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第1章 緒 論

リパ ー ゼ は ア ミ ラー ゼ 、 プ ロテ ア ー ゼ と共 に 三 大 消 化 酵 素 の ひ

とつ と して 古 くか ら知 られ て お り、 動 物 、 植 物 、 お よび 微 生 物 に 広

く分 布 して い る。 ま た 、 リパ ー ゼ の 重 要 性 は 医 学 、 生 理 学 、 生 化

学 な どの 分 野 で難 水 溶 性 脂 肪 の 体 内 摂 取 と関 連 して古 くか ら注 目 さ

れ 、 基 礎 的 研 究 が な され て い る。 更 に 最 近 で は有 機 合 成 化 学 に お け

る触 媒 と して の 観 点 か ら も種 々 の 応 用 研 究 が な され て きて い る。 し

か しな が ら、 歴 史 的 に見 る と リパ ー ゼ の 研 究 は他 の 加 水 分 解 酵 素 に

比 較 して 遅 れ て い た 。 こ の 理 由 と して、1)リ パ ー ゼ の 基 質 が 水 に

対 して 不 溶 性 で あ るた め反 応 系 が 不 均 一 系 とな り、 速 度 論 的 解 析 が

困 難 で あ る こ と、2)そ の た め リパ ー ゼ の 精 製 が 進 まず 酵 素 本 態 の

解 明 が 遅 れ た こ と、3)リ パ ーゼ が 一 般 的 に 不 安 定 で あ り、 取 り扱

い が 困 難 で あ る と され て き た こ と、 な どが 挙 げ られ る。1962年 に

Aspergillusniger由 来 の リパ ーゼ が 初 め て 単離 精 製 され 、 結 晶 化

さ れ る に 至 り、 リパ ー ゼ の 本 態 が 明 か とな っ た(1)。 こ の 後 、 遺 伝

子 工 学 的 手 法 な どの 飛 躍 的 な進 歩 も手 伝 い 、 種 々 の 生 物 由来 の リパ

ー ゼ に つ い て 多 くの 知 見 が 得 られ た こ とで
、 生 物 種 の 相 違 に よ る リ

パ ー ゼ の 多 様 性 が 明 らか に な っ た 。 す な わ ち 、 カ ビ な どの 微 生 物 由

来 の リパ ー ゼ は 単 一 の 蛋 白質 で あ る の に 対 し、 動 物 由来 の 膵 臓 リパ

ー ゼ は コ リパ ー ゼ と呼 ば れ る分 子 量 約10
,000の 蛋 白 質 、 お よび

コ ー ル 酸 の 共 同 作 用 を そ の 活 性 発 現 に 必 要 とす る こ と(2) 、 ヒ マ シ

リパ ーゼ で は種 子 中 の 脂 質 と耐 熱 性 蛋 白 質 とが 活 性 発 現 に 関 与 して

い る こ と(3,4)が 知 られ て い る。 給 源 の 相 違 に よ る リパ ー ゼ の 多 様

性 は リパ ー ゼ の 反 応 特 異 性 、 あ るい は基 質 特 異 性 の 多 様 さ を反 映 す

る もの で あ り、 応 用 面 で は応 用 目的 た 応 じた リパ ーゼ の 選 択 が 必 要

と され て い る。

一 方
、 最 近 で は有 機 合 成 の 面 か ら 酵 素 反 応 が 注 目 され て お り、

酵 素反 応 を利 用 した 合 成 反 応 が 数 多 く報 告 され て い る(5,6,7,8,9,

10,11)。 これ ら酵 素 を触 媒 と して 用 い る合 成 反 応 の 特 徴 と して 、
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1)立 体 選 択 性 が 高 い の で 光 学 活 性 体 の 調 製 が 容 易 で あ る、2)穏

和 な 条 件 を 採 用 で き るの で 、 不 安 定 な 物 質 の 合 成 に 応 用 で き る、

3)位 置 選 択 的 、 官 能 基 選 択 的 反 応 が 可 能 で あ り、 一 分 子 中 に 複 数

の 同 じ官 能 基 、 また は 類 似 の 官 能 基 が 存 在 して い て もそ の 中 の 特 定

の 官 能 基 の み を反 応 させ る こ とが で き る、4)以 上 の 総 合 的 結 果 と

して 保 護 基 の 着 脱 な どす べ て の プ ロ セ ス が 簡 略 化 で き る、 な どの 利

点 が 挙 げ られ る。 反 応 の 種 類 と して は 、1)酸 化 還 元 反 応 ㍉2)様

々 な 加 水 分 解 反 応 、3)加 水 分 解 の 逆 反 応 また は 転 移 反 応 を 利 用 し

た エ ス テ ル 、 ア ミ ド、 グ リコ シ ド、 お よび リン酸 エ ス テ ル 結 合 の 生

成 反 応 、4)C-C、C-N、 お よびC-S結 合 生 成 反 応 、 な ど が 報 告 さ

れ て い る。 と くに 多 い 例 は パ ン酵 母 を 利 用 した 種 々の カ ル ボ ニ ル 化

合 物 の 不 斉 還 元 と リパ ー ゼ 、 ま た は エ ス テ ラ ー ゼ な ど の 加 水 分 解 酵

素 を利 用 した 光 学 分 割 、 あ る い は 不 斉 中 心 の 導 入 で あ る。 リパ ー ゼ

を 用 い た 反 応 と して は 、 不 斉 加 水 分 解 に よ る光 学 活 性 合 成 原 料 の 調

製 、 温 和 な 条 件 下 に お け る 不 安 定 物 質 の 合 成 、 お よび 非 水 溶 媒 中 で

の エ ス テ ル 交 換 反 応 に よ る 光 学 活 性 エ ス テ ル 、 ア ミ ドの 合 成 、 あ る

い は 位 置 選 択 的 ア シル 化 な どが 知 られ て い る(12,13,14)。 非 水 溶 媒

中 で の エ ス テ ル 交 換 反 応 を利 用 す る 手 法 は こ の10年 間 で 急 速 に 発

展 して お り、 リパ ー ゼ の 応 用 範 囲 は 拡 大 して い る 。 非 水 溶 媒 中 で の

エ ス テル 交 換 反 応 と は 、

R3COOR1十HOR2=;====1=K3COO憂 ～2十HOR1

で 表 す こ との で き る反 応 で あ り、RI,馬,お.よ ぴR、,の い ず れ か

に 不 斉 中 心 が 存 在 す る と、 リパ ー ゼ は そ の 不 斉 を識 別 して 反 応 を触

媒 し、 光 学 活 性 な エ ス テ ル 、 ま た は ア ル コ ー ル が 得 られ る場 合 が 多

い 。 近 年 当研 究 室 に お い て 、 牧 田 ら(15)は 非 水 溶 媒 中 で 、 エ ス テ

ル 交 換 反 応 を分 子 間 で は な く分 子 内 で 行 わ せ る こ と に よ り、 リパ ー

ゼ が 大 環 状 ラ ク トン と呼 ば れ る環 状 化 合 物 の・生 成 を触 媒 し う る こ と

を 見 い だ した 。 す な わ ち 、 低 含 水 量 に した リパ ー ゼ 粉 末 を無 水 ベ ン

ー2一
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ゼ ン、 また は 無 水 ヘ キ サ ン に懸 濁 させ た 後 、 塞 質 で あ る ω一ヒ ドロ

キ シ酸 メ チ ル エ ス テ ル を添 加 し40℃ で 反 応 させ る こ とに よ り、 環

状 の エ ス テ ル が 生 成 され る もの で あ る(図1-1)。 ま た 、 基 質2分

子 が 環 化 した ダ イ オ ラ イ ドと呼 ば れ る化 合 物 も同 時 に 検 出 され る。

00

ご謝 蚕飼
8

123

図1-1.大 環状 ラク トンの リパ ーゼ に よる合 成

1,ω 一ヒ ドロ キ シ酸 メ チル エス テル;2 ,モ ノマ ー ラク ト』ン;
3,ダ イマ ー ラ ク トン(ダ イオ ライ ド)

.

ラ ク トン とは 分 子 内 に水 酸 基 を もつ カ ル ボ ン酸(ヒ ドロキ シ酸)

が カ ル ボ キ シ ル 基 と水 酸 基 との 間 の エ ス テル 化 に よ っ て環 化 した 分

子 内 エ ス テル の 総 称 で あ り、 多 くの 天 然 化 合 物 に ラ ク トン構 造 を 見

い だ す こ とが で き る(16)。 中 で も12員 環 以 上 の 化 合 物 は 大 環 状 ラ

ク トン と呼 ば れ て お り、 エ リス ロマ イ シ ン を は じめ とす るマ ク ロ ラ

イ ド系 坑 生 物 質 、 あ る い は ム ス ク 様 香 料 な ど数 多 くの 有 用 物 質 が 知

られ て い る。 ラ ク トン を化 学 合 成 す る 際 に 、 通 常5-7員 環 ラ ク ト

ンの 合 成 は 容 易 で 、 酸 性 条 件 下 で は 自然 に ラ ク トン環 が 生 成 す るほ

どで あ る が(17)、8-11員 環 の 中環 状 ラ ク トン環 以 上 の 大 環 状 は炭

素 の 結 合 角 の 関係 で 自然 発 生 的 に は 生 成 せ ず 、 さ らに12員 環 以 上

の 大 環 状 ラ ク トンの 合 成 と な る とか な りの 合 成 化 学 的 工 夫 が 必 要 と

され て い る 。 大 環 状 ラ ク トンの 化 学 合 成 法 は有 用 物 質 の 合 成 法 開 発

の 必 要 性 に と もな い 、1970年 代 よ ρ牽 ん に 研 究 さ れ 、 収 率 、 立 体

選 択 的 に 優 れ た い くつ か の 方 法 が 考 案 され て きて お り、 これ ら化 学

的 大 環 状 ラ ク トン合 成 法 の 代 表 的 な 例 を 図1-2に 示 した(18,19,
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20)。 こ れ らの 方 法 は カ ル ボ キ シル 基 を 特 殊 な 試 薬 で 、 チ オ エ ス テ

ル 、、あ る い ば 酸 無 水 物 な ど に 変 換 して弱 く活 性 化 して お き、 さ らに

分 子 間 反 応 を防 ぐた め に 高 度 希 釈 条 件 を 保 ち つ つ 、 長 時 問 、 高 温 下

で 反 応 を行 う もの で あ る。 そ の た め 、 高 収 率 、 高 立 体 選 択 性 と い う

優 れ た 長 所 を有 して い る反 面 、1)複 雑(高 価)な 試 薬 が 必 要 で あ

る、2)繁 雑 な 操 作 を 必 要 とす る 、3)反 応 が 長 時 間 で あ る、 と 言

う よ うな 短 所 も持 っ てお り、 よ り簡 便 な 合 成 方 法 が 望 まれ て い た 。

そ れ ゆ え 、 牧 田 ら(15)の リパ ー ゼ を用 い る合 成 方 法 は 極 め て 容 易

に 、 か っ 立 体 選 択 的 に大 環 状 ラ ク トンが 合 成 で き る とい う点 で 、 よ

り有 用 な 方 法 で あ る とい え る。

1)OH

I

(IH・い 軌
S黛P戸 ・

COOH

2)OH

l
(CH2)n
I
COOH

瞭 廟 「一lo

蕪 「(c過」0"〔躯

黛 一驚 σ.
の臨
・躯 論 轡

図1つ.大 環状 ラク トンの化学合成

α

・
c、軋
COOH

しか しな が ら全 て の リパ ー ゼ が 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 して い

る わ け で は な い 。 牧 田 らの 報 告 に よ る と(15)、16一 ヒ ドロ ・キ シ ヘ キ

サ デ カ ン酸 メ チ ル エ ス テ ル を基 質 と し、 無 水 ベ ンゼ ン中 で 種 々の リ

パ ー ゼ に つ い て、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を調 べ た と こ ろ 、 ブ タ膵 臓
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由 来 、 お よびPseudomonas属 由 来 の リパ ー ゼ に の み 、 そ の 活 性 が

見 い だ され 、 他 の14種 以 上 の リパ ー ゼ に 活 性 は ほ とん ど見 られ な

か っ た(表1-1)。 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 が あ る特 定 の リパ ー ゼ の み

に 認 め られ る こ ζは 、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ は そ

の ラ ク トン合 成 活 性 の た め に 特 別 な 構 造 的 特 徴 を有 して い る こ と を

示 唆 す る もの で あ る 。 それ ゆ え、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リ

パ ー ゼ が 持 つ 構 造 上 の 特 徴 に つ い て 、 知 見 を得 る こ と を本 研 究 あ 目

的 と して い る。

表1-1.種 々 リパ ー ゼ の ラ ク ト ン 合 成 活 性 の

リパ ー ゼ の 由 来 収 率(%)b)

Pseudomonassp.(長 瀬 産 業 製 リ パ ー ゼP)

Pseudomonasfluorescens

Porcinepancreas(Sigma製Typell)

Rhizopusjaponicus

Rhizopusdelemer

Candidacylilldra〔 〕ca

Wheatgerm

8

5

「)

q乙

AU

O

O

7
1

4

7
1

a)リ パ ー ゼ を そ れ ぞ れ500111ZとlmMω 一ヒ ド ロ キ シ ヘ

キ サ ン 酸 メ チ ル エ ス テ ル を 含 む 無 水 ベ ン ゼ ン100ml

中 で40℃,72時 間 反 応 させ た 。

b)反 応 生 成 物 に 対 しガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 行 い 収 率

を 求 め た 。

研 究 に 用 い た リパ ー ゼ は 、 最 も 高 い 大 環 状 ラ ク トン 合 成 活 性 を 示

し た 長 瀬 産 業 製 の 粗 リパ ー ゼ(リ パ ー ゼP)、 お よ び そ の 生 産 株 で

あ るPseudomonassp.109株 を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 以 下 に 本 論

文 の 概 要 を 述 べ る 。
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第2章 で は 長 瀬 産 業 製 の 粗 リパ ー ゼ(リ パ ー ゼP)の 中 に 複 数

の リパ ー ゼ が 存 在 して い る こ とが 明 らか に な っ て い るた め 、 粗 リパ

ーゼ か ら大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ーゼ の 単 離 、 精 製 を 行

っ た 。

第3章 で は 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 活 性 中 心

に 関 す る知 見 を得 るた め 、 ラ ク トン合 成 活 性 に お け る基 質 特 異 性 、

お よび エ ス テ ラー ゼ 活 控 に お け る基 質 特 異 控 を 調 べ 、 基 質 の 炭 素 鎖

長 と リパ ー ゼ の 反 応 性 との 関 係 を 考 察 した 。

第4章 で はPseudomonassp.109株 か ら、 大 環 状 ラ ク トン合 成

能 を 有 す る リパ ー ゼ を コ ー ドす る遺 伝 子(1ipL)を 大 腸 菌 に ク ロ ー

ン化 し、 そ の 塩 基 配 列 か ら大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ

の ア ミノ酸1次 構 造 を 明 らか に した 。

第5章 で は リパ ー ゼ 遺 伝 子(lipL)の す ぐ下 流 に 、 本 リパ ー ゼ

の 活 性 発 現 に 関 与 す る遺 伝 子 が 存 在 す る こ と を 見 い だ し、 そ の 遺 伝

子 の コー ドす る蛋 白 質 の1次 構 造 を 明 らか に した 。

第6章 で は 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子

(lipL)と 異 な る3種 類 の リパ ーゼ 遺 伝 子(lipA,lipB,lipc)を 、

Pseudomonassp.109株 か ら大 腸 菌 に ク ロー ニ ン グ し、 そ の 存 在 を

明 らか に した。

第7章 に 本 研 究 の 結 果 を総 括 した 。
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第2章 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 精 製

第1節 緒 言

Pseudomonas属 、 お よび ブ タ膵 臓 由 来 の リパ ー ゼ は 、 ベ ンゼ ン、

あ る い は ヘ キ サ ンな ど の 有 機 溶 媒 中 で その 活 性 を 安 定 に 保 持 して 、

ω 一 ヒ ドロ キ シ酸 メ チル エ ス テ ル の 分 子 内 エ ス テ ル 交 換 反 応 を 触 媒

しう る と い う、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 して い る こ と、 ま た他 種

由来 の リパ ー ゼ に は そ の 活 性 が 認 め られ な か っ た こ と は 、 す で に 第

1章 で 述 べ た と う りで あ る。

大 環 状 ラ ク トン合 成 活 性 が 認 め られ たPseudomonas属 、 お よ び

ブ タ膵 臓 由 来 の リパ ー ゼ は 市 販 の 未 精 製 酵 素(Pseudomonas属 由 来

は 長 瀬 産 業 製 リパ ー ゼP、 ブ タ膵 臓 由 来 はSigma社 製 リパ ー ゼ タ

イ プII)で あ るが 、 長 瀬 産 業 製 リパ ー ゼPに つ い て、 エ ス テ ラー ゼ

活 性 の み を 指 標 と して精 製 され た リパ ー ゼ で は、 大 環 状 ラ ク トン合

成 活 性 が 失 わ れ た こ と、 ま た 高 度 に 精 製 さ れ た ブ タ膵 臓 リパ ー ゼ

(Sigma社 製 リパ ー ゼ タ イ プVDに もそ の 活 性 が 認 め られ な か っ た

こ と(未 発 表 デ ー タ)、 か ら市 販 の リパ ー ゼ 粉 末 の 中 に は 複 数 種 の リ

パ ー ゼ が 含 まれ て お り、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ーゼ は

比 較 的 マ イ ナ ー な 成 分 で あ る と考 え られ る。 あ る い は 粗 リパ ー ゼ の

中 に 含 まれ る別 種 の 蛋 白質 、 あ る い は生 体 成 分 が リパ ー ゼ の 反 応 中

に何 らか の 機 構 で 大 環 状 ラ ク トン合 成 に 関 与 、 あ るい は リパ ー ゼ 分

子 の 安 定 化 や 反 応 の 活 性 化 に 係 わ っ て い る可 能 性 も否 定 で きな い。

そ れ ゆ え、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 存 在 を 明 らか

に す る こ と を 目的 と して 、Pseudomonas属 由 来 の 長 瀬 産 業 製 リパ ー

ゴ
ゼPを 初 発 原 料 と し、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ーゼ 蛋 白

質 の 精 製 を行 っ た。
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第2節 実験材料 お よび方 法

1.大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 精 製

Pseudomonas属 由 来 の 長 瀬 産 業 製 リパ ー ゼP粉 末 を 初 発 原 料 と し

て 精 製 を 行 っ た 。 以 下 に 示 す 精 製 段 階 で は 特 記 の な い か ぎ り4℃

に お い て.行 っ た 。

1)粗 酵 素 溶 液 の 調 製 一 リパ ー ゼP粉 末(5g)を30mlの リ

ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液(0.05Mpotassiumphosphate(pH6 .5),

lmMM8C12,5mM2-mercaptoethano1,20%glycero1)に 懸 濁

さ せ 、 約1時 間 ス タ ー ラ ー に よ り撹 伴 し た 。100倍 量 の 同 上

緩 衝 液 を 外 液 と し て 透 析(8時 間 、2回)を 行 っ た 後 、 遠 心 分

離(8,000×g)に よ り沈 殿 を 除 い た 上 清 を 粗 酵 素 溶 液 と し た 。

2)等 電 点 電 気 泳 動 一 粗 酵 素 溶 液 に 最 終 濃 度 が2%に な る よ

う にAmpholine(pH3.5-10,PharmaciaLKBBiotechnology

Inc.)を 加 え た 後 、Rotofor(Bio-Rad)に ア プ ラ イ し 、12W

定 電 力 で4時 間 泳 動 し た 。 画 分8-10(pll4-5.3に 相 当)

を 回 収 し た 後 、 リ ン 酸 緩 衝 液(50mMpotassiumphosf)hate(pll

6.5》,lmMMgCl,,5mM2-mercaptoethanol)を 外 液 と し て 透

析 を 行 い 、Ampholineを 除 い た 。

3)SepharoseCレ6Bに よ る ゲ ル 濾 過 一SepharoseCL-6Bカ ラ

ム(2.8×50cm,PharmaciaLKBBiotechnologyInc.)を 用 い

て .、 リ ン 酸 緩 衝 液(50mMpotassiumphosphate(pH6.5),1

mMMgCl,,5mM2-mercaptoethanol)で1容 出 さ せ た 。 リパ ー ゼ

の 活 性 を 含 ん だ 画 分(画 分41-46,30ml)を 回 収 した 後 、 限

外 濾 過(UP-20,Mrcut20,000,東 ソ ー)に よ り5.8mlま で

濃 縮 し た 。

3)ゲ ル 濾 過IIPLC-IIPLCはJASCOモ デ ルTriRotor-Vを

用 い 、UVdetcctor(JASCO疋JVIDEC…100-V)とfluorescence

detector(JASCOFP一 一20)を 検 出 器 と し て 、TSKG2000SW.,、 カ

ラ ム(0.78×30cm,東 ソ ー)に よ る ゲ ル 濾 過 を 行 っ た 。 溶 出 は
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10%のCH,、CNを 含 む0.05Mpotassiumphosphate(pll6.5)

を 用 い て0.3ml/minの 速 度 で 行 っ た 。 蛋 白 質 は 、280直mの

UVと 螢 光(excitation280nm,emission340nm)で 検 出 した 。

6.8-7.2ml溶 出 し た と こ ろ に リパ ー ゼ の 活 性 が 認 め ら れ た の

で こ の 画 分 を 分 取 し た 。

2.エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 、 お よ び 大 環 状 ラ ク ト ン合 成 活 性

エ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 は 、p-nitrophenylacetate(東 京 化 成)を

基 質 と し、 生 成 す るp-nitrobheno1量 を 測 定 す る こ と に よ り求 め

た 。 反 応 液 に は0.01Mpotassiumphosphate(pH6.5),2.5mM

旦一nitrophenylacetate,5%CH、CN,お よ び 酵 素 が 含 ま れ る 。 反 応.

