 100μl の TE Buffer ~こ懸濁し、選択培地に撒いた。

形質転換体は、 6.7 mg/ml Yeast Nitrogen Base w/o amino acids (Difco , USA) , 5 

mg/ml glucose, 20μg/ml L-histidine , 20μg/ml L-Ieucine，および 20μg/ml uracil 

(pH 5.8)からなる最小寒天平板培地上で、 300C 、 2 日間培養することによって選択した。

形質転換体の培養は、 YPD 培地または改良した培地を含む直径 18 ミリの試験管(実

容 5 ml)または 500 ml の坂口フラスコ内で 270C 、 3 日間振とうした。 培養液の濁度

は 600 nm の吸光度で測定し、 10D は乾燥重量 0.43 mg/ml、菌数 1.8 x 107 cells/ml 

であった。

1 -4. リバーぜ活性の測定と、 S. cere打slae で生産されたリバーゼの精製

リバーゼ活性の測定は、第 1 章、第 2 節、 2-2 と同様にして行った(50)。

全ての精製は、 150C以下で、行った(84)0 5000 x g、 10 分間の遠心分離で培養上清を集

め、これを Minitan Ultrafiltration System (乱r1illipore Corp. , USA)の限外源過膜で濃

縮した。濃縮液を 10mM 酢酸緩衝液、 pH 4.5 (Buffer A)に対して透析し、 Buffer A で

平衡化した DEAE-Sephadex A-50 column (3 X 20 cm; Pharmacia Biotech)に負荷し

た。非吸着画分を集め、限外積過膜で濃縮した。さらに、 0.2 M NaCl を含む 20 mM  

リン酸緩衝液(pH 6.5)で平衡化した Sephadex G-75 column (2.3 X 65 cm; Pharmacia 

Biotech)に酵素液をチャージし、流速 20 mllh で溶出した。 活性のある画分を BufferA 

で透析し、同溶液で平衡化した SP-Sephadex C-50 column (1 X 17 cm; Pharmacia 

Biotech)1こ負荷した。 溶出は、 200 ml の BufferA (0 ・ 0.4 M の NaCl グラジエント)

でおこなった。
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1 -5. SDS-PAGE 

SDS-PAGE は Laemmli (56)の方法にもとづき、 12%の分離用ゲ、ルを用いておこなっ

た。 分子量マーカーは、 PharmaciaLKB Biotechnology (Sweden) より調達した。 電安

泳動後、 Coomassie Brilliant Blue でタンパク質を染色した。 糖タンパクは、 periodic

acid-Schiff (PAS)法(85)で染色した。

1 - 6. ウエスタンプロット

マウス抗リバーゼモノクローナル抗体は、「単クローン抗体実験操作入門 J (安藤民

衛ら著， 86) に記載されている方法にしたがって調製した。

SDS-PAGE 後のタンパク質をニトロセルロース膜に転写し、 3%の nonfatdried 

milk を含む TBS 溶液(20mM  Tris-HCl, pH 7.5, 0.1 M NaCl)中で室温、 2 時間ブロッ

キングした。 50 倍に希釈したマウス抗リバーゼ、モノクローナル抗体を含む抗体溶液(20

mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.3 M NaCl, 0.1 % nonfat dried milk)中で膜を室温、 2 時間処理

した後、 TTBS (0.05% Tween 20 を含む TBS)で膜を洗浄した。続いて、 250 倍希釈し

た horseradish peroxidase 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体(Caltag， USA)を含む抗体溶液中

でさらに 3 時間保温した。 TTBS で膜を洗浄後、 50 mM  Tris-HCl (pH 7.4), 0.05% 

diaminobenzidine，および 0.03% H202 を含む溶液中で発色させた。

1 - 7. 糖鎖分解酵素処理

500 pmol のタンパクを 50mM  sodium phosphate (pH 8.5)で 10 分間煮沸した後、

1 mU の Nglycosidase F (宝酒造)で 370C 、 16 時間処理した。 Endo・α-N-acetyl­

galactosaminidase (Genzyme, USA)処理は、試薬に添付されている方法にしたがって

行った。
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第 3節結果

3 -1. S. cerevisiae によるリバーゼ cDNA の発現

32 アミノ酸残基のシク守ナルまたはプロ配列、および 301 残基の成熟リバーゼ配列を

含む F. heterosporum のリバーゼ cDNA を酵母の発現ベクターに組み込み、このプラ

スミド pYGF2 で 5 種類の酵母菌株を形質転換した(84)。 全ての形質転換株の培養上清

中にリバーゼ、活性が存在し(Table 3-1)、菌体内にはリバーゼ活性は見出されなかった。

発現したリパーゼ量は菌株によって異なり、 SH2041 を形質転換した菌株

SH2041[pYGF2] (鍵括弧はプラスミドを保持している状態を示す)が最もリバーゼを多

く生産した(10 U/ml)。宿主株 SH2041 と、リバーゼ、 cDNA のないプラスミドを持つ

SH2041 [p YE22m]はリバーゼを生産しなかったことから、 GAPのプロモーターの下で

の cDNA の発現によって、 F. heterosporum のリバーゼが生産されていることがわかっ

た。さらに、リバーゼは菌体外に分泌されているので、 F. heterosporum のシグナル配

列は S. cereげslae 内でも機能しているこが示唆される (81)。

Table 3 ・ 1. Lipase production by S. cere阿古'Íaetransformants harboring pYGF2 

Transformant Cell growth Activitya 

(OD600) (U/ml) 

SH1089[pYGF2] 19.2 3.0 

SH2041[pYGF2] 18.8 10.1 

SH2410[p YGF2] 17.0 0.1 

SH2921 [p Y G F2] 17.2 5.0 

SH3744[pYGF2] 25.3 1.0 
- ・・............. ・・ ................................................ -ー.........

"1:;'" 
SH2041 [p YE22m] 19.8 N.D. 

Each transformant was cultivated in 5 ml YPD medium as described in Materials 

and Methods. 

a In the culture supernatantｭ

b N.D.; not determined. 
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3 -2. リバーゼ生産におよぼす培地組成の影響

リバーゼ生産量を増加させるために、 S. cerevisiae SH2041[pYGF2] 株を選択し、

培地組成の検討を行った(84)。

( 1 )糖源の種類

はじめに、様々な種類の糖を含む培地で S. cere打siaeSH2041 [pYGF2] を培養した。

Table 3-2 に菌体量と培養上清中のリパーゼ活性を示す。 スクロースがリバーゼ生産に

最も効率的であり、 一般に糖源としてよく使われているグルコースはあまり効率がよく

なかった。

Table 3 ・ 2. Effect of sugars on lipase production by S. cerevis�e SH2041[pYGF2] 

Sugar 

None 

Glucose 

Fructose 

Mannose 

Xylose 

Galactose 

Maltose 

Sucrose 

Lactose 

Cell growth 

(OD600) 

1.6 

19.5 

16.8 

17.0 

2.1 

22.2 

23.2 

19.2 

2.1 

Activitya 

(U/rnl) 

1.5 

12.0 

16.8 

18.3 

3.2 

20.5 

20.8 

22.6 

4.6 

The cultivation was performed in 5 rnl of a mediurn containing 1% yBast extract, 

2% peptone , and 2% sugar (pH 5.8). The other cultivation conditions were as 

described in Materials and Methods. 

a In the culture supernatant-

.44 ・

( 2 )酵母エキス濃度

スクロースを含む培地中で、酵母エキスの濃度を調べたところ(Table 3'3)、酵母エキス

濃度の増加とともに菌体量とリパーゼ活性が上昇し、効率のよいリバーゼ生産には酵母

エキス濃度が 3%以上必要であることがわかった。

Table 3 ・ 3. Effect of yeast extract concentration on lipase production by S. 

cerevlsiae SH2041[pYGF2] 

Yeast ex. Cell growth Activitya 

(%) (OD600) (U/ml) 

。 3.5 。

1 20.0 25.1 

2 27.9 51.5 

3 34.1 62.3 

4 31.7 63.2 

5 33.7 64.8 

The cultivation was perforrned in 5 ml of a medium containing 2% peptone, 2% 

sucrose , and various concentration of yeast extract (pH 5.8). The other cultivation 

conditions were as described in Materials and Methods. 

a In the culture supernatant-

( 3 )べプトン濃度

スクロースと、 3%酵母エキスを含む培地でペプトン濃度の影響を調べたところ

(Table 3-4)、菌体増殖にはぺプトン濃度があまり影響しないが、リバーゼ、生産には 1%

以上のぺプトンが必要であることがわかった。
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5 種類の S. cere打Slae 菌株を形質転換したところ、 SH3744[pYGF1]株がラスミドで、Effect of peptone concentration on lipase production by S. cerevisiae Table 3 ・ 4.

最も多くのリパーゼ、を生産した。 培地組成の検討を行ったところ、 3%酵母エキス、 1%SH2041 [pYGF2] 

ベプトンおよび 4%ガラクトースから成る培地の時に、 20 U/ml のリバーゼを分泌生産Activity a Cell growth Peptone 

GAPプロモーターをもっ SH2041[p YGF2] 株の生産量には及ばなかった。したが、(U/ml) (OD600) (%) 

37.0 3l.8 。
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40 20 The cultivation was performed in 5 ml of a medium containing 3% yeast extract, 

20 
2% sucrose , and various concentration of peptone (pH 5.8). The other cultivation 

。。

conditions were as described in Materials and Methods. 

a 

8 7 6 5 4 3 2 
In the culture supernatant. 

Concentration of sucrose (010) 

スクロース濃度(4 ) 

Effect of the concentration of sucrose on lipase production by S. Fig. 3-2. 
1%ベプトンを含む培地でスクロース濃度の影響を調べた最後に、 3%酵母エキスと

The cultivation was carried out in 5 ml of a medium containing 3% cereV1S1ae. 
リバーゼ生産量(Fig.3 ・ 2)。菌体増殖は 4%以上のスクロース濃度で一定値に達するが、

The yeast extract, 1% peptone , and various concentrations of sucrose (pH 5.8). 
これは、高濃度のスクロースでリバーゼ、生産がはスクロースが 4%の時に最大になる。

other cultivation conditions were as described in Materials and Methods. 抑制されていることを示している。 以上の結果より、糖の種類と濃度、酵母エキスの濃

Symbols; ., cell growth; ・， lipase activity in the culture supernatant. この最適化された度が S. cere四回冶e でのリバーゼ生産に重要であることがわかった。

cerevlSlae S. pH5.8) で4% スクロース、1% べプトン、培地 (3% 酵母エキス、

このイ直は78 U/ml のリバーゼを菌体外に生産する。SH2041 [p YGF2] を培養すると、

S. cereげ'siae ~こよって生産されたリノ〈ーゼの精製3 -3. 精製された F. heterosporum のリバーゼの比活性(53)から計算すると、 39μg/ml のタ

cereV1S1ae s. 4% スクロースを含む培地で1%ぺプトン、3%酵母エキス、ンパク量に相当し、 YPD 培地で培養したときの約 8 倍、元菌の F. heterosporum の生

SH2041 [pYGF2] を 3 日間培養し、その培養上清から酵素を精製した(84)。その結果を産量(53)の約 3 倍である 。

Table 3 ・ 4 に示す。 最後の精製段階の SP-Sephadex C-50 イオン交換クロマトグラフイcereV1S1ae のガラクトース代謝に関与しているs. 本項で述べた実験の他に、

リバーゼB は少し幅広のピー

リバーゼAの比活性はリバーゼ B のそれよりも高かった。

2 つの成分(リノミーゼ、A と B)に分かれた(Fig. 3-3)。

クであった。

ーで、のプロモーター(87 ， 88) をもっ発現ベクターpYES2(Invitrogen, 

このプ

galactokinase (GALl) 

USA)に F. heterosporum の cDNA を連結したプラスミド pYGF1 を作成した。
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3 -4. S. cerevisiae によって生産されたリバーゼの性質Purification of lipase produced by S. cθ'revlsJaθSH2041[pYGF2] Table 3 ・ 4.

これ精製したリバーゼAは、 SDS・PAGE において 31 kDa のバンドとして見られ、Activity 
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PAS 染色両リバーゼはいずれも、また、ゼと同機に免疫反応を/示した(Fig. 3 ・4 ， B) 。
94 158 800 126,000 DEAE'Sephadex A'50 

N-glycosida何 F や Endo-α- N-acetylgalactosaminiclase で処理によって染まらず、
64 822 104 85.500 F

O
 

勾
tG
 
x
 

ou 

，

α
 a
 

、h
up
 

ρ
u
 

n
b
 

S. cere visia e これらのことは、SDS-PAGE での移動度に変化はなかった。した後もSP'Sephadex C'50 

リバーゼAで生産されたリバーゼには糖鎖は付加されていないことをホ唆している。22 1810 16 29 ,000 Lipase A 

R heterosporum のリノ tーゼのリバーゼ、の性質(熱安定性、至適温度、比活性など)は、

(53) と同じであった。

40 1600 33 53 ,000 Lipase B 

B A 

M 
2500 3 

3 2 M 3 2 

94 

67 

30 

43 

ε 
同町‘

コ

1500 ~ 
>
喝d

u 
帽

。

ω 
句

。ー
ー』

2000 

1000 

500 

Lipas~ A 

2 

(
E
Z
O∞N
)
ω
u
z
伺
a
』
O
ω
a
d司

20 
。。

90 80 

Fraction number (2.1 ml/tube) 

70 60 50 40 30 20 10 

3議噌蕗14 

kDa SP'Sephadex C'50 ion'exchange column chromatography of lipase Fig.3'3. 

SDS-PAGE (A) and Western blot analysis (B) of lipases procluced by S. Fig.3 ・ 4.produced by S. cereげ'siaeSH2041 [pYGF2]. The column chromatography was 

3 2, Lipase B; 1, Lipase A; cerevl旨iae. LaneR: M, molecular weight markers; 

purified lipase procluced by R heterosporum. 

Symbols; Å , lipase activity; carried out as described in Materials and Methods. 

e , A280 ・

-49 -. 48 ・



第 4節考察

F heterosporum の cDNA は、 GAPプロモーターを用いて s. cerevisiae で効率よ

く発現させることができた(84)。 また、 GALl のプロモーターよりも GAP のプロモー

ターの方がリパーゼ生産には効率的であり、両プロモーターに最適な宿主菌株も異なっ

ていることがわかった。一般に、 S. cerevisiae による外来タンパク質の発現は、プロモ

ーター、宿主菌株、シクずナル配列、プラスミドの安定性、および培地組成に依存する 。

本実験でも、プロモータ一、宿主菌株、および培地組成を変えることによってリバーゼ、

生産量を飛躍的に向上させることができた。 とれらの因子と発現量の間の関係は解明さ

れていないが、本実験で得られた結果は、他のタンパク質を S. cerevisiae 内で高発現

させることに応用可能である 。

S cerevisiae SH2041 [p YGF2]によって生産されたリバーゼ、は、 SP-Sephadex C-50 

イオン交換クロマトグラフィーによって 2 つの成分に分離された(84)。 リバーゼ、Aは f

heterosporum から精製したリノミーぜと同じ分子量であったが、リバーゼ B には分子量

の大きいバンドが複数存在していた (Fig. 3 ・ 4 ， A) 。一般に S. cerevisiae で生産されたリ

バーゼは、 N-link または 0 ・link 型の糖鎖で修飾されていることが多い(89)。 たとえば、

S. cerevisia e で、発現した P.camembertii (45)や G. candidum (90)のリバーゼは、 N-link

型の糖鎖で修飾されている 。 しかしながら、リバーゼ、 B画分は、糖染色で染まらず、

N-link または Q-link 型の糖鎖結合を加水分解する Nglycosidase F や endo・ α­

N-acetylgalactosaminidase で処理しても、分子量が減少しなかった。 したがって、リ

ノミーゼ B画分の分子量が大きいのは糖鎖付加以外の理由であると考えられる 。 このリバ

ーゼ、の構造については第 4 章で詳しく解析する。
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第 5 節要約

S. cerevisiae の GAP(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase をコー ドする遺

伝子)のプロモーターとターミネーターの間に、 F. heterosporum のリバーゼ、 cDNA(シ

ク守ナル配列、プロ配列および成熟リパーゼ配列を含む)を連結した発現プラスミドを構

築した(84)。 との発現プラスミドで 5 株の S cerevisiae を形質転換し、 YPD 培地(1%

酵母エキス、 2%ぺプトン、 2%グルコース)で形質転換体を培養したところ、発現量は異

なっていたが、いずれも菌体外にリパーゼを分泌していた。 これらの中で、最も生産量

の多い SH2041[pYGF2] 株を選択し、培地組成の改良でリバーぜ生産量の増加を行っ

た。 3%酵母エキス、 1%ぺプトン、 4%スクロースからなる培地の時に最も効率よくリ

バーゼを生産し、生産量は 78 U/ml、 39μg/ml であった。 この酵母によって生産され

たリパーゼを DEAE-Sephadex A-50 イオン交換クロマトグラフィ一、 Sephadex G-75 

ゲ、ル読書、過クロマトグラフィー、および SP-Sephadex C-50 イオン交換クロマトグラフイ

ーで精製した(84)。 最終の精製段階で、活性のある 2 つの成分が見出された。 1 つの成

分は、 31 kDa の単一タンパクで、もう 一つの成分は 34・ 38 kDa の複数のタンパクを含

んでいた。 31 kDa のリバーゼは、 F heterosporum から精製されたリバーゼと分子量、

酵素的性質が同じであった。 34 ・38kDa のリバーゼは糖鎖を含んでいなかったため、糖

鎖修飾以外の理由により、 F heterosporum のリバーゼ、よりも分子量が大きくなってい

ると考えられた。
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第 4 章 F. heterosporum リバーゼの C末端ペプチドの役割

第 1 節緒言

菌体外に分泌されるタンパク質の多くは、はじめにシグナル配列をもったプレプロタ

ンパクとして合成された後、それが切断されて成熟タンパクとなる (81) 。 また、

hydrolase 、 growth factor、 hormone などは N 末端側にプロ配列をもち、プロテアー

ゼによってとれが切断されてから成熟タンパクになる。 多くのプロテアーゼはプレプロ

酵素として合成され、 N末端プロ配列が酵素活性を阻害するだけでなく、酵素の folding

にも関与している (91-93)0 Rhizopus 0.ηzae のリバーゼ、も、プレプロリバーゼとして発

現し、 N末端側のプロ配列(97 アミノ酸残基)が酵素の folding と安定性に関与している

ことが報告されている (94)。 しかしながら、 C末端側のプロ配列に関する報告は少なく、

Thermus aquatiωs の aqualysin(95 ・96) 、 Neisse.万'a gonorrhoeae の IgA プロテアー

ゼ(97) 、 Serratia marcescens のセリンプロテアーゼ(98)などしかない。

第 3 章までで、 F. heterosporum の生産するリバーゼ cDNA をクローニングし(78) 、

塩基配列を決定した。 このリバーゼは、 32 残基のシグpナノレまたはプロ配列、および 301

残基の成熟リバーゼ、配列が存在していた。 アミノ酸配列をホモロジーのあるリバーゼと

比較したところ、 F. heterosporum の生産するリバーゼは、他のリバーゼ、よりも C末端

が長いことから、 C末端側に何らかの機能があると推定された。 また、酵母内で cDNA

を高発現させることにも成功し、 2 種類のリバーゼ (A と B) が存在していることを確

認したが(84)、これらの構造の違いはまだ決められていなし、。

本章では、リバーゼ B がリバーゼAよりも安定性に優れていることを見出したので、

両リバーゼ、の構造を調べたところ、リバーゼ、 B のArg275 とAsp276 の聞のペプチド結

合が切断されてリバーゼAになるとと、 C末端側 26 アミノ酸残基が酵素の安定性に関

与していることを述べる 。
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第 2 節 実験材料及び実験方法

2 - 1. 実験材料

遺伝子操作に使用する制限酵素とその他の酵素類は宝酒造(Kyoto) または東洋紡

(Osaka) より、酵母エキスとべプトンは和光純薬(Osaka)からそれぞれ購入した。

DEAE-Sephadex A-50 、 SP-Sephadex C-50 、 Sephadex G-75、およびタンパクの分子

量マーカーは Pharmacia Biotech_ (Uppsala, Sweden) より、オリゴヌクレオチドは

Gibco I BRL (Rockville , USA)よりそれぞれ調達した。 その他の試薬は特級を使用した。

大腸菌 CJ236 [dut1 ung1 thi-1 reL41 I pCJ105(F' cam)] 、 BMH71 ・ 18 mutS 

L~(lac proAﾈJ thi-1 supE mutS215::Tn10(teff) I F' traD36 proAB十 lacP Z品115]、お

よび MV1l84 [�.(lac proAﾈJ ara rpsL th刈801acZ品fl5) �.(srl-recA)306::Tn10(teff) I 

F' traD36 proA_B+-lacPZ訓15] (71)は部位特異的変異遺伝子の作成に、大腸菌 DH5

[supE44 hsdR1 7 recAl endAl gyrA96 thi-1 reL41] とプラスミド pUC 1l 9(69 ・ 71)はそ

の他の遺伝子操作にそれぞれ用いた。 S. cerevisiae の発現ベクタ -pYE22m と 、 S.

cereη;siae SH2041 LMATh., ura3-1,2, leu2-3,112, trp1] は、大阪大学工学部応用生物

工学科の原島俊教授より御供与いただいたものである 。 pFHL13、酵母用発現プラスミ

ド pYGF2、および S. cerevisiae SH2041[pYGF2]はいずれも第 3 章で作成したもので

ある (84)。

2 - 2. 酵母の培養条件

S. cerevi古'Íae は、 3%酵母エキス、 1%ぺプトン、および 4%スクロース(pH 5.8)から

なる培地(84)を含む 18・mm 中試験管(実容 5 ml)または 500 ml 坂口フラスコ(実容 100

ml)で、 270C 、 3 日間、振とう培養した。

2 -3. リバーゼ活性の測定とリバーゼ、の精製

リバーゼ活性の測定は、第 1 章、第 2 節、 2-2 と同様にして行った(50)。

第 3 章と同様に、酵母の培養上清から、限外癒過、 DEAE-Sephadex A-50 、 Sephadex

G-75、および SP-Sephadex C-50 によりリバーゼを再度精製した(84)。 最終段階の

SP-Sephadex C-50 陽イオン交換クロマトグラフィーで、 2 つの成分に分離された

(Fig. 4'1)。前と後のピークに存在するタンパク質をそれぞれ、リバーゼA、およびリ

-53 ・



5' CATGGAAGAGGtAgATcTCAGATGAGGAG 3'，および、 5 ' CTr リバーゼ、A、およびリバーゼ、 B の比活性ノミーゼ B と命名した。 活性の収率は 42.4%で、

(小文字は変異箇所を表す)はそれぞ、れ、 R275A、ð.275、および R-1ATGACAGTC3' 1600 U/mg および pI4 . 7 、 5.0 であった。と等電点はそれぞれ 1800 、

変異遺伝子の作成に用いた。 部位特異的変異は、 pFHL13 を鋳型 と し、 Mutant-K キ

キットに記載されている方法にしたがって行った。 その他の遺ット(宝酒造)を用いて、

t:\PRO 変異株は、 R.1A 変ら (71)の方法にしたがって行っ た。伝子操作は、 Sambrook

異株の作成よって新たに生じる 51 bp の PvuII -PvuII 断片を欠失させることによ っ

て作成した。 R275A t:\PRO 変異株は、t:\PRO 変異株に R275A の部位特異的変異を導入

することによって作成した。 それそれの変異株遺伝子の作成後、1. 14 kbp の EcoRI - Sall

断片を酵母発現ベクターpYE22m の EcoRI-Sall の聞に連結した。

2-6. S.cθ'reV1S1ae の形質転換
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1-3 に記載しS. cereV1'siae の形質転換と形質転換体の選択は、第 3 章、第 2 節、

た方法と同様に行った(83)。
。。

60 50 

Fraction number (2.5 mll tube) 

40 30 20 10 

2 -7. S cere阿古'laθ からの全 RNA の抽出とノザンプロット解析

3 ml の培養液から遠心分離により S. cere打Slae 菌体を集め、 3 ml の滅菌水で洗浄しSP.Sephadex C.50 ion-exchange column chromatography of lipase Fig. 4・1.

0.3 ml の RNAextract solution (0.5 M た。 0.3 g のガラスビーズ(直径約 0.5 mm)、The lipase solution was applied to a SP-Sephadex C-50 produced by S cereV1siae. 

の0.3 ml および7.5) 、1 % SDS , 0.2 M Tris-HC l, pH 10 mM EDTA, NaCl chromatography (1 X 17 cm) equilibrated with 10 mM sodium acetate buffer (pH 

7 分間、 vortex mixer で慢枠することにより菌体を破砕した。phenollCHCb を力日え、4.5) , and elution was performed at a flow rate of 14 mllh with an increasing gradient 

遠心分離によって得られた上清に 1 ml のエタノールを加え、 -80 0Cで 15 分間保持し_, &80. 0 , Lipase activity; ofO ・ 0.4 M N aCI in 200 ml of the same buffer. 

遠心分離によって得られた沈殿を 50μl の滅菌水に溶解し、 260 nm の吸光度でた。

RNA濃度を決定した。リバーゼ、の構造解析2 -4. 

2.2 M formaldehyde/50% formamide 中、 650Cで変性した 5μg の全 RNA を、1. 1 M SDS-PAGE は、 Hames の方法(99)にしたがって、分離ゲ、ル濃度 12%で行い、泳動後、

と 20 mMMOPS を含む 1%アガロースゲ、ノレで、電気泳動後(100) 、 RNAformaldehyde Coomassie brilliant blue で染色した。酵素の N 末端アミノ酸配列は、 473A 気相シー

をナイロンメンブレン(Hybond-N; Amersham , Buckinghamshire, UK)に転写した。ケンサー(Applied Biosystems, Foster, USA)を用いたエドマン分解法で決定した。 リノミ

ECL direct nucleic acid 1.14 kbp EcoRI -Sall 断片をプロープとして、pFHL13 のーゼの分子量は、飛行時間型レーザーイオン化質量分析計(KOMPACT MALDI II、島

labeling and detection system (Amersham)を用い、同キットに記載されている方法に:t 1%以内の誤差範囲で測定した。津、 Kyoto) を用い、

したがってノザンプロット解析を行った。

5' CCATGGAAGgccGACATGTCAGATG 3' 、

リバーゼ変異株の作成

オリゴヌクレオチドプライマー

2 -5. 

-55 ・-54 ・



第 3節結果

3 -1. S. cerevisiae によって生産されたリバーゼの性質

S. cerevisiaθ によって生産されたリパーゼ、A と B の熱安定性を、 50 mM 酢酸緩衝液

(pH 5.6)の下で測定した(Fig.4 ・ 2 A)。 リバーゼAは 600Cまで、リバーゼB は 750Cまで

30 分間それぞれ安定であった。 リバーぜA と B の 770Cでの熱失活の半減期はそれぞれ、

0.36 および 81 分であった(101)。 元菌の F. heterosporum から精製したリバーゼ、を同

じ条件で測定したときの熱安定性はリバーゼA と同じであった。 しかし、第 1 章で 50

mM リン酸緩衝液(pH 7.5)の下で F. heterosporum のリバーゼ、の熱安定性を測定したと

きは、 400Cまでしか安定で、なかった(53)。 これは、緩衝液と pH の違いによって安定性

が大きく異なることを意味している。

次に、 50%の methanol、 ethanol 、 dimethylsulfoxide 、 acetone 、 acetonitrile、お

よび n-hexane 存在下で 300C 、 16 時間保温した後の残存活性を測定したととろ、リバ

ーゼ B はこれらの有機溶媒に対して非常に安定であったが、リバーゼAは ethanol 、

acetone、および acetonitrile 存在下では完全に失活した。 これに対し、上記有機溶媒

を 50%含んだ反応系中、 300Cでリバーゼ、活性を測定したが、両リバーゼ、間で、活性に大

きな違いはなかった。至適温度(Fig. 4-2 B)、脂肪酸特異性、オリーブ油に対する Km

値は、いずれも両リバーゼ問で、大きく変わらなかった。これらの結果より、リバーゼ、A

と B の安定性は大きく異なるが、酵素活性は同じであることがわかった。

Fig. 4-2. (Next page) The thermostabilities and optimum temperatures of 

lipases A and B. 仇) Effect of temperature on the stability. The enzyme (0.8 

mg/ml) was kept at the indicated temperature for 30 min in 50 mM  acetate buffer 

(pH 5.6) , then placed on ice for 10 min. The remaining activity was expressed 

relative to that before incubation. (B) Effect of temperature on the activity. The 

activity at the indicated temperature was expressed as a percentage of the 

maximum activity. _ , Lipase A; 口， lipase B. 
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Fig. 4-3. SDS-PAGE of lipases A 

and B. Lane 1, molecular weight 

markers; lane 2, lipase A; lane 3, 

lipase B. 