は あ ら か じめ37℃ に 加 温 し て い る 酵 素 を 含 む 反 応 液 に 、 無 水

CH、CNに 溶 解 し たp¶itrophenylacetateを 添 加 し て 行 っ た 。 反

応 液 のp-nitrOphenol量 を400nmに お け る 吸 光 度(ε4。 。_=

14,200)と して 測 定 し た 。 エ ス テ ラ ー ゼ 活 性1単 位 は1分 間 に

1μmo1のp-nitropheno1を 生 成 す る 酵 素 量 と定 義 した 。

大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 活 性 はmetyll6-hydroxyhexadecanoateか

ら 合 成 さ れ るcyclohexadecanolideを 測 定 す る こ と に よ り検 出 し

た 。0.05Mtriethanolamine-HCl(pH6.5),lmMMgC12に 対 して

透 析 を 行 っ た 後 の 酵 素 溶 液 を ナ ス フ ラ ス コ 中 で 凍 結 乾 燥 さ せ た 。

こ の 中 に 無 水 ヘ キ サ ン に 溶 解 し たlmMmethyl16-hydroxyhexa-

decanoateを 加 え 、 激 し く撹 伴 させ な が ら40℃ に 保 ち 反 応 を 行 っ

た 。 経 時 的 に 反 応 液 を1m1ず つ 分 取 し、 綿 濾 過 した 後 、 内 部 標 準

物 質 と な るoctacosan溶 液(0.2mg/mlinhεxane)、1mlを 加 え

た 。 反 応 生 成 物 は ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 用 い て 検 出 し た 。 大 環

状 ラ ク ト ン 合 成 活 性 の1単 位 は 、1分 間 に1μmo1の ラ ク ト ン を

生 成 す る 酵 素 量 と定 義 した 。
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3.SDS-PAGE

SDS-PAGEは 市 販 の4-20%lineargradientge1(第 一 化 学 薬

品)、 お よ び 同 社 製 専 用 電 気 泳 動 槽 を 用 い てLaemmliの 方 法(21)

に 従 っ て 行 い 、Coo田assieBrilliantBlueG-250で 染 色 した 。 銀

染 色 は 第 一 化 学 薬 品 社 製Agstainを 使 用 し 、 同 社 の マ ニ ュ ア ル

に 従 い 行 っ た 。 廻ative-PAGEに よ る リ パ ー ゼ の 活 性 染 色 はGabriel

ら の 方 法(22)に 従 い 、・α一naphtyllactateとfastblueRRsalt

を 使 用 して 行 っ た 。

第3節 結 果 お よび考 察

大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 精 製 は 粗 酵 素 溶 液 か ら

1)等 電 点 電 気 泳 動 、2)SepharoseCL-6Bを 用 い た ゲ ル 濾 過 、 お

よ び3)ゲ ル 濾 過HPLCの3ス テ ップ に よ り達 成 し た 。 大 環 状

ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 精 製 に は 、DEAE-Sephadexな ど

の イ オ ン 交 換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で は 活 性 の 回 収 率 が50%以 下 で

あ っ た た め 、 精 製 過 程 に 使 用 す る こ と は で き な か っ た 。 ま た 、C4,

C8,お よ びphenylresinの 疎 水 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で は リパ ー ゼ

は 担 体 に 強 く結 合 し 、50%ethylene創yco1で1容 出 さ せ て も 活 性

画 分 は 回 収 で き な か っ た 。 こ の こ と は 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す

る リ パ ー ゼ の 強 い 疎 水 的 な 性 質 に よ る もの と 考 え られ る 。 以 下 に 各

ス テ ッ プ に お け る 精 製 過 程 に つ い て 述 べ る 。

1.等 電 点 電 気 泳 動

大 環 状 ラ ク ト ン合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 粗 酵 素 溶 液 に 対 し

等 電 点 電 気 泳 動 を 行 っ た 結 果 を 図2-1に 示 し た 。pH5.3お

よ びpH7.0に 相 当 す る フ ラ ク シ ョ ン に エ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 が

認 め ら れ た の で 、 両 画 分 に 対 し て ω 一hydroxyhexadecanoate

を 基 質 と し て 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 調 べ た と こ ろ 、pH5.3
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の フ ラ ク シ ョンに の み 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 が 検 出 され た 。 こ

の こ とか ら長 瀬 産 業 製Pseudomons由 来 の リパ ー ゼ 粉 末 は 少 な

く と も等 電 点 の 異 な る2種 類 の リパ ー ゼ を 含 ん で お り、 そ の

う ち ひ とつ の リパ ー ゼ は 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を 示 さ な い こ と

が 明 らか に な っ た 。 ま た この 等 電 点 電 気 泳 動 の 結 果 か ら、 大 環

状 ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 等 電 点 は5.3と 決 定 し

た 。pH4-5.3に 相 当 す る 画 分8-10を 、 大 環 状 ラ ク トン合

成 能 を有 す る リパ ー ゼ と して 回 収 した 。
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図2-1.等 電点 電気 泳動 に よる リパ ーゼ の分 画。

駄)toforに よ る電気泳 動後 のサ ンプ ル を2mlず つ20の フ ラク シ ョンに分

画 し、pHを 測定 後、NaOHま た はHCIを 用 いてpH6.5-7.0の 間に調 整 した

蛋 白質 量 は280nmに おけ る吸 光度 と して測 定 し、p-nitrophenylacetateを

基 質 と して エス テ ラーゼ活 性 を測 定 した。{レー◎pH;一 〇一 〇;A280nm;

★ 一★,エ ス テ ラーゼ 活性.
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2.SepharoseCレ6Bを 用 い た ゲ ル 濾 過

等 電 点 電 気 泳 動 で 得 ら れ た 活 性 画 分 に 対 し て ゲ ル 濾 過 を 行 い

各 画 分 に つ い て エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 した と こ ろ 、 た だ 一 つ

の エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の ピ ー ク が 得 られ た(図2-2)。 大 環 状 ラ ク

ト ン 合 成 活 性 も エ ス テ ラ ー ゼ の ピ ー ク に 対 応 し た こ と か ら、 画

分41・ 一46、 計30mlを プ ー ル した 後 、 限 外 濾 過 に よ り5.8

mlに ま で 濃 縮 した 。
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図2-2.ゲ ル 濾過 ク ロマ トグ ラフ ィー に よ る リパ ー ゼの 精製 。

SepharoseCL-6Bカ ラムか ら溶 出 し、5mlず っ分 取 した各 フ ラ ク シ ョンに

つ いて、280nmに おけ る吸 光度、 お よびp¶itrophenylacetateを 基 質 と し

たエ ス テラ ーゼ 活 性 を測 定 し、プ ロ ッ トした。一●一GA280nm;〈:〉 《);エ ス

テ ラーゼ活 性.
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3.ゲ ル 濾 過IIPLC

精 製 の 最 終 ス ッ テ プ と してHPLCに よ る ゲ ル 濾 過 を 行 っ た と

こ ろ 、280nmに お け る 吸 光 度 の ピ ー ク の 位 置 と エ ス テ ラ ー ゼ

活 性 の ピ ー ク と が 一 致 しな か っ た 。 こ の こ と は 、 緩 衝 液 中 に リ

パ ー ゼ の 凝 集 を 防 ぐ た め 、 可 溶 化 剤 と し て0.1%ノ イ ゲ ンHC

が 含 まれ て い る こ と に 起 因 す る も の と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 溶

出 時 間 毎 に 分 取 し、 各 画 分 に 対 して エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 調 べ た

と こ ろ 、15-16分 の 画 分 に 高 い エ ス テ ラ ー ゼ の 活 控 が 現 れ た

(図2-3)の で 、14分20秒 か ら16分20秒 ま で の 画 分

(6.8-7.2ml溶 出 時)を 分 取 した 。
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図23.ゲ ル 濾過HPLCを 用 い た リパ ーゼ の溶 出様 式。

TSKG2000SW,1.カ ラム を通 っ た リパ ーゼサ ンプル を、280nmに お け る吸 光

度 で検 出後 、溶 液 を0.lmlず つ(20秒 ご と)分 取 し、p-nitrophenylacetate

を基 質 と して反 応 を行 い、 エス テ ラー ゼ 活性 に よ り生成 したpniしrophenol

を、400nmに お け る吸 光 度 と して検 出 した。・ うA280nm;一 〇 一●雪 エ ステ

ラーゼ 活性。
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以 上 の 精 製 過 程 を 表2ヨ に ま とめ た 。 こ の 一 連 の 操 作 で 大 環 状 ラ

ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ は 比 活 性 で 約500倍 精 製 され た こ

とに な る 。 こ の 表 で 、 活 性 の 回 」1又率 が100%を 上 回 っ て い るが 、

これ は 粗 酵 素 溶 液 の な か に 含 まれ る不 純 物 、 あ る い は等 電 点 電 気 泳

動 時 に キ ャ リア と して 用 い るAmpholineな どが 大 環 状 ラ ク トン合

成 活 性 を阻 害 す る こ とが 原 因 で あ る と考 え られ る 。 す な わ ち、 大 環

状 ラ ク トン 合 成 反 応 に お い て 、 反 応 系 の 水 分 は エ ス テ ル の 加 水 分 解

を招 き合 成 反 応 を 阻 害 す る と 孝 え られ るが 、 粗 酵 素 溶 液 中 の 不 純 物

やAmpholineが 酵 素 溶 液 に 含 ま れ る と、 一 種 の 湿 潤 剤 の よ う に 働

き、 凍 結 乾 燥 時 水 分 を 保 排 す るた め に ラ ク トン合 成 活 性 が 低 く押 さ

え られ る た め で あ ろ う。 よ っ て 実 質 の 精 製 度 は 約300倍 位 で あ る

と思 わ れ る。

表2-1.大 環状 ラク トン合成能 を有する リパーゼの各精製段階における大環状

ラク トン合成活性。

5gの 粗酵素粉末(リ パーゼP)を 初発原料 とした大環状 ラク トン合成能 を

有す るリパ ーゼの精製表 を示 した。大環状 ラク トン合成活性 はmethyl16-

hydroxyhexadecanoateを 基質 に用 いて測定 した。

精製ステップ 溶液量 蛋白質量 大環状ラクトン合成活性 精製度 収率

粗酵素溶液

等電点

電気泳動

Sepharose

Cレ6B

HPLC

ゲル濾過

ml㎎uniしsuniヒs/㎎ 一fold%

36.51717.7108.60.0631100

3,6107.5

24.6

430.5

11.0

5.5

47.6

93.9

172.2

0.442

8.56

31.30

7

136

497

44

87

158

精 製 し た 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ に つ い てSDS-

PAGEを 行 っ た と こ ろ 、CoomassieBrilliantBlueG-250に よ る 染

色 に よ り、 単 一・の バ ン ドを 示 す こ と が 判 明 し た(図2-4)。 ま た,銀

一14一



染 色,活 性 染 色 を 行 っ て も 一 本 の バ ン ドの み が 見 ら れ た(未 発 表 デ

ー タ) 。 こ れ らの こ と か ら 精 製 し た リパ ー ゼ は95%以 上 の 純 度 で

あ る と 判 断 し、 電 気 泳 動 の 移 動 度 か ら、 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を 有

す る リパ ー ゼ 蛋 白 質 の 分 子 量 を29,000±1,000で あ る と 計 算 し た

(図2-4)。 こ の 分 子 量 は 還 元 剤 を 除 い た 電 気 泳 動 に お い て も変 化 し

な か っ た が(未 発 表 デ ー タ 〉、 ゲ ル 濾 過 の 結 果 か ら 求 め た 分 子 量

(SephadexG-200を 使 用 す る と 分 子 量 は290,000、TSKgel

G2000SWxLを 使 用 す る と133,000)と は 大 き く異 な っ て い た 。 こ の

こ と は 、 リ パ ー ゼ は あ る 程 度 凝 集 し た 状 態 で 存 在 し 、 溶 液 組 成 の 違

い に よ り凝 集 の 程 度 が 異 な る こ と を 示 唆 し て い る 。

A B
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図2-4.精 製 した 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ のSDS雫AGE。

A,精 製 した リパ ー ゼ のSDS-PAGEに は4-20%の 濃 度 勾 配 を 持 つ ア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル を 用 い て 行 い 、CoomassieBrilliantBlueG-250で 染 色 す る こ

とに よ り、 蛋 白 質 を 検 出 した 。a,2.0μgの 精 製 前 の 粗 酵 素 溶 液;b,0.5

μgのHPLCで 精 製 した リパ ー ゼ;M,分 子 量 マ ー カー 蛋 白質(phosphorylase

b,Mf『=94,000;bovineserumalbllmin,Mr=67,000;ovalbumin,M蜜=

43,000;carbonicanhydrase,Mr=30,000;soybeantrypsininhibitor,Mr

=20
,000)。B,各 マ ー カ ー 蛋 白 質 の 電 気 泳 動 に お け る移 動 度 か ら大 環 状 ラ ク

トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 分 子 量 を 求 め た 。 ●,マ ー カ ー 蛋 白 質 の 泳 動 位

置;←,精 製 した リパ ーゼ の 泳 動 位 置 。
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第4節 要 約

1.Pseudomonas属 由 来 、 長 瀬 産 業 製 リパ ー ゼ 粉 末 を初 発 原 料 と し

て 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 精 製 を行 っ た 。 精 製 は

等 電 点 電 気 泳 動 、SepharoseCL-6Bを 用 い た ゲ ル 濾 過 、 お よ び ゲ ル

濾 過HPLCの3段 階 で 行 い 、 電 気 泳 動 的 に 均 一 な 酵 素 を得 る こ と

に 成 功 した 。

2.SDS-PAGEよ り精 製 し た リパ ー ゼ の 分 子 量 を29,000±1,000で

あ る と 決 定 し、 ま た 等 電 点 電 気 泳 動 の 結 果 か ら 等 電 点 は5.3と 決

定 し た 。

3.精 製 過 程 に お け る挙 動 か ら、 本 リパ ー ゼ は 、 極 め て疎 水 的 な 性

質 を持 ち 、 そ の た め に凝 集 しや す い 蛋 白質 で あ る こ とが 示 唆 され た。
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第3章 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ

の 基 質 特 異 性

第1節 緒言

リパ ー ゼ は"酵 素"で あ り、 酵 素 は生 物 の 存 在 しう る穏 や か な 条

件 下 で極 め て 高 い触 媒 機 能 を示 す 。 ま た 、 多成 分 の 混 合 系 に お い て

も 目的 成 分 の み を と ら え て特 定 の 反 応 の み を触 媒 し う る と い う反 応

特 異 性 お よび 基 質 特 異 性 を示 す 。 また 、 酵 素 は 蛋 白質 で あ るが ゆ え

に、 同 名 の 酵 素 で あ っ て も給 源 が 異 な れ ば そ れ ぞ れ の 分 子 構 造 が 微

妙 に あ る い は大 幅 に 異 な り、 基 質 特 異 性 や 反 応 特 異 性 の 多様 性 を示

す よ うに な る。 リパ ー ゼ に つ い て も、 給 源 の 相 違 に よ る基 質 特 異 性

の 多 様 性 が 明 らか に な っ て お り(23)、 リパ ー ゼ の 基 質 特 異 性 を調 べ

る こ と は個 々 の リパ ーゼ の 分 子 構 造 と機 能 との 関 係 、 あ る い は生 体

内 で の リパ ー ゼ の 役 割 を論 じる上 で の 手 が か り とな って い る。 また

応 用 面 で は、 個 々の 目的 に 応 じた リパ ー ゼ の 選 択 や 、 新 規 リパ ー ゼ

の 検 索 な ど の 手 が か りに もな る。

第1章 で す で に 述 べ た よ うに 、 ω 一 ヒ ドロ キ シ酸 メ チ ル エ ス テ ル

を基 質 と した 大 環 状 ラ ク トンの 合 成 反 応 は 、Pseudomonas属 、 お よ

び ブ タ膵 臓 由 来 の リパ ー ゼ の み に 認 め られ る もの で あ り、 本 リパ ー

ゼ の 活 性 中心 の 構 造 は 、 他 の リパ ー ゼ とは 異 な っ て い る と考 え られ

る。 それ ゆ え 、 ラ ク トン合 成 を触 媒 す るた め に 必 要 な 構 造 的 特 徴 に

っ い て知 見 を得 る ひ とつ の 手 段 と して、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有

す る リパ ー ゼ の 基 質 特 異 性 を調 べ る こ とは 重 要 で あ る。

本 章 で は大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 基 質 特 異 性 を

調 べ る指 標 と して、 基 質 の 構 造 、 す な わ ち脂 肪 酸 の 炭 素 鎖 長 を 認 識

す る 反 応 性(脂 肪 酸 特 異 性)に 注 目 し、 エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 に 対 す る

基 質 特 異 性 、 お よ び 大 環 状 ラ ク トン合 成 活 性 に 対 す る基 質 特 異 性 に

っ い て検 討 した。 ま た そ の 結 果 か ら大 環 状 ラ ク トン合 成 反 応 に お け

る基 質 と酵 素 との 関 係 に つ い て 考 察 した。
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第2節 実験材料 お よび方 法

1.実 験 材 料

種 々 の 炭 素 鎖 長 の 直 鎖 脂 肪 酸 よ り な るp-nitrophenylester類 、

お よ びtriglyceride類 を エ ス テ ラ ー ゼ お よ び リ パ ー ゼ 活 性 測 定 の

た め の 基 質 と し て 用 い た 。p-nitrophenylbutyrate,p-nitro-

phenylhexanoate,P-nitrophenyloctanoa-te,P-nitro.phenyl

dodecanoate,P-nitrophenyltetradecanoate,P-nitrophenyl

hexadeca織oate,P-nitピoPhenyloctadecanoate,お よ びtrUaurin

は ナ カ ラ イ テ ス ク よ り 購 入 し た 。tributyrin,tricaprylin,tri-

caprin,tripalmitin,お よ びtristearinは 、 和 光 純 薬 工 業 よ り

購 入 し た 。tricaprinはFulkaChemieAGか ら 、trimiristinは

Sigmaか ら そ れ ぞ れ 購 入 し た 。p¶itrophenyldecanoateは 、

decanoylchlorideとp-nitrophenolと か ら 合 成 し た 。 ラ ク ト ン

活 佐 測 定 に 用 い た ω 一 ヒ ド ロ キ シ 酸 メ チ ル エ ス テ ル(酸 の 鎖 長Cu

-C、,)は
、 牧 田 ら の 方 法(15)に 従 い 合 成 し た 。

2.エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 、 お よ び 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 活 性 測 定 法

p-nitrophenylester類 を 基 質 と し て 用 い た 場 合 に は 、 各 々 の

'
p-nitrophenylesヒerを0.5%TritonX-100を 含 む 、0.05M

potass1umphosphate緩 衝 液(pll6.5)に 溶 解 し 超 音 波 に よ り完

全 に 乳 化 後 、1.5mlを あ ら か じめ37℃ に 保 温 し て お き 、1.5ml

の 上 記 緩 衝 液 に 溶 解 し た 酵 素 溶 液 を 加 え 反 応 を 開 始 した 。10分 間

反 応 さ せ た 後 、3mlの ア セ ト ン を 加 え 反 応 を 停 止 し 、 軽 く遠 心 分

離 を 行 い 不 溶 物 を 除 い た 上 清 に 対 し て400nmに お け る 吸 光 度 を 測

定 し た 。
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triglycerideを 基 質 とす る 場 合 に は 、0。5%TritonX-100に 基