基からなる二本のポリペプチド鎖で構成されているととがわかった。飛行時間型レーザ

ーイオン化質量分析計で測定した分子量(リノξーゼ A が 29 ， 068 と 3 ， 103 Da、リバーゼ

B が 32， 322 Da)は、アミノ酸配列から計算した分子量(リバーゼAが 29 ， 513 と 3 ， 195 Da、

リバーゼ B が 32 ， 690 Da) とおおよそ一致した。ここで、 275 残基のペプチド鎖を N 末

端ペプチド、 26 残基のペプチド鎖を C末端ペプチドと命名した。

以上の結果より、リバーゼ、AはArg275 とAsp276 の聞のペプチド結合がトリプシン

様のプロテアーゼで切断されることによって生成したものであり、 C末端ペプチドは非

共有結合で N 末端ペプチドに結合していることがわかった。 リバーゼAの 2 本のペプ

チド鎖は精製の操作中には離れないが、 SDS-PAGE によって分離すると考えられる。

なお、元菌の F. heterosporum から精製したリバーゼの構造はリバーゼ、 A と同じであ

った。第 1 章の N末端アミノ酸配列分析で 1 つの配列しか検出されなかったのは、

HPLC で精製した試料を分析したため、 C末端ペプチドが失われたためと考えられる 。

3 -2. リパーぜA と B の構造

SDS-PAGE で調べたリバーゼA と B の分子量はそれぞれ 31 と 34 kDa で、リバーゼ、

Aにはこの他に 10kDa 以下のバンドも見出された(Fig.4-3)。 なお、 Fig.4 ・ 3 で用いた

リパーゼ、 B は、 Fig. 4-1 の SP-Sephadex C-50 の後のピークのうち、前半部分のフラ

クションチューブを分析したものである 。 後のピークの後半部分のフラクションチュー

ブには、 34 kDa より分子量の大きいバンドが存在しているため、後ろのピークを全て

集めて分析すると、第 3 章 Fig. 3-4 A のように、複数のバンドがみられる 。

1
e
e

一
一

3 

30- ・・咽.. 
Table 4-1. N -Terminal amino acid sequences of lipases determined by the prote� 

20 ー sequencer 

Lipase N-Terminal amino acid sequence 

14-

kDa 

Lipase B 

Ala・Val・Thr-Val-Thr-Thr-Gln-Asp-

Asp-MeιSer-Asp-Glu-Glu-Leu・Glu­

Ala-Val-Thr-Val-Thr-Thr-Gln-Asp-

Ala-Val-Thr-Val-Thr・-Thr-Gln-Asp­

Ala-Val-Thr-Val-Thr-Thr-Gln-Asp-

Lipase A 

;;{~守宅笹.

Lipase A, 31 kDa a 

プロテインシーケンサーで決定したそれぞれの リ バーゼ、の N末端アミノ酸配列を

Table 4 ・ 1 ~こ示す(101)。リバーゼ B の配列は、 cDNA か ら推定した成熟リ パーゼ、の配列

と一致した。しかしながらリパーゼAでは、各エドマン分解のサイクルでほぼ等モル量

の PTH アミノ 酸が検出されたため、 2 つのN末端配列が存在している ことがわかった。

一つ目が Ala-Val-Thr・-で、始まる配列で、成熟リ バーゼの配列と同じもの、も う一つが

Asp-Met-Ser--- で始まる配列で、 cDNA の 276 番目から始まる配列と一致した。

SDS-PAGE 後、リ バーゼAの 31 kDa のバンドをプロテインシーケンサーで分析する

と、Ala-Val-Thr・-の配列のみが検出された。したがって、リバーゼ B は 301 アミノ酸

残基の一本のポリペプチド鎖で構成されているのに対して、リバーゼAは 275 と 26 残

CDNA , from 1b 

CDNA , from 276 C Asp-Met-Ser-Asp-Glu-Glu・Leu-Glu-

a The 31-kDa polypeptide obtained by SDS-PAGE oflipase A. 

b N-Terminal amino acid sequence of mature lipase estimated from the nucleotide 

sequence of the lipase cDNA. 

C Amino acid sequence starting from pos�ion 276. 
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3 -3. C末端ペプチドの役割

C末端ペプチド 26 残基の役割を調べるために、 2 つの変異株を構築した(Fig. 4-4)。

一つは R275A で、 C末端ペプチドが切断されなくするようにするためにArg275 をAla

に置換した変異株である 。 もう 一つは~275 で、 C末端ペプチドを欠失させるために

Asp276 を amber codon に置換した変異株である(101)。 それぞれの変異株の酵母での

発現プラスミドを、 pYGF2R275A および pYGF2ó275 とした。 各変異株遺伝子をもっ

た S. cerevisiae SH2041 を培養したところ、 S. cereη;siae [p YGF2R275A] は 63 U/ml 

のリバーゼ、 を生産し、これは野生株 S. cere打'siae[pYGF2] の生産量(54 U/ml)とほぼ同

レベルであった。 これに対し、 S. cerevisiae [pYGF2�275] の培養上清中にはわずかの

リバーゼ、活性(2 U/ml)しかなかった。

それぞれの酵母の培養上清を濃縮し、 SDS'PAGE で分析した (Fig. 4 ・ 5 A) 。 s. 
cerevisiae [p YGF2] は 36， 34, 31 kDa の 3 つのリパーゼ、を作るのに対し(lane 2) 、 S.

cerevisiae [pYGF2R275A] は 36 ， 34 kDa の 2 つのリバーゼ、を生産した(lane 3)。 しか

しながら、 これらのリパーゼ、のバンドは、 S. cerevisiae [pYGF2�275] の培養上清から

検出されなかった(lane 4)036 kDa の蛋白は、そのN末端アミノ酸配列が Gly'Pro'Val'"

であったことから、 16 アミノ酸残基のプロ配列を持ったプロリバーゼであると推定さ

れる。 これは、プロ配列の切れ残ったリバーゼ、が少量存在していることを意味している 。

34 kDa と 31 kDa のタンパクはそれぞれ、 リバーゼA とリパーゼ、 B の移動度と同じで

あった。 それゆえ、 S. cerevisiae [pYGF2R275A] は C末端ペプチドが切断されていな

いリパーゼを生産していると結論できる 。

ó275 遺伝子から転写される mRNA の量を調べるために、 リバーゼ cDNA をプロー

ブとしてノザンプロット解析を行った(Fig. 4-5 B) 。 リバーゼ cDNA を持たない S.

cerevisiae [p YE22m] の RNAからはハイブリダイズするバンドが検出されなかったが

(lane 1) 、 pYGF2 ， pYGF2R275A, pYGF2ð275 を持った S. cerevisiae から一本のパン

ドが検出された(lane 2'4)。 これらのバンドの濃さは全て同じであったので、ð275 の遺

伝子は野生型やR275 遺伝子と同じレベルで転写されるととが示唆される 。 したがって、

C末端ペプチドは翻訳以降の過程におけるリパーゼ生産に重要な役割を果たしている

と推定される 。

R275A とð275 の熱安定性を、培養上清から得た粗酵素で測定した。 R275A のリパ

ーゼの熱安定性はリパーゼ B と同じであったのに対し、 L\275 のリバーゼはリバーゼ、A

-60 ・

よりも不安定で、あった。 ó275 のリ バーぜとリ バーゼAの 670Cでの熱失活の半減期はそ

れぞれ 3.5 分と 39 分であり、約 11 倍の差があった。

A と B の熱安定性の差よりは小さかった。

Plasmid 

pYGF2 

pYGF2R275A 

pYGF2~275 

pYGF2L¥PRO 

pYGF2R-1A 

pYGF2R275MPRO 

Lipase 

Wild 

R275A 

..1275 

L¥PRO 

R-1A 

R275MPRO 

PRO 

-16 1 

Arg・1
可V

四ー Ala

しかしなが らこの差は、

ML 

リ バーゼ

Asp276 ... 
Amb. 

Fig. 4-4. Schematic structures of lipase mutants. Amino acid residues are 

numbered from the N-terminus of mature lipase , and the prosequence is indicated 

by negative numbers. PRO , prosequence; ML, mature lipase; Amb , amber 

codon. 
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Fig.4 ・ 5. SDS-PAGE of lipase mutants and Northern blot analysis. (A) SDSｭ

PAGE of lipase mutants. Culture supernatants of S. cθ'revlslaθwere concentratecl 

50 times by ultrafìltration , and the resulting concentrates (0.3μ1) were subjected to 

the electrophoresis: Lanes 1 and 8, molecular weight markers; lane 2, S. 

cerevlslaθ [pYGF2]; lane 3, S. cereV1Slaθ [pYGF2R275A]; lane 4, S. cerevisiae 

[pYGF2Ll275]; lane 5, S. cereV1Slae [pYGF2R-IA]; lane 6, S. cerevi古1ae

[pYGF2LlPRO]; lane 7, S. cerevisiae [pYGF2R275MPRO]. (B) Northern blot 

analysis. Total RNA was extracted from S. cenθvÍsiae strains , and hpase cDNA was 

used as a probe: Lane 1, S. cerevﾍsﾍae [pYE22m]; lane 2, S. cerevﾍsﾍae [pYGF2J; 

lane 3, S. cθ'revisiae [pYGF2R275A]; lane 4, S. cθ'revisiae [pYGF2�275]. 
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3 -4. プロ配列の影響

R. delemar のリバーゼでは、 N末端側に位置している 97 アミノ酸残基のプロ配列

がリバーゼの安定性に関与しているという報告がある (94 ， 102) 。 そこで、 r

heterosporum のリノ〈ーゼのプロ配列と推定される配列(16 アミノ酸残基)の役割につい

て調べるために、 3 種類の変異リバーゼ: R'lA仏rg'l をAla に置換し、プロ配列を切

れなくした)、 ilPRO(フ。ロ配列を欠失させた)、 R275ALlPRO(フ。ロ配列が欠失し、 C末端

ペプチドが切断されなくした)を構築した(Fig. 4 ・ 4) 。 それぞれの変異リ バーゼ、を発現す

るプラスミドを pYGF2R'lA、 pYGF2企PRO 、 pYGF2R275ALlPRO と名づけた。 s.

cerevisiae [pYGF2 ilPRO] は 34 kDa と 31 kDa のリバーゼを(Fig. 4 ・ 5 lane 6) 、 s.

cereげslaθ[pYGF2 R275ALlPRO] は 34 kDa のリバーゼのみ(lane 7)をそれぞれ生産し

た。 34 kDa と 31 kDa のリパーゼは、リバーゼB と Aの移動度とそれぞれ一致した。

S. cerevi'siae [pYGF2R'lA] は 36kDa と 32 kDa のリバーゼを生産し(lane 5)、これら

のリバーゼは、 S. cerevisiae [pYGF2 ilPRO] の生産するリパーゼ、の分子量よりも少し

大きかった。 36 kDa のリバーゼは、野生型遺伝子を持つ酵母が生産するプロリバーゼ、

(36 kDa)の移動度と一致した。 これらの結果は、 S. cerevisiae [p YGF2R'1A]がプロ配

列を持ったリバーゼのみを、 S. cere打'siae [pYGF2 LlPRO] と S. cerevisiae [pYGF2 

R275ALlPRO] がプロ配列を持たないリバーゼを生産していることを示している。 また、

LlPRO 、 R275ALlPRO、および R'lA のリパーゼ遺伝子を持つ酵母を培養したところ、

そのリバーゼ、生産量はそれぞれ 54.3 、 5 1. 7、および 64.7 U/ml で、あった。 これらの生

産量は変異株間で大きく変わっていないことから、プロ配列はリバーゼ、生産にあまり影

響していないことが示唆される。

S. cerevisiae [pYGF2 ð.PRO] の生産する 34 kDa と 31 kDa のリバーゼ、 s.

cerevisiae [pYGF2R'lA] の生産する 36 kDa と 32 kDa のリバーゼ、をそれぞれ精製し

た。 31kDa と 32kDa のリバーゼからは、 SDS-PAGE でC末端ペプチドのバンドが検

出された。 34 kDa と 36kDa のリバーゼ、の比活性は、 31kDa と 32kDa のリバーゼ、の

比活性よりもわずかに小さかったが、いずれもリバーゼA と B の比活性と大差なかった。

34kDa と 36 kDa のリバーゼの熱安定性はリバーゼ B と、 31kDa と 32kDa のリバー

ゼの熱安定性はリバーゼA とそれぞれ同一であった。以上の結果より、プロ配列は熱安

定性に全く影響を与えておらず、 C末端ペプチドが切断されるかどうかのみで安定性が

決定されていることがわかった。
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第 4節考察

本章では、 F. hetθ'rosporum のリバーゼ cDNA を保持した S. cere阿古'lae によって生

産される 2 種のリバーゼ、 A と B の構造と安定性の関係、について述べてきた(101)。リ

ノfーゼ B は 301 アミノ酸残基からなる一本のポリペプチド鎖で構成されていた(Fig.