質 を 溶 解 後 、 酵 素 を 加 え37℃ 、60min強 撹 伴 下 で 反 応 さ せ た 。 反

応 液 の10倍 量 のether/ethanol(1:1)溶 液 を 加 え て 反 応 を 停 止

さ せ 、0.01NKOHで 滴 定 す る こ と に よ り 、 遊 離 し た 脂 肪 酸 の 量 を

求 め た 。

様 々 な 炭 素 鎖 長 を 持 つ ω 一 ヒ ド ロ キ シ 酸 メ チ ル エ ス テ ル を 基 質

と し た 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 活 性 の 測 定 法 は 、 第2章 、 第2節 に 記 載

した 方 法 と 同 様 に 行 っ た 。

第3節 結果 お よび考察

大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ を 用 い て 、 種 々 の 炭 素 鎖

長 の ω 一 ヒ ドロ キ シ 酸 メ チ ル エ ス テ ル を 基 質 と し大 環 状 ラ ク ト ン

を 合 成 さ せ た と こ ろ 、 ラ ク トン 合 成 反 応 は 表3-1に 示 し た よ う

に 基 質 の 炭 素 鎖 長 に 依 存 し て 、 モ ノ マ ー ラ ク ト ン と ダ イ マ ー ラ ク ト

ン(ダ イ オ ラ イ ド)と の 生 成 比 が 変 化 し た 。 す な わ ち 、18-hydroxy-

octadecanoateを 基 質 に 用 い た と き(n=17)、 モ ノ マ ー ラ ク ト ン の

生 成 は 最 大 に な っ た 。 炭 素 鎖 .長 が 短 く な る に つ れ て モ ノ マ ー ラ ク ト

ン の 生 成 が 減 少 し、 代 わ っ て ダ イ オ ラ イ ドの 生 成 量 が 増 加 した 。 こ

の 現 象 を さ ら に 解 析 す る た め に 、 様 々 な 炭 素 鎖 長 のp¶itro-

phenylester、 お よ びtriglycerideを 基 質 に 用 い て エ ス テ ル の 加

水 分 解 活 性 を 測 定 した(表3-2)。 注 目 す べ き こ と に 、 ど ち ら を 基 質

に 用 い た 場 合 で も、C8の ア シ ル 基(n=6)を 持 っ た 基 質 に 対 し て 最

大 の 活 控 を 示 した 。 こ の こ とか ら 、 大 環 状 ラ ク ト ン合 成 能 を 有 す る

リパ ー ゼ は 、 オ ク タ ノ イ ル 基 を 最 も強 く結 合 す る 活 性 中 心 を 持 っ て

い る と推 定 さ れ る 。

本 リパ ー ゼ が 人 環 状 ラ ク トン 合 成 活 控 を 発 揮 す る 際 、 活 性 中 心 に

お け る 基 質 の 構 造 を 考 え る と 、 モ ノ マ ー ラ ク ト ン が 形 成 さ れ る た め

に は 、 ω 一 ヒ ドロ キ シ 酸 メ チ ル エ ス テ ル 中 の ω 一 位 に 位 置 す る 水
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酸 基 と、 水 酸 基 と は 反 対 側 の 末 端 に 位 置 す るacylcarbonyl基 と

が リパ ー ゼ の 活 性 中心 に お い て極 め て 近 接 して存 在 す る こ とが 必 要

とな る。 本 リパ ー ゼ が オ ク タ ノ イル 基 に 対 して強 い 親 和 性 を持 っ て

い る こ と を 考 慮 す る と大 環 状 ラ ク トン合 成 経 路 中 、 酵 素 一acy】 複

合 体 を形 成 した 際 に 、acylcarbonyl基 か らの8個 の 炭 素 鎖 は 酵

素 に 強 く保 持 され て い る が 、C,以 上 の 部 分 の 炭 素 鎖 と酵 素 と の 相

互 作 用 は 弱 く、 従 っ て末 端 の 水 酸 基 を含 む 炭 素 鎖 部 分 が 自 由 に動 い

てacylcarbonyl基 と反 応 に 近 接 す る と考 え られ る 。 こ の 場 合 、

末 端 の 水 酸 基 が カル ボ ニ ル 基 に 近 接 しう るた め に は 、 余 分 に 最 低

C、 の 炭 素 鎖 長 が 必 要 と な り、 モ ノ マ ー ラ ク トン合 成 活 性 が 炭 素 鎖

表3-1.種 々の炭素鎖長の ω 一ヒ ドロキシ酸 メチルエステルに対す る大環状

ラク トン合成活性

ラク トン合成活性は リパーゼP粗 酵素粉末(200㎎)を 用い、無水ヘキサ ン

20ml中 で1酬 濃度の基質 と40℃ で反応 し、行った。反応生成物はガスク

ロマ トグラフ ィーによりモノマーラク トンとダイオ ラオ ドとを検 出 した。反応

速度は各反応時間ごとに分取 した反応液中の反応生成物 と内部標準物質

(octacosane)と の比の変化か ら求 めた。

基質 ラ ク トン合 成 反 応 の 速 度

IIO一(CH2)バCOOCII3モ ノ マ ー ラ ク ト ン ダ イ オ ラ イ ド

n=10

n皿11

n=12

n=13

n=14

n=15

n=16

n・=17

n=18

n皿20

nmol/min/mg%

00

NDa

812

1320

1625

1625

3757

65100

5280

2538

nmol/min/mg

188

150

57

20

ND

7

0.2

0.1

0

0

%

100

80

30

11

4

0.1

0.05

0

0

aND
,notdetermined.
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表3-2.種 々の 炭 素鎖 長 の 『nitrophenyles七erお よびtriglycerideに 対

す る大環 状 ラク トン合 成 能 を有 す る リパ ーゼ のエ ス テ ラー ゼ活 性

精 製 した リパ ーゼ を使 用 して、 種 々の基 質 に対 す るエス テ ラーゼ 活性 を測 定

した。TritonX400を 含 まな い反 応 系 で、triacetinを 基質 に用 い た とき、

リパ ーゼの 加 水分 解活 性 は ミセル 形成 の 程度(ヨ ウ素 を用 いた ミセル 形成 の 測

定法(24)に よる)に 依 存 した 。 この こ とは大環 状 ラク トン合 成 能 を有 す る リ

パ ー ゼ は ミセ ル を形成 した基質 に対 して よ り良 く反応 す るこ とを示 して お り
、

それ ゆ え、 エ ス テ ラー ゼ反応 に用 いたす べ ての基 質 溶液 に は、0.5%Triton

X-100を 加 え ミセル を形成 した 状態 で リパ ーゼ の活 性測 定 を行 った6

基質 P-nitrOPhenyleSter triglyceride

0

らN⑨ 一・↓(C場 職 認 。{81=震 鵬(c馬)鮎

δ

反応 速度(2.5nM)Km Vm。. 反応速度(25nM)

μ照)1/min/㎎%

n=06.13.4

n=232.518.2

n=452.929.5

n=6178.9100

n=843.524.3

n=1040.121.7

n=1224.413.6

n=1421.712.l

n=162.01.1

㎞Mμ1猟)1/min/㎎

2123.4×103

5.64.5×103

0.223.0×103

0.615.7×103

0.443.8×103

1.Ol4.2x103

0.709.6×103

0.951.0×103

0.682.2×103

㎎評
の
　m

6

0

1

/

。

●

.

l

l

つ
⊃

2
」

moμ

3.2

L5

0.41

0.14

0.24

033

%

49.2

92.9

96.O

lOO

46.4

12.7

4.3

7.4

10.2

長18個 の と き 最 大 に な る こ とが よ く説 明 で き る 。 炭 素 鎖 長 の 短 い

基 質 で は 、 水 酸 基 は 分 子 内 に あ るacylcarbony1基 を 攻 撃 す る こ
`
と が 距 離 的 に 困 難 に な り、 逆 に 遊 離 基 質 の 水 酸 基 がacylcarbony1

基 と 反 応 す る 確 率 が 高 くな る た め ダ イ オ ラ イ ドの 生 成 比 が 増 加 す る

と考 え られ る 。

18-hydroxyoctadecanoateを 基 質 に 、 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 反 応 を

行 っ た と き 、 粗 酵 素 、 お よ び 精 製 酵 素 の い ず れ の 場 合 も モ ノ マ ー ラ
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ク トン と ダ イ オ ラ イ ドとの 生 成 比 は 変 化 しな か っ た(monomer/

daiolideは 粗 酵 素 で218、 精 製 酵 素 で215) 。 こ の こ と は モ ノマ ー

ラ ク トンの 合 成 も、 ダ イ オ ラ イ ドの 合 成 も同 一 の 酵 素 に よ り触 媒 さ

れ て い る こ と を示 して い る。

Pseudomonas属 由 来 の 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ に

よ る大 環 状 ラ ク トンの 合 成 効 率 が 、 基 質 の 炭 素 鎖 長 に 依 存 す る と い

う事 実 は 、 こ の リパ ー ゼ に よ る反 応 も化 学 反 応 に よ る ラ ク トン合 成

の 場 合 と同 様 に 、 リ ング サ イ ズ を 自 由 に 選 べ な い と い う問 題 が 存 在

す る こ とを 示 して い る。 さ らに 、 基 質 濃 度 に よ っ て もモ ノマ ー ラ ク

トン とダ イ オ ラ イ ドとの 生 成 比 は変 化 し、 モ ノマ ー ラ ク トンの み を

得 よ う とす る と きに は高 度 に希 釈(lmM以 下)さ れ た 基 質 を使 用 す

る 必 要 性 が あ る こ と も明 らか に な っ て い る(25) 。 それ ゆ え 、 リパ ー

ゼ に よ る大 環 状 ラ ク トン合 成 法 を種 々 の 化 合 物 の 合 成 に 応 用 す る 場

合 に、 反 応 条 件 また は 方 法 の 変 更 、 新 た に 基 質 特 異 性 の 異 な る リパ

ー ゼ の 検 索 、 お よび 現 リパ ー ゼ の 改 変 な ど、 今 後 工 夫 を 要 す る と思

われ る。

第4節 要約

1.大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ に つ い て 、 様 々 な 炭 素

鎖 長 を持 つ ω 一 ヒ ドロ キ シ酸 メ チ ル エ ス テ ル を基 質 と して ラ ク ト

ン合 成 活 性 を 調 べ た 結 果 、 モ ノ マ ー ラ ク トン形 成 に はC,、 が 最 適

で あ る こ と、 お よび よ り短 鎖 の 基 質 で は 鎖 長 に依 存 して モ ノマ ー ラ

ク トン/ダ イ オ ラ イ ドの 生 成 比 が 減 少 す る こ とを 見 い だ した 。

2.種 々 の 炭 素 鎖 長 を有 す るp-nitrophenylester 、 お よび

triglycerideを 基 質 と して 、 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を有 す る リパ

ーゼ の エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 に お け る基 質 特 異 性 を調 べ た 結 果
、 エ ス テ

ル 加 水 分 解 反 応 に お い て は 、 い ず れ の 基 質 に つ い て もオ ク タ ノ イ ル

基 が 最 大 活 性 を示 す こ と を 明 らか に し、 併 せ て ラ ク トン合 成 活 性 に

お け るの 鎖 長 依 存 性 を説 明 した 。
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第4章 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ

遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

第1節 緒 言

リパ ー ゼ は3大 消 化 酵 素 の ひ と つ と し て 古 くか ら そ の 存 在 が 知

られ て い た に もか か わ ら ず 、 そ の 基 質 が 水 に 不 溶 で
、 か つ 常 温 で 固

体 に な る もの が 多 い こ と な ど か ら 、 速 度 論 的 解 析 が 困 難 で あ っ た の

で 、 酵 素 本 体 に 関 す る基 礎 的 研 究 は 他 の 加 水 分 解 酵 素 に 比 べ て 著 し

く遅 れ て い た 。 し か し な が ら、 近 年 に お け る 解 析 技 術 の 飛 躍 的 な 進

歩 に よ り、 リパ ー ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 、 そ の1次 構 造 の 決 定 、

お よ び 結 晶 構 造 解 析 を 行 う こ と が 可 能 に な り
、 リパ ー ゼ の 構 造 と 機

能 と の 相 関 関 係 は しだ い に 明 ら か に な りつ っ あ る 。

動 物 組 織 か ら 細 菌 に 至 る ま で 、 各 種 生 物 由 来 の リパ ー ゼ 遺 伝 子 が

ク ロ ー ン化 さ れ 、 そ の1次 構 造 が 決 定 され て い る 。 動 物 組 織 由 来 の

リパ ー ゼ と して は 、 膵 臓 か ら は イ ヌ 由 来(26)お よ び ヒ ト由 来(27)

の リパ ー ゼ 、 肝 臓 か ら ラ ッ ト由 来(28)お よ び ヒ ト由 来(29)の リパ

ー ゼ 、 お よ び ラ ッ ト舌 由 来 の リパ ー ゼ(30)がcDNAよ り ク ロ ー ン

化 され 、 ア ミ ノ 酸 の1次 構 造 が 決 定 さ れ て い る 。 ま た ブ タ 膵 臓 由 来

の リパ ー ゼ(31)は エ ドマ ン 分 解 法 に よ り 、 全 ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定

さ れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を み る と 同 一 組 織 か ら 由 来 す る リパ ー ゼ

に は 高 い 相 同 性 が 認 め ら れ る も の の 、 同 一 種 で あ っ て も組 織 が 異 な

る と ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は 認 め られ な い 。 しか しな が ら上 記 の リ

パ ー ゼ の 中 に 存 在 す る8個 の シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 は 保 存 さ れ て

お り 、 高 次 構 造 は 類 似 して い る ら し い こ と が 示 さ れ て い る(26)
。

カ ビ や 酵 母 か ら はGeotrichumcandidum(32 ,33),Rhizomuchor

miehei(34),お よ びCandidacylindracea(35)の リパ ー ゼ 遺 伝

子 が 、cDNAか ら ク ロ ・一 ン 化 さ れ て い る 。 細 菌 か ら はStaphylo-

gggq燈hΣqS(36),Staphylg£ ∫～∫lgり§ 型rg璽 §(37)か ら 、 ま た 、
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墜 旦埜domo遡 § 属 か ら は5つ の ク ロ ー ン(38,39,40,4L42)が 報 告 さ

れ て い る。Pseりdo叩onas属 か らの リパ ー ゼ 遺 伝 子 の 持 つ ア ミノ酸 配

列 は 、 熱 安 定 性 リパ ーゼ(42)を 除 い て 相 同 性 が 認 め られ て い る。

全 て の 種 由 来 の リパ ー ゼ に つ い て ア ミノ 酸 配 列 を 比 較 す る と、 種

の 比 較 的 近 い もの に は相 同 性 が 認 め られ るが 、 種 が 遠 くな る に 従 い

相 同 性 は 見 られ な くな る。 しか しな が ら、 全 ての リパ ー ゼ の 配 列 中

に 、Gly-X-Ser-X-Gly(Xは 任 意 の ア ミノ 酸)の 配 列 が 存 在 して い

る。 近 年Rhizomuchor皿iehei(43 ,44)矛 ∫よ び ヒ ト膵 臓(29)由 来

の リパ ー ゼ に お け るX線 構 造 解 析 に ょ り、 こ の 配 列 中 の セ リン残

基 がcatalytic七riad(Ser,His,Asp)の ひ とつ で あ り活 性 中 心

で あ る こ とが 明 か に な っ て い る。

大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の ク ロ ー ニ ング を行 い、

そ の1次 構 造 を決 定 す る こ とは 、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を 有 す る リ

パ ー ゼ の 特 徴 を明 らか に す る う えで 重 要 な ス テ ップ に な る と考 え ら

れ る。 現 在 ま で に ク ロ ー ニ ン グ され たPseudomonas属 由 来 の リパ

「 ゼ 遺 伝 子 は 全 て 、 大 腸 菌 内 に お け る リパ ー ゼ 活 性 を指 標 に 単 離 さ

れ て お り、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 遺 伝 子 も大 腸

菌 に 活 性 の あ る形 で ク ロ ー ン化 す る こ とが 可 能 で あ る と考 えた 。 ま

た 、 大 腸 菌 内 で リパ ー ゼ 蛋 白質 を 高 度 に 発 現 させ る こ とが 可 能 な ら

ば 、 比 較 的 容 易 に 、1)大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の

精 製 、2)大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 構 造 や 機 能 に

関 す る知 見 を得 る こ と、3)そ の 知 見 を基 に 部 位 特 異 的 突 然 変 異 な

ど に よ り リパ ー ゼ を改 変 す る こ と、 が 可 能 に な る と思 わ れ る。

本 章 で は 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子 の 大 腸 菌

へ の ク ロー ニ ン グ を行 い 、 そ こ に コ ー ドされ る リパ ー ゼ 遺 伝 子 の1

次 構 造 を明 らか に し、 本 リパ ー ゼ の 有 す るア ミノ酸 配 列 の 特 徴 に つ

い て 考 察 した。
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第2節 実験材料 お よび方法

1.使 用 し た 菌 株,フ ァ ー ジ,お よ び プ ラ ス ミ ド

大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 生 産 菌 で あ る 、

Pseudomonassp.109株(長 瀬 産 業 製 の リパ ー ゼP粉 末 は こ の 株 の

培 養 液 か ら生 産 さ れ て い る)は 長 瀬 産 業 か ら 譲 渡 い た だ い た 。 本 菌

株 はFermentationReseachInstitute,AgencyofIndustria1 ,

ScienceandTechnology,Tsukubaの 保 存 菌 株 、FERM-PNo.3025

で あ る 。

EscherichiacoliJMIO5(△(lac-proAB)thirpsLendAsbcB15

hsdR4/F'traD36proABlaqlq旦 △Ml5)は 大 腸 菌 に お け る 遺 伝 子 組

換 え の 宿 主 と して 使 用 し た 。

M13mp18お よ びMl3mp19フ ァ ー ジ を 用 い て 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。

pUC19プ ラ ス ミ ドは 大 腸 菌 ヘ リパ ー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る

た め に 使 用 した 。

2.ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析

精 製 した 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ を 、0 .1%ノ イ

ゲ ンHCを 含 む0。01Mammoniumacetate(pH6 .5)を 溶 出 緩 衝 液

と し て 、TSKG2000SWxLカ ラ ム に よ る ゲ ル 濾 過 ・HPLCを 行 っ た 。 蛋

白 質 画 分 を 回 収 し、 凍 結 乾 燥 し た 後 、pulsed-liquidprotein

sequenaLor477A(AppliedBiosysしems)、 お よ びon-Hnephenyl・ 一

thiohydantoin-derivativeanalyzer120A(ApPliedBiosystems)

を 用 い て 、 ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し:た 。 尚 、 こ の 操 作 に

は 、 東 京 大 学 農 学 部 農 芸 化 学 科 の 片 岡 宏 誌 博 士 に 協 力 して い た だ

い た 。

3.遺 伝 子 操 作

Pseudomonassp.109株 か ら の 染 色 体DNAの 調 製 はColemanら

の 示 したMarmurの 方 法(45)に 従 っ た 。

一25一



プ ラ ス ミ ドの 調 製 は ア ル カ リ柚 出 法(46)で 行 っ た 。

制 限 酵 素 処 理 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、DNAの 末 端 修 復 、 お よ び エ ク ソ

ヌ ク レ ア ー ゼ 処 理 は 宝 酒 造 、 お よ び 東 洋 紡 杜 製 の 酵 素 を 使 用 し て 、

添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 行 っ た(46)。

E.coliJM105の 形 質 転 換 に はCaCl,に よ る コ ン ピ テ ン ト形 質

転 換 法(47)を 用 い た 。

4.サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

Pseudomonassp.109株 の 染 色 体DNAを そ れ ぞ れPstl,Sall,

.お よ びSmalで 完 全 に 切 断 し、0 .1%ア ガ ロ ー ス に よ る 電 気 泳 動 を

行 っ た 。 キ ャ ピ ラ リ ー トラ ン ス フ ァ ー(48)に よ りDNA断 片 を

nylonmembrane(Hybond-N,AmershamCorp.)に 移 し、UV照 射 に

よ り 固 定 化 した 。 レ ー32P]ATP(>3000Ci/mmo1,ICNBiomedicals

Inc.)、 お よ びT4polynucleotidekinaseと を 用 い て オ リ ゴ ヌ ク

レ オ チ ドを 末 端 ラ ベ ル した 。 ハ イ プ リ ダ イ ゼ シ ョ ン の 溶 液 に は 、

5×SSPE,0.5%SDS,5×Denhardt'ssolution,0.1mg/mlsalmon

spermDNAを 用 い 、45℃ で20時 聞 ハ イ プ リ ダ イ ズ さ せ た 。0.1%

SDSを 含 む0.1×SSCで45℃10分 間 洗 浄 後 、X線 フ ィル ム に 感

光 さ せ た(46)。

5.塩 基 配 列 の 決 定 と 解 析

塩 基 配 列 の 決 定 はMl3フ ァ ー ジ の1本 鎖DNAと[α 一32P]dCTP

(>3000Ci/mmol,ICNBiomedicalsInc.)と を 用 い て ダ イ デ オ キ

シ 法(49)に よ り行 っ た 。 方 法 はSequenase(UnitedStatesBio-

chemicalCorp。)の 説 明 書 に 従 っ た 。 塩 基 配 列 は 両 方 の 配 列 に つ い

て 、 互 い に 重 複 さ せ た 欠 失DNAを 読 む こ と に よ り 決 定 した(46)。

塩 基 配 列 の 解 析 は パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い て 、GENETYX

(SoftwareDEvelopmentCo.Ltd.,Tokyo)の ソ フ ト ウ ェ ア ー で 行

っ た 。 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は 、EMBL,GenBank,

NBRF,お よ びSWISSPROTの 配 列 と 比 較 し た 。
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第3節 結果 お よび考察

1.大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ 蛋 白 質 の ア ミノ末 端

配 列 の 決 定

精 製 した 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ(第3章)を 用

い て ア ミノ 末 端 の ア ミノ酸 配 列 決 定 を 行 っ た 。 ア ミノ酸 配 列 の 分 析

装 置 で 自動 的 に解 析 した と こ ろ 、 各 段 階 ご とに ひ とつ ず つ の ア ミノ

酸 が 検 出 され た 。 こ の こ と は、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ

ー ゼ が 単 一 の ポ リペ プ チ ドか らな る蛋 白質 で あ り、 高 度 に 精 製 が 行

わ れ て いた こ と を示 す もの で あ る。 こ の 操 作 に よ りア ミノ末 端 か ら

の19個 の ア ミノ酸 配 列 を 以 下 の よ うに 決 定 した 。

　 ユリ
NH2-Ser-Thr-Tyr-Thr-Gln-Thr-Lys-Tyr-Pro-Ile一

　 ら ヨ 　

Val-Leu-Ala-His-Gly-Met-Leu-Gly-Phe一 一 一

ま た 、 上 記 下 線 部 か ら 、 予 想 さ れ る20-merの 混 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ドを 以 下 の よ う に 合 成 し、

CTATAC

5'一TAACCCAACCAATACC-3'

TGGGGT

ク ロ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー ブ と し た 。

2.大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

お よ び そ の 塩 基 配 列

合 成 した プ ロ ー プ を 用 い てPseudomonassp.109株 の 染 色 体

DNAに 対 し、 サ ザ ン ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た(図4-1)。
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kbp

23.1

9.4

6.6

4,4

2,3

0.6

ぐ 　

.剃

躍:=ll鴇

塑

紬 く尊■一〇
.5kbp

lane1234567

図4-1.Pseudomonassp.109株 染 色体 のサ ザ ンハ イブ リダ イゼ ー シ ョン。

Pseudo㎜nassp.109染 色体 、5μgをPstl(1ane2,5)、Sali(Iane3,

6)お よびSmal(lane4,7>に よ り完 全に 切断 し、 分 子量 マー カ ーで あ る

λ一Hind皿(1ane1)と と もに1.0%ア ガ ロース に よ る電 気泳 動 を行 い、 エ チ

ジウムブ ロマ イ ドで染 色 した(lanel-4)。 ナ イ ロ ンメ ンプ ランにDNAを 固 定

した後 、32Pで 末 端標 識 した合成 オ リゴヌ ク レオチ ドプ ローブ とハ イプ リダイ

ズ させ た。 非特 異 的 に結 合 したプ ローブ を洗浄 し除 いた後 、X線 フ ィル ム に感

光 させ た(一80℃,4時 間,1ane5-7)。

そ の 結 果 、Pstlで 染 色 体 を 切 断 した と き に3kbp、Sallで は

0.5kbp、Smaiで は6kbpに 相 当 す る 位 置 に ハ イ プ リ ダ イ ズ す る

バ ン ドが 現 れ た 。Smalの6kbpに 相 当 す るDNA断 片 を ア ガ ロ ー

ス 電 気 泳 動 に よ り 回 収 し、Smalで 切 断 したpUCI9プ ラ ス ミ ドに 連

結 した 後 、E.coliJMIo5を 形 質 転 換 し た 。 得 られ た 約300個 の

組 換 え 体 に つ い て 、0.5%ト リブ チ リ ン を 含 むLB培 地 上 で 培 養 し

ト リブ チ リ ン の 分 解 に よ り、 コ ロ ニ ー の 周 辺 に 透 明 な 領 域 が 形 成 さ

れ る こ と を リパ ー ゼ 活 性 の 指 標 と し て(38)検 索 した 。 そ の 結 果 、

2株 に ト リブ チ リ ン の 分 解 能 が 認 め ら れ 、 そ の 菌 株 か ら プ ラ ス ミ ド

を 回 収 し、 挿 入 断 片 の 大 き さ を 調 べ た と こ ろ 、 共 に6.Okbpの 挿
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入 が 認 め ら れ た 。 制 限 酵 素 に よ る 切 断 様 式 が 両 者 と も同 じで あ っ た

こ と か ら、 同 一 の 断 片 で あ る と 判 断 し、 こ の 遺 伝 子 をlipL遺 伝 子

と 命 名 した 。6.Okbpの 断 片 は 、BAL31ヌ ク レ ア ー ゼ 、 お よ び

Exonucleaselllを 用 い た サ プ ク ロ ー ニ ン グ に よ り、lipL遺 伝 子 は

2.2kbpの 断 片 中 に 含 まれ る こ と を 見 い だ した(図4-2)。

ATG

↓

TAG

畢

pUY45匿}多 繍 熱 多多多多i多1

一

唱rl一 一明唖一■■ロ

ー

一

●一一一■脚h一 ■一一隔9圏■一

ニニ
噂↑,

一●レ ■幽刷胃一●騨一 闘●■一

99騨臼 一 願軍一一一一8■一 一一一一■噸脚騨

SEP

OO.51』
一SPP

t52.02.5

図4-2.リ パ ーゼ遺 伝子( 、lipL)を 含 むプ ラス ミ ド、puY45、 にお け る制限 酵素

地 図、 お よび塩 基配 列決 定 の方法 。

1ipL遺 伝 子 を含 むpuY45プ ラズ ミ ドDNA断 片 か ら、Ml3フ ァー ジを用 い

て塩 基配 列 を読 ん だ長 さと方向 とを矢印 で示 した。塩 基配 列 か ら得 られ た0郎

(斜 線 で 示 した部 分)の 開始 コ ドン(ATG)、 お よび終 止 コ ドン(TAG)の 位 置 を示

した。 また下 部 の 図に はpUY45,2.2kbpの 制 限酵 素地 図 を示 した。 制限酵 素

地 図中の 数字 は塩 基 の長 さ(kbp)を 示 す。E,EcoRl;S,Sali;P,Pstl.

サ ブ クr1一 ニ ン グ 後 の 断 片 に つ い て 、 ダ イ デ オ キ・シ 法 に よ る 塩 基

配 列 の 決 定 を 行 っ た 。 卜流 か らSallの 制 限 酵 素 認 識 部 位 ま で 塩 基

配 列 を 決 定 し た と き(図4-2》 、 こ の 中 に ひ と つ の オ ー プ ン リー デ ィ

ン グ フ レ ー ム(以 下ORF)を 見 い だ レ鹿(図4-3)。 こ のOBFは311

個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て お り、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 徴 を 以 下 に

示 す 。
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▲
GGCATGCTCGGCT圏 ⊥'CGみCAATATCCTCGGGG「1℃GACTACユ ・GGT・1・CGGCA?TCCCAGCGCC

一一]二DNエLGVDYWFGエPSA

I「TGCGCCG'「GACGGTGCCCAGGTCTAC
G「1℃ACCGAAGTCAGCCAGTTGGACACC・1℃GGAA

LRRDGA望VYVTEVS望LDTSE

G・CとGCGGCGAGCAG・ …IGC・GCA・C・Gd・GGAGGAん ・一CGCCC・ ρAGCGGCCAGCCC

VRGEΩLLΩ ΩVEE・VALSGQP

AAGG'1℃AACCTGA圏1℃GGCCACAGCCACGGCGGGCCGACCATCCqCTACGTCGCCGCCGTA

k・ ・L・GllS・GGP・ 、・ 、1くYVAA。

CGll℃CCGACCTGATGCC'1"⊥ ℃CGCCACCAGCG・1・CGGCGCCCCGCACAAGGG里 ・TCGGACACC

RPDL重 ・1PSATSVGAPliKGSDT

GCCGACTTCC圏1'GCGCCAGA'rCCCACCGGG・1・11CGGCCGGCGAGGCAGTCC・1℃TCCGG.GCTG

ADFLRΩ エPPGSAGEAVLSGL

GTCAACAGCCTCGGCGCGCTGATCAGC'⊥ITCC・1・ ・1・TCCAGCGGCAGCGCCGGTACGCAGAAΨ

VNSLGALISFLSSGSAGT望N

TCAC'1'GGGCTCGCTGρAG'1℃GCTGAACAGCGAGGGGGCCGCGCGαrTCAACGCCAAG・1・AC

SLGS.LE.SLNSEGAARFNAK.Y

CCGC春GGGCATCCCCACCTCGGCC111GCGGCGAAGGCGCCTACAAGGTCAACGGCGTGAGC

PΩG.エP'・SACG・GAYKVNGVS

TATTACTCCTGGAgCGGTl1CCTCGCCGC・rGACCAACT膿 ℃CTCGATCCGAGCGACGCCTΨC

YYS・ ・SGS6・LTN・LDPSDAF

CTCGGCGCCTCGTCGCユ'GACCTTCAAGAACGGCACCGCCAACGACGGCCTGG里 ℃GGCACC

LIGASSLTFKNGTANDGLVGT

・GCAG・ ・CGCACC・GGGC・ ・GG,・1GAI・℃CGCG今CAACI・ACC・GAI,GAACCACC,・GGλCGAG

CSSHL .G必Vエ.RDNYRMNHLDE

GGGCGA'⊥1GGCTGGCAGGACGCGCCCCTCGGCCCCA・rCAACCTGAGATGAGAACAAC

・・GAAGAAGA・ ≒・CTC1・GCTCCCCC・CGGCC・ ・GGCCA・CGGCCI・CGCC,℃ 。C・,CGC。GCC

MKKKSLLPLGLAIGLASLAA

AGCCCTC圏rGATCCAGGCCAGCACC田ACACCCAGACCAAA㌘ACCCCATCGTGC・rGGC(℃AC

SP.Lエ ΨAS「1'YTΨ.TKYPIVLAH
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GTGAACCAGGI⊥ ℃'⊥1TCGGCCTCACCAGCαrG`⊥'1⊥ ℃GAGACCAGCCCGG'⊥ ℃AGCGrPCI1'ACCGC956

VNQVFGLΨSLFEI1'SPVSVYR -300-

CAGCACGCCAACCGCC'⊥ 凸GAAGAACGCCAGCCTσ1,AGGACCCCGGCCGGGG¢e⊥ ℃GGCCCC1016

(～HANRLKNASL★ ★☆ 一311一

GGCCCT'1駒1⊥ ℃CCGGAAGCCCCCTCGCGTGAAGAAAA`⊥'CCTCC`1'GCI1'GAT田CCAC'rGGCGTσ £1076

CGCCGCCAGCCTGGCC圏1'GGT望CG'rCTGGα ⊥聰GGAACCI⊥"⊥'CCCCCGCACCCGAGACGGCdCC1136

CCCGGCCAGCGCGCAGGCGGGCGCAGACCGCGCCCCGCCAGCAGCCTCCACGGGAGAAGC1196

GGTGCCGGCCCCCCAGα1℃ATGCCGGCCAAGGI1℃GCGCCGCTGCCAACCTCCIrユ1CAGGGG1256

CACCAGCGTCGA`1。GGCAGT'rTCAGTG`⊥ ℃GAC128b

図4-3.Pseudomonassp.109株 由来、大環状 ラク トン合成能を有す る リパー

ゼ遺 伝子(lipL)の 塩基配列。

塩基配列か ら予想 され るア ミノ酸配列 を塩基配列の下 に1文 字 コー ドで示

し、最初の メチオニンを1と して番号 を付 した。▲ は精製 した大環状 ラク ト

ン合成能を有す る リパーゼか ら得 られたア ミノ末端 を示 し、以下に続 く下線は

精製 した リパーゼか ら得たア ミノ酸配列 と一致 した配列 を示す。 リパーゼに特

異的な保存領域のア ミノ酸 を枠で囲んで示 した。破線 は.リボゾーム結合位置 と

考 えられる部分、星印(***)は 終止 コ ドンの位置を示す。

(1)

(2)

(3)

(4)

精 製 した 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ か ら決 定 し

た19個 の ア ミノ酸 配 列 と全 く同 じ配 列 が 存 在 して い た 。

そ れ よ り前 の26個 の ア ミノ酸 配 列 は 典 型 的 な シ グ ナ ル 配 列

の 特 徴(13-36個 の ア ミ ノ酸 配 列 、 ア ミノ末 端 に は正 に 荷 電

した ア ミノ酸 が 存 在 、 シ グ ナ ル 配 列 の カ ル ボ キ シ末 端 は ア ラ

ニ ン で あ る こ とが 多 い、 疎 水 性 の ア ミ ノ酸 に富 む)を 有 して

い た 。

シグ ナ ル 配 列 を除 い.たア ミノ酸 配 列 か ら予 想 され る ポ リペ プ

チ ドの 分 子 量 は30,149で あ り、 精 製 した リパ ー ゼ のSDS-

PAGEか ら求 め た 分 子 量 、29,000±1,000(図2-4>と よ く一

致 して い た 。

精 製 した リパ ー ゼ 〃)ア ミ ノ酸 組 成 と こ の 配 列 の 組 成 とは よ く

一 致 して い た(未 発 表 デ ー タ) 。
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(5)リ パ ー ゼ に 特 異 的 な 保 存 配 列 、Gly-X-Ser-X-Gly(Xは 任

意 の ア ミ ノ 酸)が 存 在 し て い る 。

こ れ ら の こ と か ら 、 こ のORFに コ ー ド さ れ て い る 蛋 白 質 は 大 環 状

ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ で あ る と 結 論 し た(L量p[ 、蛋 白 質 と

命 名)。

LipL蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 現 在 ま で に ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定

さ れ て い る 他 の リパ ーゼ と の 比 較 を 行 っ た と こ ろ 、 リパ ー ゼ に 特 異

的 な 配 列 、Gly-X-Ser-X-Glyの 周 辺 に 限 っ て は 、 全 て の リパ ー ゼ

に っ い て よ く保 存 さ れ て い た(図4-4)。 す な わ ち 、Gly-X-Ser-X-

Glyの 回 り に 疎 水 性 の ア ミ ノ 酸 が 存 在 し、 グ リ シ ン 残 基 と セ リ ン 残

基 と の 間 に は 電 荷 を 持 っ た ア ミ ノ 酸 が 存 在 し て い た 。

Pse・d・ ㎜ ・お ・p・109(LipL)一V-N一 ト1-G-H -S.H.G .G.

Pseud・mnasf・ ㎎ilFO3458-V-N一 ト1-G -H-S -Q.G.A .

PseudomonasfragiIFO12049-V-N-L-1-G -H-S-Q _G_A _

Pse・d・m・nascepacia-V-N-L-V-G -H-S-Q -G.Q .

Pseudomonassp・KWI-56-V-N-L-V-G-H -S-Q _G_G_

Pseud・mnasf1・ ・rescens-V-L-V-S-G -H-S-L .G.G .

Sヒ・phyl・c・ccusa璽 鎚 一V-H-L-V-G -H-S-M .G.G .

St・phy1・c・ccuscarn・sus-V-1トF-1-G¶ 一S.M .G.G.

G・ ・t・i・h・m・andid・ ・ 一V-M-1-F-G-E -S-A.G .A.

Cand董dacyli・dracea-V一 トL-F-G -E-S .A.G.S .

P・rcinep㎝ ・reatic-V-ll-V-1-G -H-S-L -G.S.

㎞tli㎎ ・a1-1-H-Y-V-G-H -S-Q .G.T.

Caninepancreatic-V-N-L一 トG-H -S-L .G.A .

H・ ㎜ ・h・p・tic-V-1卜L-1 -G-Y-S 一 トG.A .

H・m・p㎝creatic-V-H-V-1-G -H-S-L .G.A .

C・nsens・sfmcti・n-Hyd-X-Hyd-Hyd-G-Cha-S -X-G -Hyd.

図4-4.リ パ ー ゼ に 特 異 的 な 保 存 領 域 の 特 徴 。

大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リ パ ー ゼ
、 お よ び 種 々 の リ パ ー ゼ に 特 異 的 な

保 存 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 と そ の 特 徴 と を 示 し た
。Hyd,疎 水 性 の ア ミ ノ 酸;.Ch

a,電 荷 を 持 っ た ア ミ ノ 酸;X ,不 特 定 の ア ミ ノ 酸 を そ れ ぞ れ 示 す 。
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ア ミ ノ 酸 配 列 全 体 と して 比 較 し た 場 合 、Pseudomonas属 由 来 の リ

パ ー ゼ と の み 有 意 な 相 同 性 が 認 め られ た 。 図4-5に 示 し た の は 、

Pseudomonascepasia由 来(40)お よ びPseudomonasfragi由 来

(38)の リパ ー ゼ と ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 行 っ た 結 果 で 、 マ キ シ マ

ム マ ッ チ ン グ 法1こ よ り30-40%の ア ミ ノ 酸 が 保 存 さ れ て お り
、 性

質 の 似 て い る ア ミ ノ 酸 ま で 考 慮 す る と、Pseudomonasfragiで は

50%、Pseudomonascepasiaで は59%の 類 似 性 が 認 め ら れ た 。

Pseudomonas属 由 来 の リパ ー ゼ 以 外 に は ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 が 認

め られ な い と い う こ と よ り 、Pseudomonasfragi由 来 、 お よ び

Pseudomonascepasia由 来 の リパ ー ゼ が 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有

し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。

大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 塩 基 配 列 に つ い て は 、

EMBL,GenBank、 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て はSWISSPROT ,

NationalBiomedicalResearchFaundationに 登 録 さ れ て い る 配 列

と の 相 同 性 を 調 べ た が 、Pseudomonas属 の リパ ー ゼ 以 外 に 有 意 な 相

同 性 は 認 め られ な か っ た 。

ヒ ト由 来 、 カ ビ 由 来 リパ ー ゼ のX線 構 造 解 析 に よ り(43 ,44)、 リ

パ ー ゼ 保 存 領 域(Gly-X-Ser-X-Gly)中 の セ リ ン 残 基 は 活 性 中 心 で

あ り、caねlytictriadを 形 成 し て い る こ と が 明 らか に な っ て い る。

そ れ ゆ え 、 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー

ゼ のcatalytictriadを 形 成 す る と 思 わ れ る ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基

お よ び ヒ ス チ ジ ン 酸 残 基 を 特 定 で き る の で は と 考 え 、 そ の 検 索 を 行

っ た 。 し か し な が ら、

1)ヒ ト由 来 の リパ ー ゼ と は 分 子 量 が10,000以 上 異 な り、 ア ミ

ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は な い 。

2)カ ビ 由 来 の リパ ー ゼ は285個 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ て お

り、 分 子 量 的 に は 近 い が 、 こ の リパ ー ゼ は 糖 蛋 白 質 で あ り、

LipL蛋 白 質 と の 相 同 性 は 見 られ な い 。 な お 、L藍pL蛋 白 質 が

糖 蛋 白 質 で は な い こ と は 精 製 し た 本 蛋 白 質 の 解 析 に よ り明 ら

か に さ れ て い る(未 発 表 デ 謡 タ)。
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P.ccpaciaMARTMRSRVCSGAVACVMSIAPFAGTTAVM皿 ,AτrHAAMAAT・ 一A置)AAGYAATRY53

:::***:***:**:*:*

LipLMKKKSLLPLGLAIGLASLAASPLIQASTYYQTKY34
コ ロ　　 ロ　

P.fragi盛11)DS† 前TRY9

　 　

P.cepaciaPIILVHGLSGTDKYAGVLEYWYGIQEDLQQNGATVYVANLSGFQSDEGPNGRGEQl .08
**=*:**:**:**:**:***:*****:::*::*****

LipLPIVLAI{GMLGFDNILGV-DWWGIPSALRRDGAQVYVTEVSQLDTSE一 一一VRGEQ85

**:*:**:****:*::*******:*:*::*:**:*

P.fragiPILLVHGLFGFDRIGSH-HYFHGIKQALNECGASVFVPIISAANDNE一 一一ARGDQ60

　　　　
P.cepaciaLLAYVKTVLAATGATKVNLVGHSQGGLSSRTVAAVAPDLVASVTTIGPADRGSEF163

***:**::*****:***:**:*********:*:*::*:**:

LipLLLQQVEEIVALSGQPKVNLIGHSHGGPTIRTVAAVRPDLMPSATSVGAPHKGSDT140

***:::*:*******:*:*=****:*=*:*:******一

LLKQIHNLRRQVGAQRVNLIGHSQGALTARYVAAIAPELIASVTSVSGPNHGS直L115P.fragi　
P.cepaciaADFVQ-DV-LAYDPTGLSSSVIAAFVNVFGILTSSSHNTNQDALAALQTLTTARA216