4-6)。 これに対し、Arg275 とAsp276 の問のペプチド結合がトリプシン様のプロテア

ーゼで切断された結果、リバーゼAは二本のポリペプチド鎖(275 残基のN末端ペプチ

ドと 26 残基のC末端ペプチド)を持っていた。 C末端ペプチドが切断されていないリバ

ーゼ B は、リバーゼAよりも非常に安定性に優れていた。 したがって、安定性の高いリ

ノミーゼ B は、次にように説明可能である 。 C末端ペプチドが酵素の本体である N末端ペ

プチドにペプチド結合で結合しているとき、 C末端ペプチドが酵素の高次構造の崩壊を

防いでいる (Fig. 4 ・ 6)。 そして、 C末端ペプチドが切断されてしまうと、たとえそれが

非共有結合で酵素本体に結合していても、安定化の機能を失う 。 その結果、リバーゼ、A

の高次構造が崩壊しやすくなると考えられる 。

26 アミノ酸残基の C末端ペプチドを欠失させた遺伝子.6.275 は、S. cerevisiae 内で

野生型遺伝子と同程度に転写されるが、S. cerevisiae [p YGF2.ð.2 75] の培養上清にはリ

バーゼがほとんど存在していなかった。 これらの結果に対して、次の 2 つの可能性が考

えられる 。 (i)C 末端ペプチドは、分泌に重要である、 (ii) C 末端ペプチドの欠失によっ

て安定性を失ったリバーゼは、菌体内外のプロテアーゼによって分解される。 しかし、

S. cereげ'siae [pYGF2L\275] の菌体破砕液にはリバーゼ活性が検出されなかったこと

から、 (i)の可能性はないと考えられる。

C末端ペプチドの 26 アミノ酸残基は、荷電したアミノ酸残基を多く持っている (Fig.

4 ・ 6)0 N末端ペプチド内の荷電したアミノ酸残基は 18.9%であるのに対し、 C末端ペプ

チド内のそれは 42.3%である (26 残基中 11 個、Asp が 3 残基、 Glu が 5 残基、 Lys が 3

残基)。この事実より、荷電したアミノ酸残基がリバーゼの安定化に関与しているのか

もしれない。

F. heterosporum のリノミーゼの推定される生産機構を Fig. 4'7 にまとめた o F.

heterosporum の菌体内では、まず初めに 333 アミノ酸残基からなるプレプロリバーゼ

として発現した後、 32 残基のシグナルまたはプロ配列が切断されて 301 残基のリバー

ゼ B が生成する。続いて、菌体内外でトリプシン様のプロテアーゼによってArg275 と
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Asp276 の聞のペプチド結合が切断されるが、 C末端ペプチドがN末端ペプチドと非共

有結合したままであるリバーゼAを培地中に放出する。 この切断は完全であるために、

F. heterosporum の倍養上清中にはリノミーゼ、 B が見出されない。 F. hetθ'roξporum の

cDNA を保持した S. cerevisiae [pYGF2] でも同様な機構でリバーゼが生産されるが、

C末端ペプチドの切断が不完全であるために、培養上清中にはリバーゼ、A と B の混合物

が存在する。 また、プロ配列の切断も不完全であるために、プロリバーゼ、も培養上清中

に少量見出される。 元菌の F. heterosporum は安定性の高いリバーゼ、 B を培地中に放出

しないが、Arg275 をAla に置換した変異遺伝子を持つS. cere打'siae [pYGF2R275A] は、

安定性の高いリバーゼのみを生産する 。 したがって、 s. cθ'revisiae [pYGF2R275A] を

培養することにより、元菌のリバーゼ、より安定性を飛躍的に向上させたリ パーゼ、を生産

することが可能になった。

F. heterosporum のリノミーゼと相向性のある R. 。η'Zae のリ パーゼは、 97 アミノ酸残

基のプロ配列を持っている (94 ， 102)。 菌体内でプレプロリバーゼが生産された後、シグ

ナル配列とプロ配列が切断され、成熟リパーゼが培地中に放出される (Fig.4- 8)。 また、

培地中にはプロリパーゼ、がほとんど見出されない。 R.oヴ'Zae のリバーゼ、のフ。ロ配列は

酵素の folding に必要であり、プロリバーゼ、は成熟リバーゼ、 よりも安定性が高いことが

報告されている。 また、プロ配列を欠失させた遺伝子を持つ酵母は、活性のあるリバー

ぜを生産しない。 F. heterosporum のリバーゼにも 16 残基からなるプロ配列と推定さ

れる配列が存在しているが、この配列は酵素の生産量や安定性には関与していない。 逆

に、 F. heterosporum のリバーゼ、の C末端側は R. oryzae のリバーゼよりも 34 アミノ

酸残基長く、 F. hθterosporum の C末端ペプチドが酵素の安定性に関与している。 さら

に、 F. heterosporum のリバーゼ、の C末端ペプチドを欠失させた遺伝子を持つ酵母は、

リバーゼ、をほとんど生産しない。 したがってこれらの事実は、 F. heterosporum のリパ

ーゼの C末端ペプチドは、 R.oryzae のリバーゼ、のプロ配列と同じ機能を持っているこ

とを示唆しており、 R.oり"zae のリバーゼでも、プロ配列が切断されない変異株を作成

すれば、 R.oryzae の生産するリバーゼよりも安定性の向上したリバーゼ、の生産が可能

となる。
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Fig. 4-7. Production mechanism of lipase by (A) F heterosporum and (B) S. 

cerevisiae [pYGF2] harboring F hθterosporum lipase cDNA. 
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第 5節要約

剖gnalseECL寸
prolipase 

F. heterosporum のリノfーゼ cDNA を保持した s. cerevisiae は、 2 種類のリバーゼ、

A と B を生産する (101)。 両リパーゼの至適温度は同じであるにもかかわらず、リバー

ゼ B はリバーゼAよりも熱安定性に優れていた。 リバーゼ B は一本のポリベプチド鎖

(301 アミノ酸残基)であったが、リバーゼAはトリプシン様のプロテアーゼによって

Arg275 とAsp276 の聞のペプチド結合が切断された結果、 二本のポリ ペプチド鎖(275

と 26 アミノ酸残基)で構成されていた。 したがって、 26 残基のC末端ペプチドがペプ

チド結合で 275 残基のN末端ペプチドに結合しているとき、 C末端ペプチドが リ バー

ゼの構造の安定性に関与していることがわかった。 C 末端ペプチドが切断されると、た

とえそれが非共有結合でN末端ペプチドと相互作用していても、リバーゼ、 B の強固な構

造は失われ、安定性が大きく低下する 。 C末端ペプチド内には荷電したアミノ酸残基が

多いので、とれらの荷電アミノ酸残基が酵素の構造安定化に重要な役割を果たしている

と推定される 。 26 残基の C末端ペプチドを欠失させた遺伝子を保持した S. cerevisiae 

は、リバーぜをほとんど生産しなかった。 しかしながら、この変異株の mRNA 量は野

生型株と変わらなかったことから、 C末端ペプチドは翻訳以降の過程でリバーゼ、の生産

に関与している可能性が示唆された。 元菌の F. heterosporum は安定性の高いリバーゼ

B を生産しなかったが、Arg275 をAla に置換した変異遺伝子をもっ S. cerevisiae は安

定性の高いリバーぜのみを効率よく生産した。
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Fig.4 ・ 8. Production mechanism of lipase by R. 0ξyzae. 
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第 5 章 安定性に関与している F. heterosporum リバーゼ、の C末端

ペプチド内アミノ酸残基

第 1 節緒言

酵素の安定性を上げることは、酵素の実用化面で非常に重要なことである 。 これまで

酵素の安定性を向上させる方法として、相向性のある安定な酵素の立体構造にもとづい

て、特定の部位に特異的に変異を導入する方法がある (103-105)。 また、構造遺伝子の

ランダム変異や(106) 、 C末端側へのランダムペプチド付加などによって(107)、安定性

の向上した変異株をスクリーニングする方法も採られてきた。

F. hetθ'rosporum のリノξーゼ、 は、 333 アミノ酸残基のプレプロリバーゼ、 として生産

された後、 301 残基の成熟リバーゼ、(リノ〈ーゼ B) が生成する(101)。つづいて、Arg275

とAsp276 の間のペプチド結合が切断され、 26 残基の C末端ペプチドが酵素本体に相

互作用したままであるリバーゼAに変換される o F. heterosporum は、 C末端ペプチド

の切断が完全であるために、リバーゼAのみを生産する 。 これに対し、 F. hetero哩porum

の cDNA を酵母内で発現させたとき、 C末端ペプチドの切断が不完全であるため、 2

種類のリバーゼ(A と B)を生産する。リバーゼ B はAよりも非常に熱安定性に優れてい

ることから、 C末端ペプチドは酵素の安定性に重要であることがわかった。 また、 C末

端ペプチドを切断されないようにしたリバーゼ遺伝子をもっ変異株を作成することに

よって、元菌の生産するリバーゼ、よりも安定性の高いリバーゼ、を生産することができた。

したがって、この C末端ペプチドの機能を調べることは、産業用酵素の構造と安定性の

関係の解明、および酵素の安定性改良につながると期待される 。 そこで本章では、 f

heterosporum のリノξーゼの安定性に関与している C末端ペプチド内アミノ酸残基を特

定することを試みた。

-70 ・

第 2 節 実験材料及び実験方法

2 - 1. 実験材料

遺伝子操作に使用する制限酵素とその他の酵素類は宝酒造(Kyoto)または東洋紡

(Osaka) より、酵母エキスとペプトンは和光純薬(Osaka)からそれぞれ購入した。

DEAE-Sephadex A-50 、 SP-Sephadex C-50 、 Sephadex G-75、およびタンパクの分

子量マーカーは Pharmacia Biotech. (Uppsala, Sweden) より、オリゴヌクレオチドは

Gibco / BRL (Rockville , MD , U.S.A.)よりそれぞれ調達した。 その他の試薬は、特級を

使用した。

大腸菌 CJ236 [dut1 ung1 thi-1 reL41 / pCJ105(F'cam)] 、 BMH71 ・ 18 mutS 

lム(lac-proAJ1) thi-1 supE mut5215::Tn10(teff) / F' tra.D36 proAF lacfl Z.品目 5]、お

よび MV1184 L~(lac-proAJ1) ara rpsL 幼.l{<j>80 lacZ.品115) .�(srl-recA)306::Tn10(teff) / 

F' tra.D36 proAF lacflZ.訓15] (71)は部位特異的変異遺伝子の作成に、大腸菌 DH5

[supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 reL4 1] とプラスミド pUC 1l 9(69-71)はそ

の他の遺伝子操作にそれぞれ用いた。 部位特異的変異遺伝子の鋳型として用いたプラス

ミド pFHL13R275A は第 4 章で作成したものを用いた。 S. cerevisiae の発現ベクタ­

pYE22m および S. cerevisiae SH1089[.MATh, ura3-52, leu2-3,112, trp1, pho3・1，

pho5-1 白7S4-]acZ， ura3・52)] は原島俊教授より譲渡されたものである 。

2 - 2. 部位特異的変異遺伝子の作成

リバーゼ変異株の作成に用いたオリグヌクレオチドプライマーを Fig.5-1 と Fig.5 ・2

に示す。部位特異的変異は、鋳型遺伝子 pFHL13R275A と Mutant-K キット(宝酒造)

を用い、キットに記載されている方法にしたがって行った。 R275A、 D293A、 D279A

の全塩基配列、およびその他の変異遺伝子の変異部位周辺の塩基配列は、 DNA シーケ

ンサーDSQ-1000L (島津、 Kyoto) と、 FITC で標識したオリグヌクレオチドプライマ

~SEQ-l (5' GAACCCACTTCAATACTAAGTCC 3' , Amersham Pharmacia Biotech.) 

を用いて行った。 その他の遺伝子操作は、 Sambrook ら (71)の方法にしたがって行った。

それぞれの変異株遺伝子の作成後、l.14 kbp の EcoRI-Sal1 断片を pYE22m の

EcoRI-Sal1 の聞に連結し、できあがったプラスミドで S. cerevisiae を形質転換した。
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R275A --TrpLysAlaAspMetSerAspGluGluLeuGluLysLysLeuThrGlnTyrSerGluMetAspGlnGluPheValLysGlnMetl le*料
--TGGAﾁGGCCGACATGTCAGATGAGGAGTTGGAAAAGAAGTTGACTCAGTATAGCGAGATGGATCAGGAATTTGTTAAGCAGATGATTTAGGCCATGGAGAGA 

R275A/1301A AAGCAGATG起工TAGGCCATGGAGAG
R275A/M300A GTTAAGCAG巴gATTTAGGCCATGG
R275A/Q299A ATTTGTTAAG巴GATGATTTAGGCC
R275A/K298A GAATTTGTT巴GCAGATGATTTAGG
R275A/V297A TCAGGAATTTGcTAAGCAGATGATT 
R275A/F296A GGATCAGGAA巴TGTTAAGCAGATG
R275A/E295A ATGGATCAGGcATTTGTTAAGCAG 
R275A/Q294A CGAGATGGAT巴GGAATTTGTTAAG
R275A/D293A AGCGAGATG坐TCAGGAATTTGTT
R275A/D293E AGCGAGATG坐gCAGGAATTTGTTAAG
R275A/D293N TAGCGAGATG話TCAGGAATTTG
R275A/D293K AGCGAGATGaAgCAGGAATTTGTTAAG 
R275A/M292A TATAGCGAG巴GGATCAGGAATTTG
R275A/E291A CAGTATAGC色GATGGATCAGGAA
R275A/S290A ACTCAGTAT巴_QGAGATGGATCAGG
R275A/Y289A TTGACTCAG民TAGCGAGATGGATC
R275A/Q288A AAGTTGACT巴GTATAGCGAGATGG
R275A/T287A AAGAAGTTG孟CTCAGTATAGCGAG
R275A/L286A GAAAAGAAG巴GACTCAGTATAGCG
R275A/K285A TTGGAAAAG巴GTTGACTCAGTATAG
R275A/K284A GAGTTGGAA巴GAAGTTGACTCAGT
R275A/E283A GAGGAGTTG坐AAAGAAGTTGACTC
R275A/L282A GATGAGGAG巴GGAAAAGAAGTTGAC
R275A/E281A TCAGATGAGGcGTTGGAAAAGAAG 
R275A/E280A ATGTCAGATGcGGAGTTGGAAAAG 
R275A/D279A GACATGTCAGcTGAGGAGTTGGAAA 
R275A/D279E GACATGTCA坐ßGAGGAGTTGGAAAAG
R275A/D279N GACATGTCAaAcGAGGAGTTGGAAAAG 
R275A/D279K GACATGTCAaAgGAGGAGTTGGAAAAG 
R275A/S278A GCCGACATG誕生GATGAGGAGTTG
R275A/M277A AAGGCCGAC巴GTCAGATGAGGAGTTG
R275A/D276A TGGAAGGCCGcCATGTCAGATGAG 
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GTTAAGCAGtaGATTTAGGCCATGGAG 

R275A/企297 --TrpLysAlaAspMetSerAspGluGluLeuGluLysLysLeuThrGlnTyrSerGluMetAspGlnGluPheVal 
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Fig. 5 ・1. (前々 ペ ー ジ ) Synthetic oligonucleotide primers used for the 

construction of mutants of F. heterosporum lipase. Amino acid and nucleotide 

sequences of the C.terminal peptide are shown in the second and third lines , 

respectively, and the double underlines indicate the mutation site in R275A. The 

R275A gene was used as the template for the construction of each mutant. The 

smallletters and underlines indicate the mutated nucleotides and the codon of Ala , 

respectively. The left side of the oligonucleotide is the 5' terminus. 