***::::=*:::*:****:**::*:*

LipLADFLR-QIPPGSAGEAVLSGI、VNSLGALISFLSSGSAGT・ 一QNSLGSLESLNSEGA193

******:**:*:***:*******・*…

P.fragiADRLRLAFVPGRLGETVAAALTTSFSAFLSALSG曲P{～LP-QNALNAL医1ALT↑bG†169

コ
P.cepaciaATYNQNYPSAGLGAPGSCQTGAPTETVGGNTHLLYSWAG一 一一TAIQPTL一 一一SVF265

*****:*****::****:*:*

LipLARFNAKYP-QGI・ 一PTSACGEGA一 一YKVNGVSY一 一YSWSG一 一一SS一 一一PL一 一一TNF233

****:**:***************

P.fragiAAFNeQYP-QGL-PDRWGGMGP一 一AQVNAVHY一 一YSWSGIIKGS一 一一RLAESLNL215

P.cepaci・GVTGAmTSTLPLmPANVL5LSTLALFGTGTVMI-NRGSGQN飴LVSK徳ALYG320
*****::*:********

LipL一 一LDPSD-AFLGASSLTF-KNGTA-NDGLVGTCSSHLG266

****:*::***:*******

P.fragiLDPLH-NALRVFDSFFTRETRE-NDGMVGRFSSHLG249

　　
P.cepaciaKVLSTSYKWNHLDEMNQLLGVRGAYAEDPVAVIRTHANRLKLAGV365

*:*:*****:**:*:::***********・

LipLMvIRDNYRMNHLDEvNQVFGLTSLFETSPvSvYRQHANRLI"NASi;311
***:*::***:*::*

P.fragiQVIRSDYPLDHLDTINHMARGSAGASTR275

r

図4-5.LipLζ 旦.cepaciaお よびP.fragi由 来の リパ ーゼ との ア ミノ酸

配 列の 相 同性。

.コン ピュ藁 タTを 用 い てGENETYXの マ キ シマ ムマ ッチ ング法 に よ り(50) 、
ア ミノ酸 配列 の 相 同性 を調 べ た。LipLの ア ミノ酸 配 列 に対 し、 同 じア ミノ酸
は星 印(*)、 性 質の 似 て い るア ミノ酸 は コ ロ ン(:)で 示 した 。性 質の 似 て い る

ア ミノ酸 はArgosの 方 法(51)に 従 い、Pro,Gly;Ser,Tlir;Lys,Arg;Glu ,
Gln,Asb,Asn;Phe,Trp,田s,Tyr;Ala,Ile,Val,Leu,Met;Cysに 分 類 した。

● は リパ ーゼ の 特異 的 保 存配 列 の ア ミノ酸 残基 、 ▼ は3種 類 の リパ ーゼ に

保 存 され て い る ヒス チ ジン残 基 、 お よび ア スパ ラギ ン酸 残基 の 位 置、 ■ は

LipL .ζ 旦.cepaciaに 保 存 され て い るシス テ イ ン残 基 の 位 置 を示 し、 シグナ

ル 配 列の部 分 を下 線 で示 した。
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3)Pseudomonas属 由 来 の リパ ー ゼ との 比 較 で(図4-5) 、 ア ス パ

ラ ギ ン 酸 残 基 お よ び ヒ ス チ ジ ン 酸 残 基 は 数 箇 所 で 保 存 さ れ て

い る 。

以 上 の こ と か らcatalytictriadの 残 基 を 特 定 す る こ と は で き な

か っ た 。 今 後 、 点 特 異 的 突 然 変 異 の 導 入 お よ びX線 構 造 解 析 に よ

り明 ら か に され る べ き 課 題 で あ る 。

真 核 生 物 由 来 の リパ ー ゼ に お い て リパ ー ゼ の 高 次 構 造 の 維 持 に ジ

ス ル フ ィ ド結 合 の 関 与 が 、1)ジ ス ル フ ィ ド結 合 を 解 離 さ せ る と リ

パ ー ゼ の 活 性 が 失 わ れ る こ と(26) 、2)シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 は 種

間 を 越 え て 保 存 さ れ て い る こ と(26,32)、 よ り明 らか に さ れ て い る 。

LipL蛋 白 質 に つ い て シ ス テ イ ン残 基 は2箇 所 しか 存 在 し な い が 、

そ の 位 置 はPseudomonasepasia由 来 リパ ー ゼ に つ い て も保 存 さ れ

て い た(図4-5)。 そ れ ゆ え 、 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー

ゼ に お け る シ ス テ イ ン残 基 の 関 与 を 明 らか に す る た め に 、 精 製 した

リパ ー ゼ を5mMiodoaceticacid、 ま た は5mM55'一dithiobis

(2-nitrobenzoicacid)で37℃ 、1時 間 処 理 し た 後 エ ス テ ラ ー ゼ

活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、 活 性 の 低 下 は み ら れ な か っ た(未 発 表 デ ー

タ)。 ま た 、 本 リパ ー ゼ を2一 皿ercaptoethanolま た はdithio-

threitolな ど の 還 元 剤 で 処 理 して も エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 に 影 響 は み

られ な か っ た こ と か ら、 本 リパ ー ゼ の 高 次 構 造 の 維 持 に ジ ス ル フ ィ

ド結 合 は 関 与 し て お らず 、 触 媒 反 応 に も シ ス テ イ ン 残 基 は 関 与 し て

い な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
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第4節 要約

1.精 製 し た 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の ア ミ ノ 末 端

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 よ り推 定 し、 合 成 し た オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを ブ ロ ー プ と して サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

を 行 う こ と に よ り、Pseudomonassp.109株 の 保 持 す る リパ ー ゼ 遺

伝 子 を 大 腸 菌 に ク ロ ー ン 化 した 。

2.リ パ ー ゼ 遺 伝 子 を 含 むDM断 片 に つ い て サ プ ク ロ ー ニ ン グ の

後 、 塩 基 配 列 を 決 定 した と こ ろ 、311個 の ア ミ ノ 酸 コ ー ド域(Open

ReadingFrame;ORF)を 見 い だ し た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 調 べ た 結 果 、

こ のORFは 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ を コ ー ド し て

い る と結 論 し た 。

3.他 の リパ ーゼ と の ア ミ ノ酸 配 列 の 比 較 を 行 っ た とこ ろ、 有 意 な

相 同 性 はPseudomonas属 由 来 の リパ ー ゼ と の み 認 め られ 、 他 種 由

来 の リパ ー ゼ とは リパ ー ゼ に 特 異 的 な 領 域 を除 き見 られ な か っ た 。
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第5章 リパ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 に位 置 し

リパ ー ゼ の 活 性 化 に 関 与 す る遺 伝 子

第1節 緒言

一 般 に 酵 素 活 性 に 影 響 を与 え る因 子 と して
、1)コ フ ァ ク タ ー 、

また は補 因 子 と呼 ば れ 、 酵 素 蛋 白 質 の 活 性 発 現 に 必 須 の 低 分 子 化 合

物 、 す な わ ち各 種 の 二 価 金 属 や ビタ ミ ン、2)酵 素 と相 互 作 用 し酵

素 の 構 造 に 変 化 を起 こ させ る生 体 成 分 、 す な わ ち リポ タ ンパ ク 質 、

ペ プ チ ド、 糖 、 脂 質 な ど、3)基 質 に 直 接 作 用 し基 質 の 状 態 に変 化

を 起 こ させ 酵 素 との 接 触 を 促 進 、 ま た は 阻 害 す る物 質 、 さ らに は、

4)酵 素 と基 質 との 間 に 介 在 し、 両 者 の 結 合 を 助 け て反 応 を促 進 さ

せ る 物 質 、 な ど が 知 られ て い る.こ の よ うに 酵 素 活 性 に 影 響 を 与 え

る機 構 は 多様 で あ り、 そ れ らの 起 因 を追 究 す る こ と は酵 素 の 反 応 機

構 の 手 が か りを得 る う え に も重 要 で あ る。

リパ ー ゼ で は、 ブ タ膵 臓 リパ ー ゼ の コ リパ ー ゼ(2) 、 ヒマ リパ ー

ゼ に お け る、 脂 質 と耐 熱 性 蛋 白質 との 共 同 作 用(3 ,4)の よ うに 、 不

活 性 な 酵 素 前 駆 体 が 特 定 の 因 子 に よ り活 性 化 す る機 構 が 知 られ て い

る。 また 、 活 性 発 現 に 必 須 で は な い が 、 リパ ー ゼ 活 性 を促 進 させ る

因 子 の 例 と して 、Aspergillusnigerあ る い はRhizopusdelemer

リパ ー ゼ に対 す るCa2+イ オ ン(52,53) 、 お よびRhizopusdelemer

リパ ー ゼ の カ ル ジオ リピ ン に よ る活 性 化(54)、 が 知 られ て い る。 ま

た 、 活 性 を 阻 害 す る因 子 と して は 、Aspergillusnigerリ パ ー ゼ に

お け るFe2+イ オ ン(55)、 ラ ッ ト膵 臓 に お け1るn一 ア ル コ ー ル(56) 、

お よび ブ タ膵 臓 リパ ー ゼ に お け る胆 汁 酸(57,58)、 な ど が 見 い だ さ

れ て い る。 これ らの リパ ー ゼ 活 性 に 影 響 を及 ぼ す 因 子 は い ず れ も、

基 質 あ る い は 酵 素 に 結 合 し、 基 質 界 面 と酵 素 表 面 とが 会 合 す る状 態

を変 化 させ る こ とに よ り、 リパ ー ゼ の 活 性 に 影 響 を与 え る こ とが 明

らか に され て い る。

本 章 で は 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 に
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位 置 し、 木 リパ ー ゼ の 活 性 化 に 関 与 す る遺 伝 子(1imL)の 存 在 を 明

らか に した 。 塩 基 配 列 の 決 定 を 通 じて 、limL遺 伝 子 が コ ー ドす る

蛋 白 質 の ア ミノ酸 配 列 を 明 らか に し、 ま た 本 リパ ー ゼ 活 性 化 因 子 は

リパ ー ゼ 遺 伝 子 に 対 して トラ ン ス に 働 くこ と を見 い だ した 。

第2節 実 験材料 お よび方法

1)使 用 し た 菌 株 お よ び プ ラ ス ミ ド

旦.coliJMlo5は 大 腸 菌 内 に お け る 遺 伝 子 操 作 の 宿 主 と し て 使 用

し た 。 旦.coliJM109(△(1ac-proAB>recAIebdAlgyrAIthi-l

hsdR17supE44relム1/F' .しraD36proABIaqlqZ△Ml5)、E.coli

BMH71-18mutS(△(1墜 ≧一proAB>thisupEmutS215::Tn10(Tet・)/F'

tra旦36proABIaqlqZ△Ml5)お よ びE.coliMV1184(△(lac-proAB)

鎚strAl]竺(¢801acZ△Ml5)△(srl-recA)306::TnlO(Tet「)/F'

traD36proABlaql迄 △Ml5)は 点 突 然 変 異 導 入 の た め に 使 用 し た 。

班3mp18お よ びM13mpl9フ ァ ー ジ は 塩 基 配 列 決 定 に 用 い た 。

ア ン バ ー 変 異 を 持 つMl3tv19フ ァ ー ジ はM13mp19フ ァ ー ジ の 誘 導

体 で あ り 、 点 突 然 変 異 導 入 の た め に 刑 い た 。

pUC19お よ びpKK233-2(PharmaciaLKB)プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 内

で の ベ ク タ ー と し て 使 用 し た 。pMWII9(ニ ッ ポ ン ジ ー ン)お よ び

pHSG399(宝 酒 造)プ ラ ス ミ ド は 和 合 性 ベ ク タ ー と し て 使 用 し た 。

2)点 突 然 変 異 の 導 入

点 突 然 変 異 の 導 入 に はMl3フ ァー ジの ア ンバ ー 変 異 株 を 用 い る

方 法(59)で 、MutanGKIT(宝 酒 造)を 用 い 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に

従 い 行 っ た 。

そ の 他 の 実 験 操 作 は 、 第4章 第2節 に述 べ た と う りで あ る。
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第3節 結果 お よび考 察

1 .大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 活 性 発 現 に

必 須 な 遺 伝 子(limL)の 存 在

精 製 した 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ のSDS-PAGEか

ら 求 め た 分 子 量 は29,000±1,000で あ り、 そ の 結 果 か ら リパ ー ゼ

蛋 白 質 を コ ー ドす るDNAは 約1kbpで あ る と 予 想 さ れ る
。 大 環 状

ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子 を6 .OkbpのDNA断 片 と

し て 大 腸 菌 に ク ・ 一 ニ ン グ し、 サ プ ク ・ 一 ニ ン グ に よ り2 .2kbp

の 断 片 と した こ と は 、 第4章 第3節 で す で に 述 べ た 。 と こ ろ が 、

2.2kbpの リパ ー ゼ 遺 伝 子 断 片 に 対 し、 さ ら な る 欠 失 を 行 う と リパ

ー ゼ 活 性 は 失 わ れ た
。 ま た 、 上 流 か ら 麺 ⊥1の 制 限 酵 素 認 識 部 位 ま

で の 塩 基 配 列 を 決 定 し た と き、 そ の 中 に 大 環 状 ラ ク ト ン合 成 能 を 有

す る リパ ー ゼ のORFを 見 い だ す こ と が で き た の で 、 こ の 領 域 を プ

ラ ス ミ ドに サ プ ク ロ ー ニ ン グ し、 大 腸 菌 を 形 質 転 換 した が リパ ー ゼ

活 性 は 得 ら れ な か っ た(図5-1)。 こ れ らの こ と は 大 環 状 ラ ク ト ン 合

成 能 を 有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 に は 、 リパ ー ゼ の 活 性 に 必 要 な

何 ら か の 因 子 を 含 ん で い る こ と を 示 し て い る 。 そ れ ゆ え 、 リパ ー ゼ

遺 伝 子 の 下 流 領 域 に つ い て 塩 基 配 列 の 決 定 を 行 っ た 、 結 果 、 リパ ー

ゼ 遺 伝 子 の49bp下 流 か ら 、GTGで 始 ま り、 リパ ー ゼ 遺 伝 子 と 同

じ 方 向 に340個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ドす るORFを 見 い だ し た(図5 -

1,お よ び 図5-2)。

近 年 、Pseudomonascepacia由 来 リパ ー ゼ 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ

さ れ( .lipA串;後 述 のPseudomonassp.109由 来lipA遺 伝 子 と 区

別 す る た め に 、Pseudomonascepasia由 来 の リパ ー ゼ 遺 伝 子 に は 星

印(つ を 付 し た)、 そ の 遺 伝 子 解 析 に よ り、 リパ ー ゼ を コ ー ドす る

遺 伝 子 の す ぐ ド流 に 、 リパ ー ゼ 遺 伝 子 と 同 一 方 向 に コ ー ドさ れ る リ

パ ー ゼ の 活 性 発 現 の た め に 必 要 な 遺 伝 子 の 存 在 が 明 ら か に な
っ て い
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図5-1.リ パーゼ遺伝子(1ipL)の 下流 に位 置する遺伝子(limL) 。
pUY45、2。2kbpのDNA断 片 中にコー ドされている遺俵 子の位置関係を図の

上部 に示 した。本文 中に述べた方法で種々のDNA断 片を持つプ ラス ミ ドを構

築 し、大腸菌JMIO5に 形質転換 した後、 リパーゼ活性 を調べた。プ ラス ミ ド

を保持す る大腸菌 を0.5%ト リプ チ リンを含むLB培 地上 に植菌 し
、30℃ 、4日間培養 を行

った。 リパーゼ により、コロニーの周 りの トリブチ リンが分解

す ることで得 られ る透明な領域が認め られ るもの を"リ パーゼ+" 、認め ら
れ ない もの を"リ パーゼ ー"と 判断 した。")"は 大 腸菌が両方のプ ラス ミ ド

を保持 していることを示す。全てのプ ラス ミドにおいて挿入された遺伝子は
、璽 また

は 璽 プ ロモー ターの支配下に置かれ、プ ロモーター と同 じ方向に

(この図で左か ら右に)転 写 され るように構築 した。

る(40)。 こ の 遺 伝 子 は1ipasemoduratorgene(limA)と 命 名 さ れ

て い る こ と か ら 、 こ れ に 習 い 本 研 究 室 で 見 い だ し た 遺 伝 子 を

limL遺 伝 子 と 命 名 した 。 ま た 、Pseudomonassp.KWI-56由 来 の リ

パ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 か ら 、 同 様 の 作 用 を もつact遺 伝 子 が 報 告 さ

れ て い る(41)。 こ のact遺 伝 子 は ア ミ ノ 酸 レベ ル で 、Pseudomonas

cepaciaのlimA遺 伝 子 と93%の 相 同 性 が あ り、 ほ ぼ 同 一一の 遺:伝

子 と 考 え ら れ る 。
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TGCAG「r'rCGCACCTGG(5CAIrGG811GA`1℃CGCGACAACTACCGGA'rGAACOACCI⊥ 馳GGACGAG896

CSSHLGMV工RDNY.RMNIILDE-280-

G`⊥℃AACCAGG'⊥ICT1'CGGCCTCAceAGCCTGI⊥1'⊥'cGAGACCAGCCCGGI1℃ ∫・GcG'rgTAcCGC956

VN.ΩVFGL`⊥'SLFEユ 巳SPVSVYR-300-

COGC合CG弐¢A禽CC賃CC=GA食GA命CG衰CA誓CC省G婁一 一1016

uPL←
GGCCC'⊥"1'TCCCGGA∫ 、GCCCCCIi'CGCGTGAAGAAAATCCTCC圃1℃CTGATTCCACTGGCGTT1076

一一顧一_
阿K1く 工1、L工 」 工PLAF-12-

UML一 ゆ ト

CGCCGCCAGCCTG(;CCTGG`1'TCG`1℃TGGCTGGAACαrll℃CCCCGCACCCGAGACdGCGCC113.6

AASLAWFVWI、EPSPAPE`1'AP-32 -

CCCGGCCAGCGCGCAGGCGGGCGCAGACCGCGCCCCGCCAGCAGCα[℃CACGGGAGAAGC1196

PASAΩArAP
.RAPPAAS①GEA-52-

GGTGCCGGCCCCCCAGG'rCA里1GCCGGCCAAGGTCGCGCCGCTGCCAACC望 ℃CTTCAGGGG1256

V
.PAP.QVMP .ムKVAPL・ ・ .・F・.G-72-

CACCAGCGTCGATGGCAGTTTCAGTGTCGACGCcAGCGGcAACCTGCTGATCACCCGCGA1316
'rSVDGSFSVDASGNLLITR

D-92-

CA・ ・1とCGCAACC・fGTTCGACTACI⊥,TCCIrCAGCGCCG・rCGGCGAAGAGCCCCΨGC。GCAAAG1376

1RNL
.FDYFLSAVGEEPLΩQS-112-

CCユ1GGACCGCCTGCGCGCC?ACATCdCCGCCGAAC望ICCAGGAGCCGGCGCGCGGCCAGGC1436

LPRLRAY.エAAEI・ ΩEPARGΩA
.一132-

GT・ ⊥・GGCGCTGA・ ⊥,GCAGCAA…ACA・ ⊥IC(;AC・1・ACAAGAハGGAAα 、・GGTGCTGC・ 、℃GAACGCむA1496

LALMQ～ ～Y工DYK1く と1LVLLERD-152 -

CCTGCCGCGCCTGGCCGACe⊥'CGACGCCCTGCGCCAGCGGGAAGCCGCGGTGAAAGeCC'111556

L.PR.LADL.L》ALRΩREAA▽KAL -172-

GCGCGCGCGGATCTTCAGCAACGAAGCGqACG里 馳GGCGTTC'1'TCGCCGACGAGGAAACCTA～616

RAR工FSNEAIIVAF
.FADEETY-192-

CAACCAGTTCACCCTGGAGCGCCTGGCGA?CCGCCAGGACGGCAAGCTCAGCGCCGAGGA1676

NΩF〔PLERLAエRΩDGKLSAE.E-212-

AAAGGCCGCCGCCA笠 ℃GACCGCCTGCGCGCCAGCCTGCCGGAAGACCAGCAGGAAAGCG'1'1736

KAAAIDRLR .ASLPEDQQESV-232-

GCTGCCGCAACTGCAAAGCGAACIrGCAGCAGCAGACCGdCGCCσ1℃CAGGCCGCTGGCGC1796

LPgLQSEL～ ～ .ΩQTAALΩA .AGA-252-

CGGCCCGGAAGCCAlrCCGCCAGAT6CG'rCAGCAACTGGTGGGCGCCGAAGCCACCACCCG1856

GPEAIR(～iv1RΩQLVGA猛ATTR-272-

CC'rGGAGCAAαrCGATCGGCAACGCTCGGCCTGGAAGGGCCGGCII'GGACGACTAT「rTCGC1916

L鷺(21、1)RQRSAWK圏.GRL、DL}YFハ ー292-

CGAGAAGAGCCGGATCGAAGGCAA…ACqGG6CTGAGCGAAGCCGACCGCCGCGCGGCGGT1976

EKSRIEGN」r.GLSE:ADRRAAV-312-

1.
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CGAACGCC'⊥ 「GGCCGAGGAGCGC「 ⊥顧1⊥℃AGCGAACAGGAACGC'1聰'⊥ 蜀GCGCC'上'GGGCGCGC'⊥'GGA2036

EkLAEERFSEΩERLRLG八LE-332-

ACAGA'1'GCGCCAGGCCGAdCAGCGCTGACCGACACGGAAACGCCAAGAACGCGGCGAAGG2096

ΩMRΩAEQR★ ★☆ 一340-

GCGCTTCGGCGGATAACGC}工'ACCCTCAGGGσ1'GCAGCCCTGGCGTGGCCGGCGAGGCGGA2156

AACCTTGTGCTGCGCGCCGCAACGAAAAAGGCGGCCACCCGAAGGTG「11CCGCCCTTTgrTC2216

G●1℃GCCAGCCCGGTTCAGCGGGACA2241

図5-2リ パーゼ遺伝子の下流 に位置 し、 リパーゼ活性発現のために必須の遺

伝子(1i吐)の 塩基配列。

塩基配列の番号はlipL遺 伝子か らの続 き番号で付 し、塩基配列か ら予想 さ

れ るア ミノ酸配列 を塩基配列の下に 一文字 コー ドで示 し、最初のメチオニ ン

を1と して番号を付 した。 リボゾーム結合位置 と考 え られ る部分は破線で、
終止 コ ドンの位置は星印(***)で 示 し、細 い矢印は16塩 基か らな る二回転対

称配列の位置を示 した。

limL遺 伝 子 の コ ー ドす る 蛋 白 質(LimL)に つ い てPselldomonas

cepacia由 来 のLimA蛋 白 質 との ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 行 っ た と こ

ろ 、 約29%と 比 較 的 低 い 相 同 性 が 認 め ら れ た(図53> 。 し か し な

グ ら、LimLの ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 、 疎 水 性/親 水 性 の プ ロ ッ ト

を 調 べ た 結 果(図5-4)、 ア ミ ノ 末 端 側 は 非 常 に 疎 水 性 が 高 くな っ て

お り、 シ グ ナ ル 配 列 、 あ る い は 細 胞 膜 貫 通 部 位 と 考 え ら れ 、 逆 に カ

ル ボ キ シ 末 端 側 は 親 水 性 に 富 む と い う 特 徴 を 示 し た
。 こ の 傾 向 は 、

Pseudomonascepada由 来 のLimA蛋 白 質 と よ く一 致 し て お り
、

L
.imL蛋. .臼質 とLimA蛋 白 質 と は 、 同 じ機 能 で リパ ー ゼ を 活 性 化 し

て い..ると 考.え られ る 。

L・i・L.蛋 噸 の ア ミ ノ 酸 配 列 とSWISSPROTお よ びNBRFに 蟹 乗 さ

れ て い るア ミノ酸 配 列 との 比 較 を行 っ た が 、 有 意 な 相 同 性 を示 す ア

ミノ 酸 配 列 は 認 め られ な か った 。
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Li吐 弊ILLLI雲騨 駐璽 一』EPsP全PETAPぞAsAQA贈噸 £A全§一一T婁E全Yp璽
.5与

Li飴 皿ABGG踏PLA臨vvYGAvGLAAIAGvA㎜GAG田GGTG雌GEPPDAsAA㏄PAAAPP60

L'糺 呈Y岬AKv畑髪雲T§F強丁§v閃sFsY騨 妊IT鰻L黙 弓全VG脚QSLD母ll6

LimAQAAVPASTSLPPSLAGSS-APRLPLDAGGHLAKARAVRDFFDYCLTAQSDLSAAGLDAFV119

L'曲Y膿 ♀一EP鰹 襲MQQXID興VL髪E難A一 聖豪D全髪脚V讐Rl73

LimAMREIAAQLDGTvAQAEALDvwHRY2AYLDALAKL-RDAGAvDKsDLGAL -QLALDQRAsIl77

Li岬1ぞSNξAHVA至冥AD襲TY寧Q煕A鯉2騨 鷺AA!D購 騨ESVL233

Li飴AYRM愈D冊QpFFGAEQmQRmL艦KIAQDPALTDAQKAE趾AALEQQ鯉 佃EmAQQ237
、

L'吐PQレ卿g呈 丁桑A髪呈AA騨鰹Q脚 皇L鞭T繕E呈ヤpR騨 強F桑292

LimARVDRQRAAIDQIAQLQKSGATPDAMRAQLTQTLGPEAAARVAQMQQDDASWQRRYADYAA297

Li曝SRI呈GNT鰻E囎AYE巴A照E脚G全L興AEQ皐34・

Li船Q蝕QIE-SAGLSPQDmAQIAALRQRVFT距GEみv榔LDRGAGsみR344

臓1'll騰 勢 醒1灘 購cepaci・ 由来のリ・8「ゼ1甜 化遺伝子
コ ン ピュ ー タ ー を用 い てGENETYX中 の マ キ シマ ム マ ッチ ン グ 法 に よ り(50)

、ア ミノ 酸 配 列
の 相 同 性 を調 べ た 。LimLの ア ミノ 酸 配 列 に 対 し

、 同 じア.ミ ノ.酸

は 星 印(*)、 性 質 の 似 て い る ア ミノ酸 は ドッ ト(・〉 で 示 した
。 性 質 の 似 て い る

ア ミノ酸 はArgosの 方 法(51)に 従 い 、Pro ,Gly;Ser,Thr;Lys,Arg;Glu,

Gln,Asp,Asn;Phe,Trp,1{is,Tyr;Ala ,11e,VaLLeu,Mεt;Cysに 分 類 した 。

3.0

0.0

一3 .0
10020ρ1.

...300

図54.Lh㎡.蛋 白質の 親水 性/疎 水性 プ ロ ッ ト、,.

正めolittleの パ ラメ ター(60)を 用 いて コン ピュー ター.によ り、LimL.蛋 白質..

の 親水 性/疎 水 性 を解 析 し、5ア ミノ酸 の平 均 をプ ロ ッ トした。
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2.IipL遺 伝 子 に 対 し トラ ン ス に 働 く1imL遺 伝 子

HmL遺 伝 子 のhpL遺 伝 子 に 対 す る 活 性 化 の 機 能 を 調 べ る た め

に 、1ipL遺 伝 ∫ と1imL遺 伝 一∫・と を 分 離 し、 和 合 性 を 持 っ 異 な る

プ ラ ス ミ ド内 に そ れ ぞ れ 保 持 さ せ た 。

以 下 に そ の プ ラ ス ミ ドの 構 築 過 程 を 示 す 。

1.lipL遺 伝 子 に つ い て 一 点 突 然 変 異 を 用 い てIipL遺 伝

子ORFの ア ミ ノ 末 端 側 に 堕1認 識 部 位 を 導 入 し た(M-1変

異)。 璽 プ ロ モ タ ー の 支 配 下 にinframeで 遺 伝 子 を 挿 入 す

る こ と の で き る ベ ク タ ー(pKK233-2)にNcoi部 位 を 利 用 し て

連 結 した(pKM411,図5-5)。p騨411か ら 、trcプ ロ モ ー タ ー

ご と リパ ー ゼ 遺 伝 子 を 切 り 出 し、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 を

示 す プ ラ ス ミ ド(pllSG399)の 中 に 連 結 した(pCMY403 ,図5-5)。

2. .limL遺 伝 子 に つ い て 一 ⊥璽L遺 伝 子ORFの ア ミ ノ 末 端

近 傍 に 存 在 す る 旦血fl認 識 部 位 で 切 断 後 、 合 成 し た オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド リ ン カ ー を 用 い てpKK233-2に 量nframeと な る よ

う 連 結 し た(pLIM401,図5-6)。pLIM401か ら 、trcプ ロ モ ー

タ ー ご と ユimL遺 伝 子 を 切 り 出 し、pSC101の 複 製 開 始 点 を 持

つ ア ン ピ シ リ ン耐 性 プ ラ ス ミ ド(pMW119)の 中 に 連 結 した(pLIM

402,図5-6)。

pCMY403ま た はpLIM402を 単 独 で 大 腸 菌 に 保 持 さ せ て も 、 寒 天

培 地 上 に お け る ト リブ チ リ ン の 分 解 能(=リ パ ー ゼ 活 控)は 認 め ら

れ な か っ た が 、 両 方 の プ ラ ス ミ ド を 同 時 に 大 腸 菌 に 保 持 さ せ る と 、

そ の 分 解 能 が 認 め ら れ た(図5-7)。 こ の こ と はlimL遺 伝 子 は1ipL

遺 伝 子 に 対 し て トラ ン ス に 働 き リパ ー ゼ を 活 性 化 す る こ と を 示 し て

い る 。Pseudomonascepasia由 来IimA遺 伝 子 に つ い て も 同 様 に リ

パ ー ゼ に 対 し トラ ン ス に 働 く こ と が 明 ら か に さ れ て お り(40)
、h恥L

遺 伝 子 とPseudo皿onascepasia由 来limA遺 伝 子 と は 同 じ機 能 で

リパ ー ゼ を 活 性 化 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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SalI

IipLgene limLgene

τL一 一 一 ⊥ 一 一「
　 　の

・・CAACATGAAGAAGAAG。 ・・。・

MKKK

i_t㎞
NcoI

・・CACCATGGGGAAGAAG。 。・。・

MGKK

pCMY403BamHI-Sac夏cut

-P七rc睡PおG399 ,C・ ・ト

醜11い ・幅 轡
一P七rc國P麗332ト

曲 厭

　　　

・・GGCCAGCACCTAC… 。・・

ASTY

l→maturelipase

lM・一2mut・ti・n

NcoI

・。GGCCATGGCCTAC・ ・・…

MAY

,KM423い ・・1-Sacl・ ・t

一P七rc」liPL

f
BamHl

pCMY402 ↓
SacI

BamH【rSaclcu七

〆Sa1[

pKK233-2ト

曾

一Ptrc」 馨ipL
pHSG399,Cm「 〉の

図5-5.1ipL遺 伝子 を保持するプラス ミ ドの構築。

LipL蛋 白質のア ミノ末端、 あるいはシグナル シークエ ンスのカルボキシ末

端に相当す る位置にNcol認 識部位 を導入す るために、以下に示すオ リゴヌク

レオチ ドを合成 した(●,塩 基配列の置換 を行った位置)。

　 　　
5'一GATGAGAACACCATGGGGAAGAAGTC-3'(Mト1mutation)

お よ び

　　　
5'一ATCCAGGCCATGGCCTACACCC-3'(M-2mutation)

M13tvl9フ ァー ジにサ ブ ク ロー ン した1ipL .遺 伝子 の一 本 鎖DNAに 変異 オ リ

ゴ ヌク レオチ ドを重 ね 合 わせ た 後、 二本 鎖DNAに 復 元 し、 変異 を固 定化 した。

点 突然 変異 に よ り造 られたNcol認 識部 位 を用 いて、trcプ ロモー ターの支 配
'下にi

nfra鵬 とな る よ うに遺 伝子 を連 結 す る こ との で きるベ クターpKK233-2

に リパ ーゼ 遺 伝子 を挿 入 した(pKM411お よびpKM423)。Ba認llお よびSacl

を用 い てtrcプ ロモ ー タ ー ご と リパ ーゼ 遺 伝子 を切 り「出 し、 ク ロラ ム フェニ

ニf・・ル1耐性プ ラ ス ミド、pl1SIB99に 挿 入 した(pC㎜403お よび 凶MY402)。
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pUY451ipLgenelimLgene

T甲 論
CTCGCGTGAAGAAAATCCTCCTGCTGATTCCACTGGCGTTC… 。・

GAGCGCA㎝C㎜AGGAGGACGACTAAGGTGACCGCAAG・ … ・

MKKILLLIPLAF 奮

→limLgene

畢
←pKK233-201igonucleotidelimLgene→

SDNcoIcutHi㎡Icu七

・…AGGAAACAGACCATGAAGAAGATCCTGCτGCTGATTCCACTG・ ・。・

・…TCCTTTGTCTGGTACTTCTTCTAGGACGACGACTAAGGTGAC。 ・。・

、_謝KlLLL雷
一Ptrc-TIT・ 一 く邸 お3-2>一

認 ↓昌翫 ㎝ 南
一一一P七rclimL,TIT2一 一くP㎜19ト

図5-6.1imL遺 伝 子 を保持 す るプ ラ ス ミ ドの 構 築。

LimL蛋 白質 の ア ミノ末端 付 近 に存在 す るHinfi認 識部 位 を利 用 してH吐

遺 伝子 を切 り出 し、 合 成 した オ リゴ ヌク レオ チ ドを介 してNcolで 切断 した

pKK233-2プ ラス ミ ドにinfraI聡 とな る ように連 結 した(pLIM401)。pKK233一 一2

プ ラス ミ ド中に存 在 す るBaI岨1お よびPvul部 位 でpLIM401を 切 断 し、trc

プ ロモー ターお よびTIT,タ ー ミネー ター ご とli血L遺 伝 子 を取 り出 し、

pSCIO1の 複製 開始 点 を持 つプ ラス ミ ド、p㎜19に 挿 入 した(pLIM402)。
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図5-7.lipL遺 伝 子 に対 し、 トラ ンス に作用 す る .limL遺 伝 子。
1ipL遺 伝 子(pCMY403)とlimL遺 伝 子(pLIM402)と を保 持 す る大腸 菌 につ

いて、0.5%ト リプ チ リンを含 む寒天 培地 に植 菌 し、30℃ で4日 間培 養 し、

リパ ーゼ 活性 に よる トリプ チ リンの分 解能 を調 べ た。

3.LimL蛋 白 質 の 機i能

LimL蛋 白 質 の 機 能 が 動 物 の 膵 臓 由 来 の リパ ー ゼ に 見 ら れ る よ う

な コ リパ ー ゼ(2)に 関 して 、 本 蛋 白 質 と次 の 点 で 異 な っ て い る 。

(1)LimL蛋 自 質 と コ リパ ー ゼ と は 分 子 量 が 異 な っ て い る(LimL

は 約37,000、 コ リパ ー ゼ は10,000)

(2)リ パ ー ゼP粉 末 か ら 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ

を 精 製 し た 時 、 お よ び ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た

時 、LimLに 相 当 す る 糞 白 質 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の こ と

は コ リパ ー ゼ と 異 な り、LimLは 一一一度 活 性 化 した リパ ー ゼ に

は 不 必 要 で あ る こ と を 示 して い る

そ れ ゆ え 、LimL蛋 白 質 の 機 能 は 、 コ リパ ー ゼ の よ う に リパ ー ゼ と

基 質 との 相 互 作 用 に 関 与 し て い る の で は な い 、 と 思 わ れ る 。

Pseudomonasfragiか ら も2つ の リパ ー ゼ 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン

グ さ れ 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 明 ら か に さ れ て い る(38,39)。 両 方 の

遺 伝 子 は カ ル ボ キ シ 末 端 を 除 い て ほ と ん ど 同 じ で あ り、 以 下 に 示 す

注 目 す べ き特 徴 が 見 られ た 。

(1)p§eudo皿gnζ$fragl薩i米 の リパ ー ゼ と 、Lipl、 を 含 む 他 の

Pseudomollas属 山 来 リパ ー一ゼ と の ア ミノ 酸 配 列 は38-48%

の 相 同 性 が 認 め ら れ る(第4章 、 図4-5)。
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(2)そ の 相 同 性 を 見 る と(第4章 、 図4-5)、Pseudomonasfragi

の リパ ー ゼ に は シ グ ナ ル 配 列 に 相 当 す る 部 分 が 存 在 しな い 。

(3)Pseudomonasfragiの リパ ー ゼ 遺 伝 子 は 単 独 で 大 腸 菌 に ク ロ

ー ニ ン グ さ れ 、 活 性 を 発 現 す る こ と か ら、 リパ ー ゼ 活 性 化 因

子 を 必 要 と し な い と 考 え ら れ る(37,39)。

こ れ ら の こ と か ら 、 リパ ー ゼ 活 性 化 因 子 の 機 能 は リパ ー ゼ の 細 胞 膜

透 過 に 関 与 して い る こ と が 考 え られ る 。Pseudomonascepasia由 来

の リパ ー ゼ 活 性 化 蛋 白 質(LimA)に つ い て も リパ ー ゼ の 細 胞 膜 透 過

へ の 関 与 を 示 唆 す る デ ー タ が 示 さ れ て い る(40) 。 そ れ ゆ え 、 リパ ー

ゼ 蛋 白 質(LipL)の シ グ ナ ル 配 列 を 除 い て し ま え ばLimL蛋 白 質 が

存 在 し な く て も リパ ー ゼ は 活 性 を 持 っ,て 発 現 す る の で は な い か と 考

え た 。LipL蛋 白 質 の シ グ ナ ル 配 列 を 除 く(△LipL)た め に 、点 突 然 変

異 に よ り1ipL遺 伝 子 の シ グ ナ ル 配 列 直 後 の 場 所 にNcoi認 識 部 位

を 導 入 し た(図5-5)。 次 に 、Ncol認 識 部 位 を 用 い てpKK233-2プ

ラ ス ミ ドにinframeと な る よ う △1ipL遺 伝 子 を 連 結 し(pKM423,

図5-5)、 大 腸 菌 内 に 保 持 さ せ た と こ ろ 、 寒 天 培 地 上 に お け る ト リ

ブ チ リ ン の 分 解 能 は 認 め ら れ な か っ た(図5-1)。 しか し な が ら 、

△lipL遺 伝 子 とlimL遺 伝 子 と を シ ス(pKM423)ま た は トラ ン ス

(pCMY402,pLIM402)に 存 在 させ る こ と に よ り、 リパ ー ゼ 活 性 が 認

め られ た(図5-1)。 こ の 結 果 は 、LimL蛋 白 質 に よ る 活 性 化 機 構 に

お い て 、 リパ ー ゼ の シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス 部 分 は 無 関 係 で あ る こ と

を 示 す もの で あ り 、LimLは 大 腸 菌 に お け る 蛋 白 質 膜 透 過 シ ス テ ム

に お け るSecA蛋 白 質(61)の よ う な 機 能 は 有 して い な い と 思 わ れ

る 。SecB蛋 白 質(62,63)の よ う な い わ ゆ る シ ャ ペ ロ ン 蛋 白 質 で あ

る 可 能 性 は 否 定 で き な い が 、LimLの 機 能 は リパ ー ゼ の 細 胞 膜 透 過

に あ る の で は な く、 リパ ー ゼ を 何 ら か の 方 法 で 修 飾 す る と い う 可 能

性 も考 え られ 、LimLの 機 能 を 解 析 す る 上 で 重 要 な 指 針 に な る も の

と思 わ れ る 。

Pseudomonas由 来 リパ ー ゼ と 相 同 性 を 示 さ ず 、 リパ ー ゼ 活 性 化 遺

伝 子 を 持 た な いPseudomonasfluoresence由 来 の 耐 熱 性 リパ ー ゼ
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(42)は 、 大 腸 菌 内 で 封 入 体 を形 成 す る ほ ど高 度 に 発 現 して い る