Fig. 5 ・ 2. (前ページ) Amino acid sequences on the C.terminal peptide of the 

deletion-mutant-lipases, and synthetic oligonucleotide primers used for the 

construction of mutants. Amino acid and nucleotide sequences of the C-terminal 

peptide of R275A are shown in the second and third lines , respectively. The double 

underlines indicate the mutation site of R275A. The b.275 mutant was constructed 

using the wild.type lipase gene as a template , and the R275A gene was used as the 

template for the construction of the other mutants. The small letters and 

underlines indicate the mutated nucleotides and the stop codon, respectively. The 

left side of the oligonucleotide is the 5' terminus. 

2 -3. S. cerevisiae の形質転換

S. cere阿古'Íae の形質転換と形質転換体の選択は、第 3 章、第 2 節、 1 -3 に記載し

た方法と同様に行った(83) 。

2 -4. リバーゼ、活性の測定

リバーゼ活性の測定は、第 1 章、第 2 節、 2-2 と同様にして行った(50) 。 必n 値の

測定は、 PVA エマルジョン法で測定した。 40ml のオリープ油と、 80ml の 2%polyvinyl 

alcohol(重合度 2000)をホモゲナイザーで混合し、出来上がった基質エマルジョンを

1.33% polyvinyl alcohol で 2 から 5 倍に希釈した。 5 ml の基質エマルジョン、 2 ml の
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100 mM Na. リン酸緩衝液(pH 7 . 0) および酵素溶液を混合 し、 300Cで 30 分間反応させ

た。 20ml のエタノールを加えて反応を停止させた後、遊離した脂肪酸を 50mMKOH

で滴定した。

2 - 5. 酵母の培養条件と粗酵素液の調製

S. cerevi'siae は、 3%酵母エキス、 1%ぺプトン、および 4%スク ロース (pH 5.8)から

なる培地(84)を含む 18 ・mm 中試験管(実容 5 ml)または 500 ml 坂口フラスコ(実容 100

ml)で、 270C 、 3 日間、振とう培養した。 200ml の培養上清に、 75%飽和になるように

硫安を加え、セライト漉過で得られた沈殿を 5 ml の水に溶かした。

2 - 6. 酵母の菌体破砕液の調製

5 ml の酵母菌体を遠心分離で集めた後、 5 ml の水で 2 回洗浄した。 菌体に 0.3 g の

glass beads (0.5 mm) と 0.3ml の 50mM Na-酢酸緩衝液 (pH 5.6)を加え、ボルテ ッ

クスミキサーで 15 分間模枠し、菌体破砕液とした。

2 - 7. 熱安定性の測定

濃縮した組酵素液を bufferA (10 mM CaCb 、 100mM acetate; pH5.6)で、 10 倍に希

釈し、 0.5ml のマイクロチューブ内で各温度 30 分間加熱した。 5 種類の温度で測定し

た残存活性を用いて、TIn値を求めた。 ただしTIn値とは、 30 分間の加熱で残存活性

が 50%になる温度である 。 リバーゼA と B の ηn 値は、 buffer A で希釈した 150μg/ml

の精製酵素で測定した。 TIn値は ::!:::0.5 0C以内の誤差範囲内で測定した。

2 -8. SDS.PAGE 解析

SDS.PAGE は、 Hames の方法(99)にしたがって、分離ゲ、/レ濃度 12%で、行った。 濃

縮した粗酵素溶液 1μl を電気泳動に供し、タンパクを Quick-CBB kit (Wako Pure 

Chemical Industries) で染色した。 リバーゼタンパクのバンドの濃さは、イメージ解

析ソフト (Ultimage Pro version 2.6 , Graftek S.A. , USA)で測定した。

-75 ・



第 3節結果

3 -1. C末端ペプチドのアミノ酸変異

野生型リバーゼ、遺伝子を保持した S. cerevisiae SH 1089[p YGF2]株は、異なった熱安

定性を持つ 2 種類のリバーゼ、(リノミーゼ、 A と B)を生産するが、Arg275 をAla に置換し

た変異遺伝子を持つ S. cere阿古iaeSH 1089[p YGF2R275A]株は、安定性の高いリバーゼ

のみを生産する (101)。 両株のリバーゼ生産性はほぼ同じであり、 R275A リバーゼの熱

安定性はリバーゼB と同じである 。 したがって、 C 末端ペプチドの変異リバーゼ、を作成

する鋳型遺伝子には、野生型遺伝子ではなく、 R275A 遺伝子を使った。

C末端ペプチド内 26 アミノ酸残基それぞれの側鎖の影響を調べるために、各々のア

ミノ酸残基を 1 つずつ個別にAla に置換した変異遺伝子を作成し、それぞれの変異遺伝

子を酵母内で発現させた(108)。 リバーゼ、の生産量を SDS-PAGE のバンドの濃さに置き

換えて測定し、 R275A 株のリバーゼ、生産量に対する各変異株の生産量の相対値で表示

した(Table 5-1)。 なお、 R275A 株の培養上清中のリバーゼ、活性は約 80 U/ml であり、

各変異株の培養上清中のリバーぜ活性は、 SDS'PAGE のバンドの濃さと相関した。 26

種類の変異株の中で、 D293A 変異株のリバーゼ生産量の変化が最も著しく、変異前の

R275A 株の 19%にまで減少した。 また、 D279A と Y289A 変異株の生産量も、それぞ

れ R275A 株の 51 および 65%にまで低下した。 R275A. D279A および D293A 変異株

の細胞破砕液中にはリバーゼ活性がほとんど存在していなかった(Table 5 ・2)。 さらに、

酵素生産量が低下した各変異株の mRNA 量は、 R275A 株の mRNA 量と大きく変わら

なかった。 これらの事実より、変異株の生産量が低下したのは、比活性や分泌効率の低

下以外の、転写以降の過程に原因があると推定される 。

次に、各変異リバーゼの熱安定性を Table 5・ 1 に示す。 なお熱安定性は、 100mM 酢

酸緩衝液(pH 5.6) 中、 30 分間の加熱処理で残存活性が 50%になる温度; 1ìnで表した。

また、 R275A リバーゼの粗酵素の1ìnは 79.8 0C で、この値は精製リバーゼ B

(1ìn=80.00C) と同じであるが、精製リバーゼ、 A( 1in=66.20C) よりもはるかに高かった。

また、精製 R275A リバーゼ、の1ìn (80.00C) は粗酵素の R275A リバーゼ、 と同じであっ

たので、酵素溶液中の狭雑蛋白質などは1ìnに全く影響していなかった。
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Table 5'1. Productivity and thermostability oflipases with mutated amino acids of 

the C.terminal peptide 

Mutant Lipase production a Thermostability 

lipase Tm b .�.Tm C 

(%) (OC) (OC) 

R275A 100 79.8 

R275AI 1301A 90 79.8 。

R275A I M300A 92 78.8 'l.0 

R275A I Q299A 95 79.5 '0.3 

R275A I K298A 88 79.6 '0.2 

R275A I V297 A 97 79.0 '0.8 

R275A I F296A 100 77.3 '2.5 

R275AI E295A 89 79.1 '0.7 

R275A I Q294A 94 77.9 'l.9 

R275A I D293A 19 6l.1 -18.7 

R275A I M292A 92 77.8 -2.0 

R275AI E291A 83 77.4 -2.4 

R275AI S290A 91 78.7 -l.1 

R275A/Y289A 65 70.9 -8.9 

R275A I Q288A 97 80.4 0.6 

R275AI T287A 86 76.9 -2.9 

R275A I L286A 101 76.1 -3.7 

R275A I K285A 100 77.2 -2.6 

R275A I K284A 97 79.3 -0.5 

R275AI E283A 89 79.3 -0.5 

R275A I L282A 103 75.9 '3.9 

R275AI E281A 96 78.6 '1.2 

R275A I E280A 95 79.8 。

R275A I D279A 51 66.5 -13.3 

R275A I S278A 96 79.8 。

R275A I M277 A 97 79.3 -0.5 

R275A I D276A 96 80.2 0.4 

.�.275 2.5 60.2 '19.6 

a Lipase productivity of each mutant is expressed relative to that of the R275A 

mutant. 

b The temperature at which heating for 30 min results in 50% decrease in activity. 

C The difference between the Tm values of the mutant and R275A lipases. 
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Table 5.2. Distribution of lipase produced by S. cere打'sia. e carrying a mutant 

lipase gene 

Mutant lipase Lipase activity (U / ml.culture) 

Culture supernatant Cell homogenate 

None a く 0.001 く 0.001

R275A 76.6 0.122 

~275 2.5 0.120 

R275A/ D293A 14.6 0.085 

R275A/ D279A 36.4 0.081 

a S. cerevisia.e SH1089 [pYE22m] not harboring a lipase gene. 

Asp293 をAla に置換した D293A リバーゼ、の 1ìnが 79.80Cから 6 1. 1 0Cに低下した。

この値は、 C末端ペプチド 26 残基を欠失させた企275 変異リパーゼの到n(60.20C) と同

レベルで、あり、リバーゼ、 Aの1ìnよりも 5.10C低かった。 この変異リバーゼ、に次いで、

D279A と Y289A の変異リバーゼ、 もそれぞれ1ìnが 66.5 および 70.9 0C1こまで低下したO

1ìnの低下は、リバーゼ、生産量の低下とよく相関していたことから、Asp279， Tyr289 お

よびAsp293 はリバーゼ、の安定性と生産量の両方に重要であることがわかった。

3 -2. Asp293 とAsp279 の変異リバーゼ

Asp293 とAsp279 は、Tyr289 よりもリバーゼの安定性に重要であり、側鎖に負電荷

を持っている。したがって、これらの側鎖の負電荷がN末端ペプチドとイオン結合して

いるのではなし、かと推定した。そこで、Asp293 とAsp279 をさらに、 Glu， Asn，およ

び Lys に置換してその影響を調べた(108)0 Table 5 ・3 に各変異株の培養上清中の酵素生

産量と、変異リバーゼ、の熱安定性を示した。 Asp293 を中性または正電荷をもっアミノ

酸残基(Ala， Asn , Lys)に置換すると、リバーゼ生産量と熱安定性は大きく減少した。 し

かしながら、 D293E リバーゼ、の熱安定性は少し低下したが、 D293A， D293N, D293K 

リパーゼほどは低下しなかった。 したがって、Asp293 の側鎖の負電荷が酵素の生産性

と熱安定性に関与していると考えられる。こ の負電荷が、 N末端ペプチド内にある未知

の正電荷とイオン結合していると推定される。これに対して、Asp279 をAla に置換し
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たときは生産量と安定性が低下したが、 Glu， Asn, Lys に置換しでも生産量と安定性は

あまり大きく低下しなかった。これらの事実は、Asp279 の側鎖は何らかの形で重要で

はあるが、この側鎖の負電荷はあまり生産量と安定性に影響を及ぼしていないことを示

唆している。

Asp279 またはAsp293 を置換した各変異株の培養上清中のリバーゼ活性は、 SDS.

PAGE のバンドの濃さから推定したリ バーゼ生産量と相関 していることから、各変異リ

パーゼ、の比活性は R275A リバーゼ、のそれと変わっていない。 また、各変異リバーゼ、の

盈n 値は R275A リバーゼ、と大きく違っていなかった(Table 5 ・ 3)。 これらの結果より、

Asp279 とAsp293 は酵素の触媒活性にはあまり影響を与えていないことを示している。

Table 5 ・ 3. Productivity, thermostability and 必n value of lipases with mutated 

Asp279 and Asp293 

Mutant Lipase production a Thermostability &d  

lipase Tm b 色Tm C 

(%) (OC) CC) (mM) 

R275A 100 79.8 72 

R275A / D293A 19 61.1 .18.7 57 

R275A/ D293E 76 69.9 -9.9 76 

R275A / D293N 16 60.1 -19.7 67 

R275A / D293K 9 58.2 -21.6 59 

R275A / D279A 51 66.5 .13.3 39 

R275A / D279E 102 77.9 -1.9 109 

R275A/ D279N 96 78.0 .1.8 116 

R275A/ D279K 89 75.7 -4.1 103 

a Lipase productivity of each mutant is expressed relative to that of R275A 

mutant. 

b The temperature at which heating for 30 min results in 50% decrease in activity. 

C The difference between the Tm values of the mutant and R275A lipases. 

d The & values of the purified lipases A and B were 75 and 61 mM , respectively. 
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3 -3. 欠失変異株

C末端ペプチドの側鎖と主鎖を含めたペプチド鎖の影響を調べるために、 C末端側か

らの欠失変異株を作成した(108)。出来上がった変異リバーゼ、の C末端付近の構造を Fig.

5-2 に示す。 4 残基までの欠失ではリバーゼの生産量に大きく影響しなかった(Table

5-4)0 6 残基以上を欠失させたとき、欠失サイズの増加とともに酵素生産量が次第に減

少した。 C末端ペプチド 26 残基を全て欠失させた変異株(!l275)の生産量は、 R275 株

の 2.5%であった。各変異株のリバーゼ生産量は培養上清中のリバーゼ、活性とよく相関

しているととから 各リバーゼ、の比活性はほぼ同一である 。 盈n 値は R275A リバーゼ

と大きく変わらなかったことより、酵素活性は欠失により影響を受けないことが分かつ

た。

欠失変異リパーゼの熱安定性を調べたところ、わずか 2 残基の欠失でも 1m が 2.2 0C

低下した。さらに欠失サイズが増加するとともに 1m が次第に減少し、 1m は 13 残基

以上の欠失で最低に達した(Table 5'4)。 これに対して、Asp293 とTyr289 を除いて、

これら C末端側 13 アミノ酸残基のうちの 1 アミノ酸残基だけの側鎖をAla に置換した

ときは、熱安定性は大きく低下していなかった(Table 5 ・ 1) 。 したがって、欠失変異リバ

ーゼの安定性の減少は、次のような 2 つの可能性で説明できる: (i)C 末端側からのわず

か 2残基の欠失であっても、Asp293 またはTyr289 を主とする側鎖と N末端ペプチド

との聞の相互作用が弱められる。 (ii)側鎖と主鎖を含むC末端ペプチドのペプチド鎖全

体(中でも特に、 C末端側からの 13 残基)が N 末端ペプチドと相互作用している。
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Table 5 ・4. Productivity, thermostability and Km value of lipases having different 

sizes of C-terminal deletion 

Mutant Deletion Lipase production a Thermostability Km 

lipase slze Tm b !lTm C 

(residues) (%) (OC) (OC) (mM) 

R275A 。 100 79.8 72 

R2 75A / !l299 2 97.6 77.6 -2.2 75 

R275A/ 企297 4 95.8 73.4 -6.4 82 

R275A / !l295 6 75.0 65.3 -14.5 80 

R275A/ !l293 8 35.0 64.1 -15.7 91 

R275A / !l290 11 15.7 63.0 -16.8 95 

R275A/ 企288 13 12.5 60.1 -19.7 77 

R275A / !l282 19 9.4 60.5 -19.3 101 

!l275 26 2.5 60.2 -19.6 105 

a Lipase productivity of each mutant is e}...-pressed relative to that of R275A 

mutant. 

b The temperature at which heating for 30 min results in 50% decrease in activity. 

C The difference between the Tm values of the mutant and R275A lipases. 
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第 4節考察

C末端ペプチド内アミノ酸残基の置換変異株と欠失変異株の解析によって、本リバー

ゼの安定性に関与している主な部位を推定した(108)。

(i) C 末端ペプチド(26 アミノ酸残基)と N末端ペプチド(275 アミノ酸残基)との聞のペプ

チド結合。

(ii)Asp293 の側鎖の負電荷と、 N末端ペプチド内にあるアミノ酸残基の正電荷との間の

イオン結合。

(iii)C 末端側からの 13 アミノ酸残基からなるペプチド鎖。

この他に、Asp279 とTyr289 の側鎖も重要であることがわかった。

また、今回作成した変異株で、リバーゼの熱安定性の低下した全ての変異株の酵素生

産性は減少していた。各変異リバーゼ、の必n 値、比活性、分泌効率は変わっておらず、

mRNA 量も変異前と同じであった。したがって、 C末端ペプチドの機能が失われるこ

とによって酵素の高次構造が不安定になり、細胞内外のプロテアーゼによって酵素が分

解されたために、培地中に見出される酵素量が減少したと推定される。
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第 5 節要約

F. heterosporum のリバーゼは、 275 残基のN末端ペプチ ドと 、 26 残基の C末端ペプ

チドで構成されている 。 C末端ペプチドの切断によって、リ バーゼ、の熱安定性が大きく

低下する (101)。 そこで、酵素の安定性に関与している C末端ペプチド内アミノ酸残基

の特定を行った(108) 0 Asp293 をAla， Asn , Lys に置換すると熱安定性が非常に低下す

るが、 Glu に置換したときは、さほど顕著には安定性が低下しなかった。 これらの事実

より、Asp293 の側鎖の負電荷と、 N末端ペプチド内にあるアミノ酸残基の正電荷との

問でのイオン結合によって、リバーゼが安定化されていると推定される 。

C 末端側から欠失させると、欠失サイズの増加とともにリバーゼの安定性が低下した。

13 残基を欠失させたリパーゼの安定性は、 26 残基全てを欠失させたリバーゼ、の安定性

と同レベルであった。 したがってこの結果は、 26 残基の中でも C 末端側からの 13 ア

ミノ酸残基からなるペプチド鎖がリバーゼ、の安定性に重要で、あることを示唆している 。

さらに、熱安定性の低下した変異株のリバーゼ生産量も低下していたことから、Asp293

や C 末端側 13 アミノ酸残基は酵素生産量に関与していることも分かった。
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第 6 章 耐熱性 F. heterosporum リ バーゼによる構造脂質の製造

第 1 節緒言

ノミーゼ、(R275A)を酵母で生産することができるようになった。 そこで本章では、この安

定性の高まった R275A リバーゼの工業的利用をめざし、本酵素の固定化条件の検討と、

その固定化酵素を用いた OPO の製造をおとなった。 また、高温下における固定化酵素

の安定性を従来の酵素と比較した。

母乳中には 20 ・25%のパルミチン酸(16:0)が含まれており、その約 70%はトリグリセ

リドの 2 位に結合している (109 ， 110)。 これに対し、植物油ではパルミチン酸の 80%以

上がトリグリセリドの1.3 位に結合している。 したがって植物油を摂取した場合、 1 ， 3

位に特異的な勝臓リバーゼ、によってトリグリセリド中のパルミチン酸が加水分解され

てしまう 。 遊離したパルミチン酸はカルシウムと結合して不溶性のカルシウム石鹸を形

成し、排?世物として排世されるため、栄養分とカルシウムのロスとなる (111) 。 そこで、

グリセロール骨格の1.3 位にオレイン酸、 2 位にパルミチン酸が結合した構造脂質

(l, 3-o1eoyl- 2-palmitoyl-glycerol、以下 OPO と略す)は、栄養分とカルシウムのロ

スをなくすための油脂として期待されており (112)、ヨーロッパなどでは乳児用粉ミル

クの成分として利用されている。 との OPO は、固定化した1.3 位特異的リパーゼを触

媒とし、 トリパルミチンとオレイン酸とのアシドリシスにより製造することができる。

しかし、原料であるトリパルミチンの融点が高いために、 OPO を有機溶媒を含まない

反応系で製造するには高い温度で反応させなければならない。 従来まで使用されている

Rhizom ucor miehei由来の固定化リバーゼ、 Lipozyme IM60 は、高温下では不安定であ

るために、耐熱性の優れたリバーゼ、の開発が望まれている。

D
E
P

・

D
E

「
|
「
|
」

+ 0 
1 ，3・位特異的

リバーゼ

P: パルミチン酸

0:オレイン酸

第 1 章から第 5 章までで、糸状菌 F heterosporum のリバーゼ、の構造と安定性の関係、

を解明してきた。 このリバーゼのArg275 をAla に置換した変異型遺伝子(R275A)をも

つぶ cereη'slae は C末端ペプチドが切断されていないリパーゼのみを高発現したこと

から (1 0 1 ， 108)、元菌の F heterosporum では生産されなかった安定性の極めて高いリ
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第 2 節 実験材料及び実験方法

2 - 1. 試薬

Yeast nitrogen base w/o amino acids は(Difco ， USA)より、オリーブ油、酵母エキス

およびポリペプトンは和光純薬(Osaka)より、スクロースは台糖側よりそれぞれ購入し

た。 マグロ油由来の脂肪酸エチルエステルはマルハ附より供与されたものを使用した。

オレイン酸は東京化成から購入したものを、トリパルミチンは東京化成から購入したも

のを用い、それぞれの脂肪酸組成を Table 6-1 に示した。

Table 6-l. Fatty acid composition of tripalmitin and oleic acid (mol %) 

14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 Other 

Tripalmitin l.99 89.23 7.76 。 。 1.02 

Oleic acid 。 。 2.40 87.01 3.53 7.06 

ケイソウ土粒担体は昭和化学工業より、陰イオン交換樹脂および多孔性樹脂 Dowex

66. Dowex WBA. Dowex 77. Dowex MWA は Dow Chemical 社より、 Duolite A7 , 

Duolite A568K. Duolite S874. Duolite S876. Duolite S877 は Rhom and Haas 干上より、

Amberlite IRA904. AmberliteIR96SB. AmberliteXAD はオルガ、ノ側よりそれぞれ購入

した。 また、セラミック担体 Toyonite 200 ・M と Toyonite 200 ・A は東洋電化工業側より

供与されたものを使用した。 その他の試薬は、ナカライテスク (Kyoto)より購入した。

2 - 2. 酵素の調製

F. heterosporum の野生型酵素は、第 3 章で作成した酵母 S. cere目白ae

SH 1089[p YGF2] 株 (84) を、 R275A の酵素は第 5 章で使用した S. cθ're V1幻ae

SH 1089[p YGF2R275A]株(108)をそれぞれ培養することにより調製した。

酵母の前培養は、 150ml の最小培地 (6.7mg/ml yeast nitrogen base w/o amino acids, 

5 mg/ml グルコース， 20μg/ml ウラシノレ， 20μg/ml ヒスチジン， 20μg/ml ロイシン，

pH 5 . 8) を入れた 500 ml の坂口フラスコ中で、 270C 、 24 時間振とうしながらおこな
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った。 本培養は、 170 ml の YPSuc 培地 (3% 酵母エキス、 1% ポリペプトン、 4% ス

クロース、pH 5.8) (84) を入れた 500 ml の坂口フラスコ中に前培養液を 2%加え、 270C 、

3 日間振とうしながらおこなったぺ 5000 ml の培養液を遠心分離して培養上清を回収し

た後、培養上清を 75%飽和の硫酸アンモニウムで硫安塩析したc 遠心分離により回収

した沈殿を少量の水で溶かし、透析膜中で 2 日間透析をして脱塩した。 さらに、ポリエ

チレングリコール 20000 で濃縮して、粗酵素液とした。

なお、 R. delemarの酵素は田辺製薬附から供与されたタリバーゼを F. hθterosporum

のリバーゼと同じ方法で固定化した。 Rhizomucor (R.) mieheiの酵素は Novo Nordisk 

社より購入した固定化リバーゼ Lipozyme IM60 をそれぞれ使用した。

2 - 3. 酵素の固定化

固定化担体 1 g 当たりの酵素量が 5000U になるようにリ バーゼ、の水溶液に担体を懸

濁した後、減圧下で乾燥して固定化酵素を調整した。

2 -4. 反応

マグロ油由来のエチルエステルのラウリルアルコールによるアルコリシス反応は、脂

肪酸エチル/ラウリルアルコールの混液(1:3 ， mollmol)、および基質混液に対して 4%の

固定化酵素をネジ蓋付きバイアル瓶に入れ、 300Cで振とう (130 往復/分)しながら

16 時間インキュベートした。反応率はエチルエステルとラウリルエステルを合わせた

量に対するラウリルエステル量を mol%で、表した。

トリパルミチンのオレイン酸によるアシドリシス反応は、基質混液と固定化酵素をネ

ジ蓋付きバイアル瓶に入れ、 500Cで振とう (130 往復/分)しながらインキュベートし

た。反応率はグリセリド両分に取り込まれたオレイン酸量(mol%)で、表した。

2 - 5. 分析

脂肪酸エチルエステルをラワリルアルコールでアルコリシスした反応液中のエチル

エステルとラウリルエステルは、反応後の試料を直接ガスクロマトグラフィーで分析し

た。ガスクロマトグラフィーは、 Hewlett-Packard 5890 に DB-5 キャピラリーカラム

(0.25 mm X 10 m , J&W Scientific Co.) を装着し、 150 から 3000Cまで 100C/min で

昇温させ、 3000Cで 10 分間保温した。 注入口温度は 2450Cで、検出には FID を用い、
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検出温度は 3200C とした。 キャリヤーガスはヘリウム(流速 25 cm/min) を用い、スプ

リット比は 100:1 とした。

トリパルミチンをオレイン酸でアシドリシスした反応液からのグリセリドの回収は、

1 ・3g の反応混液に 50 ml の 0.5N KOH(20%エタノール溶液)を加え、 70 ml のヘキサ

ンでグリセリドを回収した。 グリセリド中に含まれている脂肪酸は、 Na.メチラートを

触媒としてメチル化した後、 DB.23 キャピラリーカラム (0.25 mm X 30 m; J&W 

Scientific Co.) を用いたガスクロマトグラフィー (Hewlett.Packard 5890) により分

析した。カラム温度は、 150 から 1700Cまでは 4 0C/min、 170 から 1950Cまでは 5 0C/min、

195 から 2150Cまでは 100C/min で昇温させ、 2150Cで 5 分間保温した。注入口温度は

2450Cで、検出には FID を用い、検出温度は 2500C とした。 キャリヤーガスはヘリウム

(流速 25 cm/min) を用い、スプリット比は 100:1 とした。

高速液体クロマトグラフィーによる解析は、 ODS カラム (Cosmosil 5C18-AR, 4.6 X 

150 mm X 2) と LC-9A ポンプ(島津)、示差屈折計 RID-10A (島津)を用いて、カラ

ム温度 400C、溶媒アセトン/アセトニトリル= 3: l(vol/vol)、流速 0.4 mllmin で分析

した。

分子量の測定は、 PE Biosystems の MALDI-TOFMS (Voyager Linear DE-SY) を

用いた。 20μl のα-cyano ・ 4-hydroxycinnamic acid 溶液 (10 mg/ml 、 50%アセトン水

溶液)に試料 1μl を懸濁し、そのうち 1μl をマススベクトルで、分析した。
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第 3節結果