(64)。 しか し、 大 腸 菌 内 で の大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー

ゼ の 発 現 は 、lipL遺 伝 子(△HpLも 含 め て)、limL遺 伝 子 と もに 強

力 なtacプ ロモ ー ター の 支 配 下 に あ りな が ら、IPTG誘 導 後 の リパ

ー ゼ をrnitrophenylacetateの 加 水 分 解 活 性 と して
、 あ る い は

SDS-PAGEで リパ ー ゼ に 相 当 す るバ ン ド と して 検 出 で き な か っ た(未

発 表 デ ー タ)。 従 っ て 、 本 リパ ー ゼ に お け る活 性 化 因 子(1imL)の 存

在 が 大 腸 菌 内 に お け る リパ ー ゼ の 大 量 発 現 に対 して も大 きな影 響 を

及 ぼ して い る と考 え られ 、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ

を大 腸 菌 内 で活 性 の あ る蛋 白質 と して大 量 発 現 させ るた め に は 、

LimLの 機 能 を 解 明 す る と と も に 、 発 現 系 の 変 更 お よび 宿 主 菌 株 の

変 更 な ど の 工 夫 が 必 要 とな る と考 え られ る。

第4節 要 約

1.大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 し

リパ ー ゼ 活 性 発現 の た め に 必 須 の 遺 伝 子(limL)の 存 在 を見 い だ し、

そ の 塩 基 配 列 か ら そ こ に コ ー'ド さ れ て い る蛋 白質(Li皿L)を 明 らか

に した。

2.リ パ ー ゼ 活 性 化 蛋 白 質 は340個 の ア ミ ノ 酸 か ら な り、 そ の ア

ミ ノ 酸 配 列 はPseudomonascepasiaのLimA .と29%の 相 同 性 が

認 め られ 、 疎 水 性/親 水 性 の 性 質 は 全 体 を 通 して 似 て い た 。

3.limL遺 伝 子 はlipL遺 伝 チ に 対 し て 大 腸 菌 内 で ト ラ ン ス に 働

く こ と を 明 ら か に し、 他 のPseudomonas属 由 来 リ パ ー ビ活 性 化 因

子 と 同 様 の 機 構 で リパ ー ゼ を 活 性 化 して い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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第6章Pseudomonassp。109株 の 産 生 す る

そ の 他 の リパ ー ゼ

第1節 緒 言

近 年 の 蛋 白 質 分 離 技 術 の 進 歩 に よ り、 微 生 物 の 生 産 す る リパ ー ゼ

に 関 し て 、 同 一 菌 株 が 複 数 種 の リパ ー ゼ を 生 産 して い る と い う
、 い

わ ゆ る リパ ー ゼ の 多 形 性 と 呼 ば れ る 現 象 が 明 らか に な っ て き た
。

翫izopusdelemerの 産 生 す る リ パ ー ゼ がA ,B,C,3種 類 の リパ

ー ゼ よ り な る こ と が1966年 に 報 告 さ れ て 以 来(65>
、 現 在 ま で に

13種 類 の 微 生 物 か ら リ パ ー ゼ の 多 形 性 に つ い て の 報 告 が な さ れ て

い る 。 同 一 微 生 物 に よ る リパ ー ゼ の 多 形 性 発 現 の 機 構 は 様 々 で あ り

1)Rhizopusdelemerリ パ ー ゼB ,Cに 見 ら れ る 、 リ ン脂 質 結 合

の 有 無 に よ る もの(2) 、2)Rhizopusarrhizusリ パ ー ゼi ,liの

よ う に プ ロ テ ア ー ゼ に 分 解 さ れ 変 化 す る もの(66) 、3)Rhizopus

mlcrosporusリ パ ー ゼ の よ う に2種 類 の サ プ ユ ニ ッ ト(A
,B)の 組

み 合 わ せ に よ る も の(67)、4)Mucormieheiリ パ ー ゼA
,Bの よ

う に 結 合 す る 糖 鎖 の 違 い に よ る も の(34) 、5)Geotrichum

candidumリ パ ー ゼ の よ う に 遺 伝 子 そ の も の が 異 な る も の(32
,33)、

な ど の 例 が 知 られ て い る 。 こ の よ う な 同 一 微 生 物 に お け る リパ ー ゼ

の 多 形 性 は 、 微 生 物 の 生 理 学 上 の 観 点 か ら、 お よ び 酵 素 の 構 造 と そ

の 機 能 の 観 点 か ら も 興 味 深 い 現 象 で あ る 。

Pseudomonas属 由 来 の リパ ー ゼ で は ま だ 多 形 性 の 報 告 は さ れ て い

な い 。 しか しな が ら 、 本 論 文 、 第2章 の 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有

す る リパ ー ゼ 蛋 白 質 の 精 製 過 程 に お い て 、 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を

有 す る リパ ー ゼ と は 異 な る リパ ー ゼ の 存 在 が 明 か と な っ て い る
。

本 章 で は 、 ラ ク ト ン 化 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 過 程 に

お い て 単 離 した3種 類 の リパ ー ゼ 遺 伝 子 に つ い て 述 べ 、

Pseudomonassp.109株 も ま た リパ ー ゼ の 多 形 性 発 現 株 で あ る こ と

を 明 ら か に し た 。
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第2節 実験材料 お よび方 法

1.使 用 菌 株 お よび プ ラス ミ ド

第4章 第2節 に示 した と 同 じ もの を 用 い た 。

2.遺 伝 子 操 作

第4章 第2節 に 示 し た 通 り行 っ た 。

サ ザ ン ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い た32Fラ ベ ル プ ロ ー ブ は

RandomPrimerDNALabelingKit(宝 酒 造)を 用 い 、 添 付 の 使 用 説

明 書 に 従 っ て 作 成 した 。

3.エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 お よ び ラ ク トン 合 成 活 性 の 測 定

エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 に はp¶itrophenylacetateを 、 ラ ク

ト ン 合 成 活 性 測 定 に はmethylω 一hydroxyhexadecanoateを 基 質 と

し て 用 い た 。 他 は 第3章 第2節 の 通 り行 っ た 。

4.リ パ ー ゼ 蛋 白 質 の 大 腸 菌 内 で の 発 現

リパ ー ゼ 遺 伝 子 を 含 む プ ラ 琴 ミ ドを 保 持 す る 大 腸 菌JMIO5株 を

1.0%グ ル コ ー ス を 含 むLB培 地 、1Ω を 用 い て 振 盛 培 養 し た(37

℃)。 対 数 増 殖 期 後 期 に 、 遠 心 分 離(3,000×g,10min)に よ り 菌

体 を 集 め た 後 、 グ ル コ ー ス を 含 ま な いLB培 地1Ω に 懸 濁 した 。

最 終 濃 度0.5mMと な る よ う にIPTGを 添 加 後 、28℃ 、5時 間 振 盟

培 養 を 行 っ た 。 遠 心 分 離(3,000×g,10min)'に よ り、 菌 体 を 回 収

し、10m1の10耐potassiumphosphate(pll6.5)に 懸 濁 した 。

超 音 波 処 理 に よ り菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心 分 離(8,000×g,20min)で

得 ら れ た 上 清 を 粗 酵 素 溶 液 と し た 。 以 上 の 操 作 に よ り1艶 の 培 養

液(約4gの 菌 体)か ら、p-nitrophenylacetateを 基 質 と した エ

ス テ ラ ー ゼ 活 性 で 、2,000-4,000単 位 の リ パ ー一ゼ が 得 られ た 。
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5.リ パ ー ゼ の 精 製

SepharoseCL-6Bに よ る ゲ ル 濾 過 は 第2章 第2節 に 示 し た 方 法 で

行 っ た 。TSkDEAE-5PWカ ラ ム(東 ソ ー)を 用 い た 、IIPLCイ オ ン 交

換 ク ロ マ トグ ラ フ ィー で は 、 溶 出 緩 衝 液 と して10mMTEA・HCI(pH

6.5),1m瓢MgC豆,を
.用 い 、 廻aClO-0.5Mの 濃 度 勾 配 に よ り蛋 自

質 を 溶 出 さ せ た 。 蛋 白 質 の 溶 出 様 式 はUV(280nm)お よ び 螢 光

(Ex.280nm,E鳳.340nm)で 検 出 し た 。

第3節 結果 お よび考察

1.hpA遺 伝 子

(1)lipA遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

Pseudomonassp.109株 よ り抽 出 した 全 染 色 体DNAをPstiで

切 断 しpUCI9プ ラ ス ミ ドのPst1部 位 に 挿 入 後 、 大 腸 菌JM105を

形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た 組 換 え 体 に つ い て 、0.5%ト リブ チ リ ン を

含 む 寒 天 培 地 に お け る ト リブ チ リ ン の 分 解 能 を リ パ ー ゼ 活 性 の 指 標

と し て 検 索 す る 、 い わ ゆ る シ ョ ッ トガ ン ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た と こ

ろ 、 約1,000株 の 組 換 え 体 の 内 、2株 に ト リ プ チ リ ン の 分 解 能 が

認 め られ た 。 プ ラ ス ミ ドを 抽 出 し、 挿 入 断 片 の 長 さ を 調 べ た と こ ろ

2株 と も約3,5kbpの 挿 入 が 認 め られ(図6-1)、 制 限 酵 素 に よ る

切 断 様 式 が 同 一 で あ っ た こ と か ら 、 同 一 断 片 で あ る と判 断 し 、1ipA

遺 伝 子 と 命 名 し た 。

(2)lipA遺 伝 子 の 塩 基 配 列

lipA遺 伝 子 を 含 む3。5kbpのDNA断 片 に つ い て サ プ ク ロ ー ニ

ン グ を 行 い1.5kbpの 断 片 と し た(図6-1)。 こ の 断 片 に つ い て ダ
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図6-1.lipA遺 伝子の制限酵素地図。

1並ム遺伝子 をクローン化 して得 られた3.5kbpの 墨1断 片 を上部 に、サ
ブ クローニ ングによ り1.5kbpと したDNA断 片の制限酵素地 図、および塩基

配列か ら決定 したORFの 位置 を下部の図に示 した。

イ デ オ キ シ 法 に よ り塩 基 配 列 .の決 定 を 行 っ た と こ ろ 、333個 の ア ミ

ノ 酸 を コ ー ド して い る ひ と つ のORFを 見 い だ した(図6-1 、 お よ び

図6-2)。 こ のo獄Fか ら 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列(LipA)に つ い て

大 環 状 ラ ク ト ン合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ と の 比 較 を 行 っ た が 有 意 な

相 同 性 は 認 め ら れ な か っ た 。 他 のPseudomonas属 由 来 、 お よ び 他

種 由 来 の リパ ー ゼ と の 比 較 も行 っ た が 相 同 性 を 示 さ な か っ た 。 ま た

LipA蛋 白 質 の 配 列 は そ の 中 に リパ ー ゼ に 特 異 的 な 配 列 、Gly-X-

Ser-X-Gly、 を 持 っ て い る に も か か わ ら ず 、 そ の 周 辺 の 配 列 は 他 の

リパ ー ゼ と は 大 き く異 な っ て い た 。 こ の こ と は 、LipA蛋 白 質 は 他

の リパ ー ゼ と は 異 な る 反 応 性 、 あ る い は 基 質 特 異 性 を有 して い る 可

能 雪生を 示 唆 す る もの で あ り 興 昧 深 い 。
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図6-2.1ipA遺 伝子の塩基配列。

サブク向一ニ ングに より得た
一蔓必 遺伝子 を含む1,562bpの 塩基配列を示し

、塩基配列か ら予想され るア ミノ酸配列を塩基配列の下に1文 字 コー ドで示

した。最初のメチオニ ンを1と して番号を付 している
。 リパーゼに特異的な保

存領域のア ミノ酸を枠で囲んで示 し、 リボゾーム結合位置 と考え られ る部分

を破線で、終止 コ ドンの位置を星印(***)で 示 した。

'

し
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(3)LipA蛋 白 質 の 精 製

li・A遺 伝 子 産 物 を明 らか に す る た め1・、liめA遺 伝 子 を 保 持 す る

大 腸 齢105を 培 養 し・IPTGに よ り遺 伝 子 の 発 聯 導 し子 得 ら
.「・

れ た 菌 体 抽 出 液 か ら・L'・A蛋 白 質 の 精 製 を そテマ た ・ はbめ ζ 煉 ∵

状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ 蛋 白 質 と 同 様 に 、 等 電 点 電 気 泳 ヒ

動 に よ る 分 離 を 試 み た が 、AmpholineがLipA蛋 白 質 を 不 可 逆 的 に
,

阻 害 した こ と か ら(未 発 表 デ ー タ)、 粗 酵 素 溶 液 に 対 し そ の ま ま

SepharoseCL-6Bに よ る ゲ ル 濾 過 を 行 っ た(図6-3) 。 こ の 時 点 で 、'

E
=
§

<

15

董0

5

0 50100

Fractionnumber

60

(
鞘馨

莞

コ
)
》
ξ

旧"8

0

0

縄U

ヒ0

4

3

①
gり
⑩
」
Φ
お

山
20

m

151

図63.LipA蛋 白質の ゲル 濾過 ク ロマ トグ ラフ ィー。

SepharoseCL-6Bカ ラムか ら溶 出 し、10m1ず つ 分取 した各 フ ラク シ ョンに

つ いて、280nmに お け る吸 光度 、 お よびp-nitrophenylacetateを 基質 と し,

たエ ス テラーゼ 活 性 を測定 した。一〇 一〇 一,㍗A280nm;一 廿,エ ステ ラーゼ

活 性。
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ヂ 冬、テ ラ ー ゼ 活 性 画 分 に 対 し てSDS-PAGEを 行 っ た と こ ろ 、LipA

蛋 白 質 と 思 わ れ る バ ン ドが 得 られ た(図6-4)が 、 ま だ 多 くの 蛋 白

質 を 含 ん で い た 。 次 に 、DEAE-5PWカ ラ ム を 用 い た 、HPLCイ オ ン 交

換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 行 い(図6-5)、 得 られ た 各 ピ ー ク に つ い て

エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 活 性 の 認 め ら れ た ピ ー ク を 分 取 し、

SDS-PAGEを 行 っ た と こ ろ(図63)、 明 ら か に 一 本 、 主 要 な バ ン ド

グ 認 め られ た 。 こ の バ ン ドか ら蛋 白 質 の 分 子 量 を 求 め た と こ ろ 、 約

38,000と な り、 塩 基 配 列 か ら 求 め た 分 子 量 、36,000と ほ ぼ 一 致 し

た 。 よ っ て 精 製 した 蛋 白 質 は 、LipAで あ る と 結 論 した 。

kd「

§江,
43一 ㍉

備,_言

ll‡訓 コ
M123

図6-4.LipA蛋 白 質 のsDs-PAGE。

各 精 製 段 階 に お け るLipA蛋 白 質 に つ い て 、 濃 度 勾 配4-20%の ポ リア ク

リル ァ ミ ドゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 い 、CoomassieBrilliantBlueG-250

で 染 色 し、 蛋 白 質 を検 出 した 。1ane1 ,精 製 前 の 粗 酵 素 溶 液;lane2 ,S
epharoseCL-6B後 の リパ ー ゼ 溶 液;lane3DEAE5PWHPLCで 精 製 した リパ

ー ゼ;M
,分 子 量 マ ー カ ー 蛋 白質(phosphorylaseb

,Mr=94,000;bovine

serumalbumin・Mr臨67・000;ovalbumin
,Mr竃43,000;carbonicanhydrase,

翫==30・000;soybeantrypsin量nhibitor
,1晩=20,000).
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図6-5.DEAE5PwHPLcを 用 い たlipA蛋 白質 の精 製。

ゲル 濾過 後 の リパ ーゼサ ンプ ル につ い てDEAE5PWカ ラム を用 い たHPLCイ

オ ン交換 ク ロマ トグ ラ フ ィー を行 った。 溶 出 され た蛋 白質 は、280nmに お け

る吸光 度 で検 出 し、 各 ピー クご とに分取 した。各 画分100μ1に 対 して、

p-nitrophenylacetateを 基 質 と して エス テ ラーゼ活 性 を測定 し、 反応 に よっ

て 得 られ た2¶itrophenolの 量 を400nmに お け る吸光 度 と して、 図 中に棒

グ ラフで示 した。 図 中の 実線 は280nmに お け る吸 光度 を、 破線 はNaC1の 濃

度勾 配の 様式 を示 す。

(5)LipA蛋 白 質 の 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能

SepharoseCL-6Bに よ る ゲ ル 濾 過 後 の 粗 精 製 リパ ー ゼ(エ ス テ ラ

ー ゼ 活 性 で1 ,000単 位)を 用 い て 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 調 べ た

と こ ろ 、methylω 一hydroxyhexadecanoateを 基 質 と し た 検 出 系 で

は ラ ク ト ン 合 成 活 性 は 認 め られ な か っ た 。 従 っ て 、LipA蛋 白 質 は

短 鎖 エ ス テ ル の 加 水 分 解 能 を 有 す る が 、 大 環 状 ラ ク ト ン合 成 能 を 持

た な い リパ ー ゼ で あ る こ と が 明 か と な っ た 。
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2.1ipB遺 伝 子

(1)1ipB遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

旦 饅 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に は 、EcoRI処 理 し た 全 染 色 体DNA

を 用 い た 点 を 除 き 、lipA 、遺 伝 子 の 場 合 と 同 様 の シ ョ ッ トガ ン ク ロ

ー ニ ン グ を 行 っ た と こ ろ
、 約2,000株 の 組 換 え 体 の う ち 、 寒 天 培

地 上 で ト リブ チ リ ン を 分 解 し う る2株 の 組 換 え 体 を 見 い だ し た 。

こ の2株 に つ い て プ ラ ス ミ ドを 抽 出 し 、 挿 入 断 片 の 大 き さ を 調 べ

た と こ ろ 、 ひ とつ の 株 に は2.2kbp(図6-6) 、 も う 一 方 の 株 に は

pUY202.2kbp

EcoRISmaIKpnIBamHISalISmalPstlSphIEcoRl

/ ＼＼/錘 」.
lipB 9・・e1368bp灘

TG

・55・ …1謡35b
p

TGA
100bp
ト→

図6-6.1ipB遺 伝 子の 制 限酵 素地 図。

ク ロー ンニ ング に よ り得 られ た2.2kbpのEcoRl断 片 の 制 限酵 素地 図、 お

よび 塩基 配 列か ら決 定 した1ipB遺 伝子 を コー ドす る02Fの 位 置 を示 した。
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9.Okbpの 挿 入 が 認 め られ た(未 発 表 デ ー タ)。9.OkbpのDNA断

片 中 に は 、3.5kbpの 墨1断 片 が 含 ま れ て お り、 そ の 制 限 酵 素 地

図 がlipA遺 伝 子 と 同 じ で あ っ た こ と か ら(未 発 表 デ ー タ)、lipA

遺 伝 子 で あ る と 判 断 した 。 一 方 、2.2kbpの 断 片 は 、 大 き さ お よ び

制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン がlipA遺 伝 子 と は 明 ら か に 異 な っ て い た の

で 、lipB遺 伝 子 と 命 名 し た(図6-6)。

(2)hpB遺 伝 子 の 塩 基 配 列

1ipB遺 伝 子 の2.2kbp、DNA断 片 に つ い てPstlで 切 断 し、1.6

kbpの 断 片(図6-6)と し て も リパ ー ゼ 活 性 は 失 わ れ な か っ た の で 、

こ の1.6kbp断 片 に つ い て 塩 基 配 列 の 決 定 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

図6-7に 示 す よ う に455個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ドす るORFを 見 い

だ し た(LipB蛋 白 質)。 他 の リパ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 を 行 っ

た が 、LipL、LipA蛋 白 質 を 含 め て 有 意 な 相 同 性 は 全 く認 め られ な

か っ た こ と 、 お よ びLipB蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に は リパ ー ゼ に

特 異 的 な 配 列 は 存 在 しな か っ た(図 ぴ7)こ と か ら 、 本LipB蛋 白

質 は 、 従 来 ア ミ ノ 酸 配 列 が 明 ら か に さ れ て い る リ パ ー ゼ と は 全 く異

な る リパ ー ゼ で あ る と 考 え られ る 。

(3)LipB蛋 自 質 の 精 製

LipA蛋 白 質 を大 腸 菌 内 で 発 現 させ た 際 と同 一 の 方 法 に よ り、1

豆 の 培 養 液(約4gの 菌 体)か ら 、2,000-4,000単 位 の エ ス テ ラ

ー ゼ 活 性 を 持 つLipB蛋 白 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き た
。 但 し、 宿

主 菌 株 と し て はE.coliJM105よ り も、E.colic600(F一thi-l

leuB61acYltonA21supE44λ 一McrA-McrB+)の ほ う が 常 に20-

30%高 い リパ ー ゼ 活 性 を 示 した た こ と か ら(未 発 表 デ ー タ)、LipB

蛋 白 質 の 発 現 に つ い て はE.colic600を 使 用 し た 。

一一59一



2

7

一

2

騨

1

8

5

6

0

2

1
・

5

一

一

　　榊麟　A　
…

U

期

㏄

瓢

　
　…

㎝

黙

RTAS

℃

S

I

TAAP

r

V

G

T

㎜

・

阻

工

㎜

・

㎝

・課
ハ

　儲
鷹

A

ぬ

y

1鰐

L

T

7
`

一

3

5

2

7「

DG

L

㏄

s

㎜

、

　

…糟　　 2
一
1
0
3
0司

　
…珊　 7

噌

8

〔
」

3

2司

cG

w騨　…　　
.
幾　
…
U㎜
陥

　
…
㏄燃

居
.