3 - 1. 固定化担体の影響

F. heterosporum の耐熱性酵素 R275A の固定化に適する担体のスクリーニングを行

った。はじめは、固定化酵素の活性測定が容易であるマグロ油由来のエチルエステルの

ラウリルアルコールによるアルコリシス反応で、行った。担体 19 に対して R275A の酵

素が 5000U になるように酵素を固定化し、それぞれの固定化酵素のアルコリシス活性

を測定した(Table 6-2)。

Table 6 ・ 2. Alcoholysis activity of F heterosporum R275A lipase immobilized on 

varlOus carrwrs 

Carrier Alcoholysis (%) Carrier Alcoholysis (%) 

ケイソウ土粒担体 20.87 DowexWBA 28.24 

ベノレファイン BG10・ 1 5.93 Dowex 66 18.21 

ベルファイン ABIO-04 1.01 Dowex 77 21.44 

イソライト CG-1 19.95 DowexMWA 28.58 

アノレプス 7.14 XUS-40285 8.30 

SM-10 6.40 AmberliteIR96SB 21.21 

Duolite A568K 8.17 Amberlite IRA904 33.41 

Duolite A7 16.61 AmberliteXAD 4.70 

Duolite S874 5.17 Toyonite 200 ・A 15.72 

Duolite S876 28.38 Toyonite 200・M 26.97 

Duolite S877 10.84 

Alcoholysis of ethyl esters originating from tuna oil with lauryl alcohol was 

performed as follows: A mixture of ethyl esters/lauryl alcohol (1 :3, mlo/mol) and 4% 

immobilized lipase was incubated at 300C for 16 h. 
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次に、アルコリシス活性の高かった担体などを 8 種類選択し、トリパルミチンのオレ

イン酸によるアシドリシス反応を調べた(113)。 トリパルミチンとオレイン酸のモル比

を 1:2(wt/wt)、基質量 4 g、酵素量 8%で 500C 、 24 時間反応を行い、 24 時間ごとに基

質を新しいものと交換して反応を繰り返した。 なお、 1 回目の反応時にのみ 2%の水を

加えて酵素の活性化を行った。

結果を Table 6.3 に示す。 陰イオン交換樹脂 Duolite A7 , Dowex WBA, Dowex 77, 

Dowex MWA, Amberlite IRA904 を担体として用いたとき、高いエステル交換活性を示

した。 この結果は、 R. delemar のリバーゼの固定化担体に適する担体が陰イオン交換

樹脂であったことと同じである (114)。 反応を繰り返したとき、Amberlite IRA904 を担

体にした固定化酵素は、 6 回目の反応が 1 回目の反応の約 64%にまで低下した。 これ

に対し、 Dowex WBA や Dowex MWA を担体にした固定化酵素は、 6 回 目の反応でも

高いエステル交換活性を維持していた。 これは、 R. dlθ'lemar の リ バーゼの固定化担体

でみられた現象と同じである (114)0 Dowex MWA よりも Dowex WBA の方がわずかに

酵素活性が高かったので、今後は Dowex WBA を担体として用いる ことにした。

Table 6'3. Acidolysis activity of F heterosporum R275A lipase immobilized on 

vanous carr18rs 

Carrier Acidolysis (%) 

1 st 2 nd 3 rd 6 th 

ケイソワ土粒 0.96 0.40 。 。

Duolite A7 45.75 46.58 46.18 36.18 

Duolite S876 0.92 0.33 0.70 0.31 

Dowex WBA 47.56 52.40 48.46 49.15 

Dowex 77 46.35 44.80 43.08 41.75 

DowexMWA 47.17 50.30 48.43 48.24 

Amberlite IRA904 45.10 40.19 41.33 28.74 

Toyonite 200 ・M 1.84 0.33 0.93 0.43 

A mixture of tripalmitin/oleic acid (1:2 , w/w) and 8% immobilized lipase was 

incubated at 500C for 24 h with shaking. Acidolysis activity was expressed as the 

oleic acid content in glycerides. 
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3 - 2. 反応条件の検討

我々はすでに、 R. delemar のリバーゼをセラミック担体 SM'10 に固定化したとき、

1 回目の反応時にのみ水を添加して酵素を活性化しなければならないことを報告して

いる (12)。 そこで、 F heterosporum の R275A リバーゼを Dowex WBA に固定化した

ときの最適な水分量(一回目の反応時にのみに水を入れた) を調べた(113)。

Table 6 ・4 に結果を示す。 R. delemarのリバーゼ、を SM'10 に固定化したときとは違

い、水分量 0%でもエステル交換活性を示したが、 2%の水分を添加したときの活性が

最も高かったことから、水によって若干の酵素の活性化が起きていると推定される。 2

回目以降の反応では水を入れなかったが、 4%以下の水分量では反応性の低下はみられ

なかった。しかし水分量が 8%の時、 2 回目の反応以降で活性が大きく低下している 。

これは、過剰の水によって酵素が担体から遊離したためと考えられる 。

Table 6 ・ 4. Effect of the water content on the acidolysis activity of immobilized 

R275A lipase. 

Water Acidolysis (%) 

content 1 st 2 nd 3 rd 4 th 

0% 31.70 32.65 32.43 30.29 

1% 46.81 48.86 47.66 46.08 

2% 48.65 50.18 51.60 49.54 

4% 43.36 46.32 49.36 46.20 

8% 39.52 26.47 21.97 22.52 

A mixture of tripalmitin/oleic acid (1 :2 , w/w) and 8% immobilized lipase was 

incubated at 500C for 24 h with shaking. Acidolysis activity was expressed as the 

oleic acid content in glycerides. 
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次に、酵素量の影響について調べた(Fig. 6 '1 )。 基質混液に対して固定化酵素量が 2.8%

の時、 酵素量の増加とともに反応初期である 3 時間目での反応性が増加 し、 2%増える

ごとに反応性が約 2 倍になっていたことから、 6%以下では反応性が少し悪いと考えら

れる。したがって、 8%以上の酵素濃度が必要であるとした。
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Fig. 6.l. Effect of enz戸ne amount on the acidolysis activity of immobilized 

R275A lipase. A mixture of tripalmitin/oleic acid (1:2 , w/w) and various amounts of 

the immobilized l厓ase was incubated at 500C for 3 h(open box) or 24 h(closed bux) 

with shaking. Acidolysis activity was expressed as the oleic acid content in 

glycerides. 
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3 -3. 反応の経時変化

固定化担体と反応条件の検討の結果、 F heterosporum の R275A リパーゼを Dowex

WBA に固定化 し(5000 U/g '担体)、トリパルミチンとオレイン酸のモル比を 1:2(wt/wt) 、

固定化酵素量を基質混液に対して 8% とし、 500C 、 24 時間反応を行うことに決定した。

なお酵素の活性化は、 1 回目の反応時にのみ基質混液に対して 2%の水を加えて行った。

この反応条件下において、グリセリド画分の脂肪酸組成の経時変化を Fig . 6 ' 2 に示す

(113)。反応開始から 6 時間目まで、は急激にパルミチン酸(16:0)が減少してオレイン酸

(18: 1)が取 り込まれ、その後徐々に 18:1 の取り込み速度が減少し、 24 時間後にほぼ平

衡に達した。 この時のオレイン酸取 り込み量は約 50 mol%であり、 1 ， 3'位の脂肪酸の約

75%がエステル交換されたことになる。
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Fig. 6 ・ 2 . Time course of acidolysis of tripalmitin with oleic acid using 

immobilized R275A lipase. A mixture of tripalmitin/oleic acid (1 :2, w/w) and 8% 

immobilized lipase was incubated at 50oC. Acidolysis activity was expressed as the 

oleic acid content in glycerides. e , 16:0 ; 企 ， 1 8: 0 ; 0 ， 18:1 ; ム， 18:2 . 
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3 -4. 生成物の分析

トリパルミチンのオレイン酸によるアシドリシス反応によって生成したグリセリド

画分を HPLC で分析した(Fig.6 ・ 3)(113)。 各ピークを分取し、その脂肪酸組成をガスク

ロマトグラフィーで調べた。その結果、ピーク II が目的の OPO であり、ピーク I はオ

レイン酸が 3 つ入った 000、ピーク III はオレイン酸が 1 つ入った OPP、ピーク IV

が未反応のトリパルミチン(pPP)であった。 また、これらのピークの比は、 1: II: III: IV 

= 8:40:29:6 であった。 なお、 IV より後ろのピークはトリパルミチンに混在している 18:0

が入ったグリセリド、 I より前のピークはオレイン酸に混在している 18:2 などが入った

グリセリドであり、 13 分のピークはジグリセリドである。次に、精製した OPO の分子

量を飛行時間型レーザーマススベクトルで、調べた。 Na+で、イオン化された [M+Na]+ ピ

ーク、分子量 882.55(理論値:882.40)が観測された。 これらの結果は、生成したグリセ

リドが OPO であることを支持している。なお、反応液中に 000 が存在している理由

としては、混在しているジグリセリドの 2 位と1.3 位間でのアシル基転移に由来すると

推定される 。
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3 - 5. 固定化酵素の安定性と他の酵素との比較

安定性の高い F heterosporum の R275A リバーゼの他に、野生型 F heterosporum 

リバーぜ、 R. delemarのリノミーゼ、および R. mieheiのリバーゼを用いて、 トリパル

ミチンのオレイン酸によるアシドリ、ンス反応の安定性比較を行った(113t R275A リバ

ーゼ、野生型 F heterosporum リ バーゼ、および R. delemarのリバーゼは DowexWBA

に固定化(5000 U/g-担体)した酵素を、 R. mieheiの酵素は Novo Nordisk 社より購入し

た固定化リバーゼ、 Lipozyme IM60 をそれぞれ用いた。 また、反応速度がほぼ同じ程度

になる酵素量を調べ、 R275A リバーゼは基質混液に対して 8%、それ以外の酵素は 6%

で、行った。 3 -4. に記載した反応条件で 500C 、 24 時間反応後、基質混液を新しい基

質と交換し、反応を繰り返した。 毎回の反応時、 3 時間と 24 時間後に基質混液をサン

プリングし、グリセリド中に取り込まれたオレイン酸量をアシドリシス活性とした。

初期反応である 3 時間後のアシドリシス活性を、 1 回目の活性を 100%とした相対活

性で比較したCFig.6 ・4 )。 従来まで OPO の製造に用いられてきた R. mieheiのリバーゼ

は、 80 日で活性が 1 回目の反応の 35%まで低下するのに対して、 R275A のリバーゼで、

は 80 日後でも 87%の活性を保持していた。 また、野生型 F heterosporum リ バーゼや

R. delemarのリバーゼと比べても、 R275A のリ バーゼ、の安定性は優れていた。反応が

ほぼ平衡に達する 24 時間後のアシドリシス活性を比較しても同様の結果が見られ、

R275A リバーゼ、野生型 F heterosporum リ バーゼ、 R. delemar のリバーゼ、 R.miehei 

リバーゼ、の順に安定性が高かった。

次に、 R275A リバーゼを用いてさらに長期間の反応を繰り返し、 24 時間後のアシド

リシス活性を調べた(Fig. 6-5)。 この酵素を 220 日使用しても、エステル交換率が 1 回

目の 88%までしか低下していなかった。
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Fig . 6 ・ 3. HPLC analysis of the acidolysis products of tripalmitin with oleic acid 

using immobilized R275A lipase. 
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Fig.6 ・4 . Stability ofvarious immobilized lipases in acidolysis oftripalmitin with 

oleic acid. The acidolysis was conducted under the conditions described in Fig. 6-2 , 

and repeated by transferring the immobilized lipase to a fresh substrate mixture 

every 24 h. (A) Activity of immobilized lipase after 3-h reaction; (B) after 24.h 

reaction. e ,F. heterosporum R275A lipase; 0 , F. heterosporum wild lipase; ム ， R.

delemar lipase; 回 Lipozyme IM60. 
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Fig. 6-5. Stability of immobilized R275A lipase in acidolysis of tripalmitin with 

oleic acid. The acidolysis was conducted under the conditions described in Fig. 6'2 , 

and repeated by transferring the immobilized lipase to a fresh substrate mixture 

every 24 h. Acidolysis activity was expressed as the oleic acid content in glycerides. 
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第 4節考察

F heterosporum の生産するリバーゼよりも安定性の高い R275A リバーゼ、 を酵母で

生産し(101 ， 108)、その培養上清の濃縮酵素液を各種担体に固定化した。 これらの固定

化酵素を用い、 500Cでオレイン酸によるトリパルミチンのアシドリシス反応を行ったと

ころ、陰イオン交換樹脂 Dowex WBA に固定化したとき、最も効率よくエステル交換

され、繰り返し使用しても活性の低下が少ないことがわかった(113) 。 第 3 章で、 F

heterosporum のリノミ ーゼを精製するとき、 リバーゼは陰イオン交換樹脂

DEAE-Sephadex A-50 には吸着しなかったが、陽イオン交換樹脂 SP-Sephadex C-50 

には吸着した。 しかしながら、本リバーゼの固定化には陰イオン交換樹脂が適していた。

したがって、リバーゼは Dowex WBA のイオン交換基に吸着するのではなく、担体に

疎水結合で吸着していると推定される 。

本固定化酵素と、 R_ miehei の市販固定化リバーゼ、(Lipozyme IM60)、野生型 F

heterosporum リノミーゼ、および R. delemar のリバーぜを用いて、繰り返し使用によ

る安定性を比較したところ、 R275A リバーゼ、野生型 F heterosporum リ バーゼ、 R.

delemar のリバーゼ、 R. miehei リバーゼの)1慎に安定性が高かった(113) 0 Lipozyme 

IM60 の活性の半減期は約 45 日で、あった。 これに対して、 R275A のリバーゼでは 220

日使用しても活性が 1 回目の 88%までしか低下しない。 Fig.6 -4.のグラフを延長して計

算したところ、活性の半減期は約 370 日 であると推定された。 また、野生型 F

heterosporum リノぐーゼ、 と R. delemarの固定化リノミーぜの半減期はそれぞれ約 150， 65

日であると推定された。

リバーゼの位置特異性は、トリグリセリドの全てを加水分解する非特異的リバーゼと、

1， 3-位のみを加水分解する1.3-位特異的リバーゼ、に大別される。 前者の非特異的リバー

ゼの中には耐熱性のリバーゼ、も多く存在している。 しかしながら、構造脂質の製造に有

効である 1 ， 3-位特異的リバーゼには、これまで安定性の高い固定化リバーゼ、が存在して

いなかった。 本研究で、安定性の高し寸ノミーゼを生産する F heterosporum の単離、遺

伝子操作による安定性向上、および固定化に適する担体の検索によって、高温下で長期

間の繰り返し使用が可能な1.3-位特異的固定化リバーゼを創製することができた。今後、

高い温度での本リバーゼの工業的利用が期待される 。
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第 5 節要約

F heterosporum は 1 ， 3'位特異的リバーゼ‘を生産する 。 この cDNA に変異を加えて安

定性を高めた R275A リ バーぜの固定化条件を調べた(113) 0 50 0Cでオレイン酸によるト

リパルミチンのアシドリシス反応を行ったところ、陰イオン交換樹脂 Dowex WBA に

固定化したとき、最も効率よくエステル交換され、繰り返し使用しでも活性の低下が少

ないことがわかった。 反応に及ぼすいくつかの因子を検討した結果を基に、トリパルミ

チンとオレイン酸の混合比を 1:2(wt!wt)、酵素量 8% とした。 この条件下で 24 時間反

応を行うと、オレイン酸のトリグリセリド中への取り込み量は約 50%に達したc 反応

液から回収したグリセリド画分を高速液体クロマトグラフィーにより分析したところ、

最大ピークが OPO であるととが確認できた。 つぎに 従来このような反応に利用され

てきた Rhizomucor miehei・の市販固定化リバーぜ(Lipozyme IM60) と本固定化酵素

を用いて、繰り返し使用による安定性を、反応の初期 ( 3 時間後)のエステル交換率で、

比較した。 Lipozyme IM60 は 80 日で活性が 1 回目の反応の 35%まで低下するのに対

して、 R275A のリバーゼでは 80 日後でも 87%の活性を保持していた。 食品添加物と

して使用されている Rhizopus delemar のリノミーゼを Dowex WBA に固定化した酵素

と比較しても、 R275A の固定化リバーゼは安定性に優れていた。 また、本固定化酵素

は 220 日以上使用しでも、エステル交換反応が平衡に達する 24 時間後の活性が 1 回目

の反応の 88%までしか低下していなかった。
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総括

土壌から、有機溶媒に安定なリバーゼ、を生産する微生物を単離し(52)、胞子の形状な

どから、糸状菌 Fusarium heteroξporum と同定した(53)。 この F. heterosporum を 3%

大豆油、 4%コーンスティープリカ一、 0.1%酵母エキス、 0.1%KH2P04 、 0.05%MgS04 ・

7H20 からなる培地(pH 5.5)で培養し、その培養上清から硫安分画、 SP'Sephadex C'50 、

Sephadex G'75、および焦点電気泳動により、収率 38% 、 Disc'PAGE および SDS'PAGE

で単一になるまで精製した(53)0 SDS'PAGE で調べた精製酵素の分子量は 31kDa のモ

ノマー酵素で、等電点は 7.0 であった。 オリーブ油を基質としたとき、 400Cにおける至

適 pH は 5.5 ・6.0 、 pH5.6 における至適温度は 45'500Cであった。 pH 4'10 においては、

300C 、 4 時間安定であり、また pH 7.5 のリン酸緩衝液中では、 400Cで 20 分間安定で

あった。 DMSO、 n'hexane 、 benzene 、 ether などの有機溶媒が 50%存在しても、 300C 、

20 時間安定であった。また、反応系に 50%の DMSO や DMF が存在しでも、活性の減

少は認められなかった。 各種阻害剤の影響から、 His および Asp/Glu 残基が酵素活性に

重要であるこが示唆された。 N末端アミノ酸配列は、Ala.Val.Thr-Val.Thr.Gln.Asp....

であり、他の蛋白質との相向性はなかった。

次に、 F. heterosporum のリノ〈ーゼ、の cDNA のクロ一二ングをおこなった(78)0 F. 

heterosporum の細胞から poly(A)+RNA を抽出し、 Okayama'Berg 法で cDNA ライブ

ラリーを作成した。 酵素のN末端アミノ酸配列に対応するオリゴヌクレオチドプロープ

を用い、コロニーハイブリダイゼーションにより cDNA ライブラリーからリバーゼ、の

cDNA をクローニングした。 この cDNA は1.3 kbp の挿入断片を持ち、 塩基配列を調

べたところ、 999 bp のオープンリーディングフレームが存在していた。 塩基配列から

推定したアミノ酸配列には、エドマン分解で決定したN末端アミノ酸配列が含まれてお

り、リバーゼ、エステラーゼ、セリンプロテアーぜに見出される共通配列(Gly-X-Ser

-X-Gly)も存在していた。 32 アミノ酸残基のシクーナル配列またはプロ配列と推定され

る配列に続いて、成熟リパ一ゼゼ、は 301 アミノ酸残基(ω32.7 kζDaω)で

このリパ一ゼゼ、は、アミノ酸配列上で H lan uginosa のリ パーゼ、と 39% 、 R

camembertlÏ のモノおよびジグリセリ ドリバーゼと 38%、 R. miehei 、 R. delemar、

R. niveus のリ パーゼといずれも 32%のホモロ ジーがあった。 また本リバーゼ、は、他の

相向性のあるリバーゼに比べて、 C末端側が約 34 アミノ酸残基長かった。すでに報告
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されている R. miehei のリバーゼの立体構造から、 F. heterosporum のリバーゼの構

造を推定した。活性中心は Ser144， Asp198, His256 の 3 つのアミノ酸残基で構成され、

基質が加水分解される際の中間体を安定化するオキシアニオンホールには Ser82 が関

与していた。 native の酵素では、活性中心の上を 85 から 91 番目のアミノ酸残基から

なる α ヘリックス、「リッドj が覆っていて、活性中心が溶媒と接触できない。 しかし、

酵素が基質に接近するとこのリッドが除去され、基質が活性中心に入り込むことが可能

になることがわかった。

S. cerevisiae の GAP(glyceraldehyde' 3 'phosphate dehydrogenase をコードする遺

伝子)のプロモーターとターミネーターの間に、 F. heterosporum のリバーゼ cDNA(シ

ク、、ナル配列、プロ配列および成熟リバーゼ配列を含む)を連結した発現プラスミドを構

築した(84)。 この発現プラスミドで 5 種類の S. cθre阿古1ae 株を形質転換し、 YPD 培地

(1%酵母エキス、 2%ベプトン、 2%ク守ルコース)で形質転換体を培養したところ、発現量

は異なっていたが、いずれも菌体外にリバーゼ、を分泌していた。 これらの中で、最も生

産量の多い SH2041[pYGF2] 株を選択し、培地組成の改良でリバーゼ、生産量の増加を

行った。 3%酵母エキス、 1%ペプトン、 4%スクロースからなる培地の時に最も効率よ

くリバーゼが生産され、生産量は 78 U/ml、 39μg/ml であった。この酵母によって生産

されたリバーゼを DEAE'Sephadex A'50 イオン交換クロマトグラフィ一、 Sephadex

G'75 ゲ、ル癒過クロマトグラフィー、および SP'Sephadex C'50 イオン交換クロマトグ

ラフィーで精製した。最終の精製段階で、活性のある 2 つの成分が見出された。 1 つの

成分は、 31kDa の単一タンパクで、もう一つの成分は 34.38 kDa の複数のタンパクを

含んでいた。ここで、前者をリバーゼA、後者をリバーゼ B と命名した。リバーゼ、A は、

F. heterosporum から精製されたリバーゼと分子量、酵素的性質が同じであった。

両リバーゼの至適温度は同じであるにもかかわらず、リバーゼB は、リ バーゼAより

も非常に熱安定性に優れていた(101)。リバーゼB は一本のポリペプチド鎖(301 アミノ

酸残基)であったが、リバーゼAはトリプシン様のプロテアーゼ、によってArg275 と

Asp276 の問のペプチド結合が切断された結果、 二本のポリペプチド鎖(275 アミノ酸残

基のN末端ペプチドと 26 アミノ酸残基のC末端ペプチド)で構成されていた。したがっ

て、 26 残基の C末端ペプチドがペプチド結合で 275 残基のN末端ペプチドに結合して

し、るとき、 C 末端ペプチドがリバーゼ、の構造を安定化していることがわかった。 C末端

ペプチドが切断されると、たとえそれが非共有結合でN末端ペプチドと相互作用してい
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ても、リバーゼ B の強固な構造は失われ、安定性が大きく低下した。 C 末端ペプチド内

には荷電したアミノ酸残基が多いので、これらの荷電アミノ酸残基が酵素の構造安定化

に重要な役割を果たしていると推定される。 26 残基の C末端ペプチドを欠失させた遺

伝子を保持した S. cerevisiae は、リバーゼ、をほとんど生産しなかった。 しかしながら、

この変異株の mRNA 量は野生株と変わらなかったことから 、 C末端ペプチドは翻訳以

降の過程でリバーぜの生産に関与している可能性が示唆された。

以上の結果から、 F. heterosporum のリバーゼの生産機構を推定した。 F.

heterosporum の菌体内では、まず初めに 333 アミノ酸残基からなるプレプロリバーゼ、

として発現した後、 16 残基のシクゃナル配列、および 16 残基のプロ配列と推定される配

列が切断されて 301 残基のリバーゼ B が生成する。 続いて、菌体内外でトリプシン様

のプロテアーゼによってArg275 とAsp276 の聞のペプチド結合が切断された リ バーゼ、

Aを培地中に放出する。 この切断は完全であるために、 F. heterosporum の培養上清中

には安定なリバーゼ、 B が見出されない。 F. heterosporum の cDNA を保持した s.

cerevisiae [p YGF2] でも同様な機構でリバーゼ、が生産されるが、 C末端ペプチドの切

断が不完全で、あるために、培養上清中にはリパーゼ、A と B の混合物が存在する。 Arg275

をAla に置換した変異遺伝子を持つ S. cerevisiae [pYGF2R275A] は、安定性の高いリ

バーゼ、のみを生産する 。 したがって、 S. cereげ'siae [pYGF2R275A] を培養することに

より、元菌の生産するリバーゼより安定性を飛躍的に向上させたリ バーゼを生産するこ

とができた。 また、 F. heterosporum は植物病原菌に属するために、本リ バーゼ、を食品

添加 物 に利用しにくいが、 酵母は安全な宿主であるために 、 S. cerevisiae 

[pYGF2R275A]の生産したリバーゼ、の工業的利用が期待できる 。

F. heterosp01・um の リ バーゼ、と 相向性のある R.oryzae のリバーゼは、 N末端伊liJ に 97

アミノ酸残基のプロ配列を持ってい る 。 これに対し、 E heterosporum のリ バーゼには

プロ配列が 16 残基しかなく、代わりに F. heterosporum のリバーゼの C末端側は R.

oryzae のリ バーゼ、よりも 34 ア ミ ノ酸残基長い。 E heterosporum のリパーゼのC末端

ペプチド(26 アミノ酸残基)と、 R.oryzae のリバーゼのプロ配列(97 アミノ酸残基)は同

じ機能を持っており、酵素の安定性と生産量に関与していることが示唆された。

次に、酵素の安定性に関与している C末端ペプチ ド内アミノ酸残基の特定を行った

(108)0 Asp293 をAla， Asn , Lys に置換すると熱安定性が非常に低下するが、 Glu に置

換したときは、さほど顕著には安定性が低下しなかった。 これらの事実より、Asp293
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の側鎖の負電荷と、 N末端ペプチド内にあるアミノ酸残基の正電荷との問でのイオン結

合によって、リバーゼ‘が安定化されていると推定される。 C 末端側から欠失させると、

欠失サイズの増加とともにリバーゼの安定性が低下したc 13 残基を欠失させたリバー

ゼの安定性は、 26 残基全てを欠失させたリバーゼの安定性と同レベルで、あった。 した

がって、 26 残基のうち C 末端側からの 13 アミノ酸残基からなるペプチド鎖がリパー

ゼの安定性に特に重要であることを示唆している 。 さらに、熱安定性の低下した変異株

のリパーゼ生産量も低下していたととから、Asp293 や C 末端側 13 アミノ酸残基は酵

素生産量に関与していることも分かった。

最後に、安定性を高めた R275A リバーゼ、の工業的利用を目指した(113)。 まず、この

リバーぜの固定化条件を調べた。 50DCでオレイン酸によるトリパルミチンのアシドリシ

ス反応を行ったところ、陰イオン交換樹脂 Dowex WBA に固定化したとき 、 最も効率

よくエステル交換され、繰り返し使用しでも活性の低下が少ないことがわかった。 反応

に及ぼすいくつかの因子を検討した結果を基に、トリパルミチンとオレイン酸の混合比

を 1:2(wt!wt)、酵素量 8% とした。 この条件下で 24 時間反応を行うと、オレイン酸の

トリグリセリド中への取り込み量は約 50%に達した。 反応液から回収したグリセリド

画分を高速液体クロマトグラフィーにより分析したところ、最大ピークが OPO である

ことが確認できた。 つぎに、従来このような反応に利用されてきた R. miehei の市販

固定化リバーゼ、(Lipozyme IM60) と本固定化酵素を用いて、繰り返し使用による安定性

を、反応の初期 i、 3 時間後)のエステル交換率で、比較した。 Lipozyme IM60 は 80 日で

活性が 1 回目の反応の 35%まで低下するのに対して、 R275A のリバーゼでは 80 日後

でも 87%の活性を保持していた。 食品添加物として使用されている R. delemar のリ

ノξーぜを Dowex WBA に固定化した酵素と比較しても、 R275A の固定化リバーゼは安

定性に優れていた。 また、本間定化酵素は 220 日 以上使用しても、エステル交換反応

が平衡に達する 24 時間後の活性が 1 回目の反応の 88%までしか低下しておらず、活性

の半減期が約 370 日と推定された。

以上のように、本研究によって、遺伝子操作で安定性を高めた1.3 位特異的リバーゼ‘

の生産に成功し、リ バーゼ、の構造と安定性の関係、が解明された。 また、この安定なリパ

ーゼを使った高温下での油脂の高度加士も可能であることが実証され、 今後の工業的利

用が期待される 。
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