㎜
・
㎜
.囲響

264

珊
L
　
…

　
…羅堅

㎜
四

　
…
m
L
㏄
?澱㎜ 層

7

讐

0

3

5

5

5

7

　

コ

一

一響　
…
　
…
聡㎜凹

1㏄

T

㎜

田
響
.
㏄

冊

F
.
、

AI.ΨA

㎜ 　
.

㎝㎜G

S

凱α

v

2　6℃1

　　　㎜齢
・
.
㎜

L

　
闇002一LLRATTSΩSDAADLLAHS.ΩTQEGA

7
一
8
5
rO
2遡
　
…

　
…

　
…　

　

n

GG

℃

㎝

T

㎜

・

2

曽

6

0

7

52響
囎

・

1㎜

囲

㎜

・

-

L撃冊
㎝

L

瑳

F

α込

D

鳳

p

就

w

燃oσ

R

㏄

s

㎝M

N

㎜

R

㎝

D

I

L

㈹

s

㎜

・

㏄

s

㎜

・

7

一

2

一

つ
」

5

1

0

8

7

9

0

2

「」

}

印

　
…
　
…

A
㎜
A黙

　
…
　
…

冊
.野黙灘

㎜
v

糟

一60一

φ



7

葡

2

8

5

.
6

.

9

2

0

3

1

卿

幅
.
・警

㎜

L

工冊

.

ハ

Y

1

1　　　 ㎜
………一目

贈50弓

碍

L騨　
…

　
…
㎜
…　野

　
…

Go
A

37

ト

糟　
㏄

A糟丁　…
2

一

1

0

.
へ∠

.0

1

4

.

.

聯讐　…難糟撒
騒

D

脱

F響
幽

▽

蟷

・

江"

D

.
7
.
「

8

5

2

2

1

4

c

一

㎜

D

㎝
.
」

.
㎝

L

.

㎝

η

㎝

D

㎝

L

.
㎜

D

⊥

V

鵬

・謄
蟻

超

筑

糟器
く餓

E

cG

髄
脇

p

㏄～

1

ω

-

U

L

肌㎝

。

燃

D

槻

・

2

一

7

葡

2

7

7

36

50

43

55

51

58

63

1

4

1

4

1

1

1

.鋤蕊

　
鑑
瀧
脇
㎝慧

槻

鵬

罵難

慧∫
　
　難
図6-7.lipB遺 伝子 の塩 基配 列。

サ プ ク ローニ ングに よ り得 たlipB遺 伝 子 を含 む1,637bpのPstl断 片 に

っ いて塩基 配 列 を示 し、塩 基配 列 か ら予想 され るア ミノ酸配 列 を塩基 配 列の下

に1文 字 コー ドで示 した 。最 初の メチオ ニ ンを1と して番 号 を付 し、終 止 コ

ドンの 位 置 を星 印(***)で 示 した。

LipB蛋 白 質 に もLipA蛋 白 質 と 同 様 にAmphqlineに よ る 不 可 逆 的

な 失 活 が 認 め られ た の で 、 精 製 の 第一 段 階 と してSepharoseCL-6B

に よ るゲ ル 濾 過 を行 っ た(図6-8)。 エ ス テ ラー ゼ 活 性 の 認 め られ た.

画 分 をSDS-PAGEに よ り調 べ た と こ ろ 、 ま だ 多数 の バ ン ドが 認 め ら

れ た(図6-9)。DEAE-5PWカ ラ ム を 用 い た 、HPLCイ オ ン 交 換 ク ロ マ.
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図6-8.LipB蛋 白質 の ゲル 濾過 ク ロマ トグ ラフ ィー。

.SepharoseCL-6Bカ ラム か ら溶 出 し、10mlず つ 分取 した各 画 分 につ いて、

280㎜ に おけ る吸光 度 、 お よびp-nitrophenylacetateを 基 質 と したエ ス テ

ラーゼ活 性 を測 定 した。一●一Gト,A280nm;一 ▲一 ★ ・,エ ス テラ ーゼ活 性。
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トグ ラ フ ィ ー に よ る 分 画 を 行 い 、 各 ピ ー ク に つ い て エ ス テ ラ ー ゼ 活

性 を 測 定 し、LipB蛋 白 質 を 特 定 し た 。 図6-10に 示 し た.エ ス テ ラ

ー ゼ 活 性 を 有 す る ピ ー ク を 分 取 し、SDS-PAGEを 行 っ た と こ ろ 、

(図6つ)一 本 の 主 要 な バ ン ドが 現 れ た 。

kd「

t

94づ 砦

麗1=誌
i.篇1

30十 新

20}議 卜一 ト

Ωo

Ω.・一ぐ ■■ ・鰯

」

M123

図6-9.LipB蛋 白 質 のsDs-PAGE。

各 精 製 段 階 に お け るHpB蛋 白 質 に つ い て 、 濃 度 勾 配4-20%の ポ リア ク

リル ァ ミ ドゲ ル を用 い て 電 気 泳 動 を 行 い
、CoomassieBrillianしBlueG-250

で 染 色 し、 蛋 白質 を検 出 した。lanel ,精 製 前 の 粗 酵 素 溶 液;lane2,

SepharoseCL-6B後 の リパ ー ゼ 溶 液;1ane3DEAE5PWHPLCで 精 製 した リパ

ー ゼ;M
,分 子 量 マ ー カ ー 蛋 白 質(phosphorylaseb

,Mr=94,000;bovine
se「umalbum五n・Mr=67 ・000;ovalbumin,Mr=43,000;carbonicanhydrase

,MF
=30 ・000;soybeantrypsininhibitor ,臨=20,000).
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図6-10.pEAE5PwHPLcを 用 いたLipB蛋 白質 の精 製 。

ゲ ル濾過 後 の リパ ーゼ サ ンプ ル につ いてDEAE5PWカ ラム を用 いたHPLCイ

オ ン交換 ク ロマ トグ ラフ ィー を行 った 。溶 出 され た蛋 白質 は、280nmに お け

る吸 光 度 で検 出 し、各 ピー ク ご とに分 取 した。各 画 分100μ1に 対 して、

倉n玉trophenylacetateを 基質 と してエ ス テ ラーゼ 活性 を測 定 し、反 応 に よっ

て得 られ たp¶itrophenolの 量 を400nmに お け る吸 光度 と して、 図 中に棒

グ ラフで示 した。 図 中の実 線 は280nmに おけ る吸 光度 を、 破線 はNaC1の 濃

度 勾配 のパ ター ンを示 す。

(4)tipB蛋 白 質 の 大 環 状 ラ ク トン 合 成 能

Sepharo忌eCレ6Bゲ ル 濾 過 後 の 粗 精 製 リパ ー ゼ 、 エ ス テ ラ ー ゼ 活

性 で1000単 位 に つ い てm就hy1ω 一hydroxyhexadecanoateを 基 質

と し、 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 調 べ た が 、 ラ ク ト ン 合 成 活 性 は 認 め

ら れ な か っ た 。 従 っ て 、LipB蛋 白 質 は 、LipA蛋 白 質 と 同 様 に 短 鎖

エ ス テ ル の 加 水 分 解 能 を 有 す る が 、 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 持 た な

い リパ ー ゼ で あ る こ とが 明 か と な っ た 。
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3.1ipc遺 伝 子

(1)lipc遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

lipL遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ の 過 程 に 際 して 、Pseudomonassp.

109株 染 色 体DNAで は 約3kbpの 位 置 に 合 成 プ ロ ー プ が ハ イ ブ リ

ダ イ ズ す る こ と は す で に 述 べ た 。 こ の3KbpのPstl断 片(第4章

図4-1)に 相 当 す るDNAを 、pUCI9プ ラ ス ミ ドに 連 結 後 、 大 腸 菌

JM105を 形 質 転 換 し て 得 ら れ た の がlipc遺 伝 子 で あ る 。

約2,000個 の 組 換 え 体 の な か で 、1株 に だ け 、 ト リ プ チ リ ン を 含

ん だ 寒 天 培 地 に お け る ト リプ チ リ ン の 分 解 能 が 認 め ら れ た の で 、 こ

の 株 か らプ ラ ス ミ ドを 抽 出 し 、 挿 入 断 片 に つ い て 調 べ た(図6-11)
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図6-11.1ipc遺 伝 子の 制 限酵 素地 図。

ク ロー ンニ ング に よ り得 られ た3.1kbpDNA断 片 の 制 限酵 素地 図 、 お よび

塩基 配 列 か ら決 定 したlipC遺 伝子 、 お よびlimC遺 伝 子 を コー ドす る0即

の位 置 関係 を図 示 した。3.lkbpの 断 片 をPstlで 切断 し、 得 られ た それ ぞれ

の断 片 を持 つ プ ラス ラ ドを構 築 し、 大 腸菌JMIO5に 形 質転 換 し リパ ーゼ 活 性

を調 べ た。 図 中のPはlacプ ロモ ー ターの 位 置 を示 す。 プ ラス ミ ドを保持

す る大 腸菌 を0.5%ト リプ チ リン客含 むLB培 地上 に植 菌 し、30℃ 、4日 間

培養 を行 い、 コ ロニ ーの 周 りの トリプ チ リンの分 解 が認 め られ る もの を"リ パ
ーゼ+" 、認 め られ な い もの を"リ パ ーゼ ー"と 判断 した。
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と こ ろ 、3.1kbpの 挿 入 断 片 はE§Uに よ り、0.8kbpと2.3kbp

の 断 片 に 別 れ た が(図6-ID、 ど ち ら の 断 片 も リパ ー ゼ 活 性 の た め

に は 必 要 で あ る こ と が 判 明 した 。 本3.1kbpの 制 限 酵 素 地 図 は 、

1ipA、lipB、 お よびlipL遺 伝 子 と 異 な っ て い た こ と か ら 本 遺 伝 子

をlipC遺 伝 子 と 命 名 し た 。 本1ipC遺 伝 子 は 、Pstl部 分 分 解 物

の 大 き さ が 、 た ま た ま3kbpで あ っ た た め に 取 得 で き た もの で 、

全 くの 副 産 物 と し て ク・ロ ー ン さ れ た 遺 伝 子 で あ り、lipC遺 伝 子 は

合 成 オ・リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに 対 し て ハ イ プ リ ダ イ ズ し な か っ た(図6一

12)。

姻山　〃

く
α
=

臼
で
三
工
べ

」
ユ
=
＼…　"kbp
恥 ∬
4.4一_O

コ ロ コ ロ　コロ

2.3一 一

2.0ノ

0.6一

　
遷

ユ、

Iane1234567891011

図6-12.各 リパ ーゼ遺 伝 子の サザ ンハ イプ リダ イゼ ー シ ョン。

lipA遺 伝子 を保 持す るp田1(3.5kbp)お よびpuY50(9.okbp)プ ラス ミ

ドをPstl(1ane1,7)お よびEcoR【(lane2,8)で それ ぞれ切 断 し、1ipB

遺 伝子 を保持す るpUY20(2.2kbp)プ ラス ミ ドをEcoRIで 切断(lane3,9)、

lipC遺 伝 子 を保持 す るpUY30(3。1kbp)プ ラス ミ ドをEcoRlとHindlllで 切

断(lane4,10)、lipL遺 伝 子 を保持 す るpUY40(6.OKbp)プ ラス ミ ドを

Smalで 切断 し(1ane5,ll)、 分 子景 マー カ ーの λ一Hind挺i(1ane6)と と もに

LO%ア ガ ロー スに よる電気泳 動 を行 い、 エチ ジウムプ ロマ イ ドで 染色 した

(lanel-6>。 ナ イ ロ ンメ ンブ ラ ンにDNAを 固 定 した後 、32Pで 末 端 ラベル し

た合成 オ リゴヌ ク レオ チ ドプ ローブ(第4章 第3節)と ハ イブ リダイ ズ させ た。

非特 異的 に結 合 したプ ローブ を洗 浄 し除 いた後 、X線 フ ィル ムに感 光 させ た

(一80℃,1時 問,1anc7-1D。
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(2)1ipc遺 伝 子 の 塩 基 配 列

lipC遺 伝 子 の3」kbpのDNA断 片 に つ い て 、ExonucleaseIll

に よ り欠 失 さ せ る こ と は 、 ど ち ら の 方 向 か ら も ほ と ん ど 行 う こ と が

で き な か っ た た め 、3.lkbp全 長 に つ い て 塩 基 配 列 を 決 定 し た と こ

ろ 、 図6-ll、 お よ び 図6-13に 示 し た よ う に 、2つ のORFを 見

い だ し た 。 上 流 のORFは291個 の ア ミ ノ 酸 を 、 下 流 のORFは 最

大 で574個 の ア ミ ノ 酸 を そ れ ぞ れ コ ー ド し て い た 。 そ れ ぞ れ 単 独

で は リパ ー ゼ 活 性 を 示 さ ず 、2つ のOFRが 必 要 と い う 点 か ら 、

lipL-11巫L、 お よ びPseudomonascepasiaのlipA転limA(40)'と

類 似 し て い た 。lipC遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 に は リ パ ー ゼ 特 異

的 保 存 配 列 が 存 在 せ ず 、 他 の リパ ー ゼ と の 比 較 で は 有 意 な 相 同 性 を

全 く示 さ な か っ た 。1imC遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て も、limL、

Pseudomonascepasia由 来 のLimA(40)、 お よ びPseudomonassp .

KWI-56由 来 のAct(41)と は ま っ た く相 同 性 は 認 め ら れ な か っ た 。

4.Pseudomonassp.109株 由 来 リパ ー ゼ の 多 形 性

Pseudomonassp.109株 は 少 な く と も4種 類 の リパ ー ゼ 遺 伝 子

を 保 持 し、 少 な く と も2種 類 の リパ ー ゼ を 生 産 し て い る(第2章)

と い う 点 で 、 リパ ー ゼ の 多 形 性 を 示 し た 。4種 類 の リパ ー ゼ 遺 伝 子

(lipLlipA、1ipB、 お よ びlipc)相 互 間 に 相 同 性 が 認 め ら れ な い

こ と は 、1)4種 類 の リパ ー ゼ 遺 伝 子 を そ れ ぞ れ プ ロ ー プ と して 、

Pseudomonassp.109株 染 色 体 に 対 し、 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

行 う と 、 そ れ ぞ れ 異 な っ た 位 置 で の み ハ イ プ リ ダ イ ズ す る こ と(図

6-14)、2)塩 基 配 列 、 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ

り解 析 し て も リパ ー ゼ 遺 伝 子 相 互 間 の 相 同 性 は 傘 ぐ認 め ら れ な い こ

と 、 か ら 明 ら か で あ る 。 従 っ て 、Pseudomonassp.・109リ パ ー ゼ の

多 形 性 は 、 異 な る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド され て い る と い う 点 で は 、

塾trich里 ⊆andidumリ パ ー ゼ汐)}夢形 彬(32,33)と 同 じで あ る が 、、

遺 伝 子 間 に 州 同 性 が 認 め られ な い と い う点 で 異 な っ て い る 。
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■

CGCTGGTTCGAGAGCATTCGCCA23
GCG了1℃CqGCGACGCAACGCGCCTATCGTT覧PGG'rGGAGCGCATCAATCCGCCGCAG「rAGCG83

GGTCCCGAGCCGGCCTGCGGACGTCCTCGCGGACGATCGCAGGCGGAGCTTGCGCAGCCC143

TGCGCTCCTCACTAACGTAGCGCCTCTCGACGCGACCACTCCCGCAGGAGCCCCCACCCC203

ATGGCCTCGCCAGCCTTCATGCGTTTTCAACCCCGTTGCGGCGCCGCCGCGGCCTTCGGC263

MASPAFMRFQPRCGAAAAFG-20-

ACCCTCCTGGGCCTGGCCGGTTGCCAGTCCTGGCTCGACGATCGCTAC6CCGACAGCCTG323

TLLGI.AGCQSWLDDRYADS五 一40-

CCGCCGACCTC.CGGCGTGCAACCGATCAAGGGCCTGGCGCAAAACGTATCGATCCGGCGC383

PPTSGVQP工KGLAQNVSIRR -60-

AACGCGCTGGGCATGCCACTGATCGAAACCGGCACCTTρCA`rGACGCGTTGTTCGCCCTG443

NALGMPLIETGTFHDALFAI」 一80 -

GGCTACGTACACGCCTCCGACCGCCTGAGCCAGATGGTCAGCCTGCGCCTGCTGGCCCAG503

GY▽HASDRLSQMVSLRI 、LA .Q-100-

GGACGGC「11GGCCGAGATGGTCGGCCCCGGCGCGCTGGAGATCGACCGTTTCATGCGTACC563

GRLAEMVGPGAI、 ,EIDRFMRT-120-

GTGAACCTGCGCCAGGCCGCGGAGA「rGGAGTACAGGAACGCCTCGCCGCGCCTGCAACGC623

▽NLRQAAEMEYRNASPRLQR -140一

'rTcTTcGAGG'rcTAcGcGcGcGGGGTcAAcGccTAcdTGTATcGcT
ATcGcGAcAAGcTG683

FFEVYARG▽NAYLYRYRDIく1 、 一160-

CCGATGGACCTGGCCCAGTCCGGCTACCGTCCGGAATACTGGAAGCCCGAGGACTCGGCG743

PMDLAΩSGYRPεYWKPEDSA -180-

CTGGTCTTCGCCCTGCTCAACT「1℃GGCCTGGCGGTGAACCTGCAGGAAGAAATCGCCTCG803.

1、VFALLNFGLA▽NLQEEI.AS -200-

ClrGACGCTCGCGCATAAGGTCGGCAGCGACAAGCTGGCC`rGGCTGACGCCGACCTATCCC863

LTLAHKVGSD
.KLAWLT.P「rYP-220-

GACGAAAACCTGCCGTTCGACGAGGCGGAAAAGCTCAAGGGCCTGCGCC士GGACGGGCAG923

DEN

.LPFDEAEKLKG・R.・DGQ-24・ 一

GTTCCCGGCCTCGCGGGCGTCGAGGGCGCGGCGCGGCAGGTCGCAGCGCTGAGCATGCTC983

VPGLAGVEGA.ARQVAALSML -260-

GGGGTCGCCGCCTCGAACAACTGGGCTATCGCGCCGCAACGCAGCCGCAGCGGCAAGAGC1043

GVAASNNWAIAPQRSRSGKS -280-

CTGATGGCCAACGACACCCA6CTGCCGCTGAGCTAGCCGTCGGTGTGGAACTACGTGCAG1103

L酪4ANDTHLPLS★ ★☆ 一291一

判噂鳳一Lip帥3MELRA -5一

鞠 リレLim -3
ATCCGCTCGCCCAAGTA.CCAGGCCGCGGGCG`王 閣ユ,TCCATCGCCGGτCTGCCGGGCGTGGTG1163

DPLAQVPGRGRFHRRSAGRG -25-

GCGGGCTTCAACGGCハAGCTGGCCTGGGGCATGACCAT(;GTCCTGGGCGACAACCAGGAT1223

GGI、.QRΩAGLGHDHGPGRQPG -45-

CTCTACCTGGAACAG曳1TGCGACGCCAGGGCAACCGGCTCTATTACCTGGCCGACGGCAAG1283

SI.PG里1▽ATPGQPALLP .GRRQ-65-

TGGCAGCCAACCCGCGAACGCCAGGAAACCTTCTTCATCAAGGGCCAGCGGCCGATCCGC1343

VAANPRTPGNLLHQGPAADP -85一
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倉Ac倉Tc言TC言AG貫cG£「G貰CG衰TG盒AG含Gc賃GC置Ac費GA早rGgCC=AC言G響r霧AG」ll三.
.

£AG薯AA雪CC費AC合みG合CC言丁6薯AC費GC霊TC雪TC=IC實AC言TG写CGIG警G念CC盒 ・r.111三

食Al£AGぎCC雪TC實AC實CC合CC言GC實A讐C養C轡 ・階 ・C實・1写・C貫lr」ll三

費Ac費AA妻AG貫Ac含Tc養Gc三GG£AG言Tc含cr費Gム審Gc霊《TぎcG登Ac野G言A・ 嚢rをξ¢T.}ll三.

GGCC・GC・GCCC・CCCC・GGC・GGGACGGCCGC・ACGAC・6GG…1GGC宙 ・TGCCG・CCCβ17・3

WPAALPWL
..ρ.RPLR・G・LC.、R.P ..・2・5.・

ATcc画 ⊥℃cAcccGTccGAccGAAGcccGcAGcAGG(」cTGGcTGGGI⊥IAc¢GcごAAcとAc.とqq1763

D .PPPV∵KPA.AGLAGY.RQ・

.・..r.・221・:

ACCG…GCAGCCCGGC・ ⊥,ACGGCGCCCAqTTG・ ・℃CAムCTCCTGGTACTACCCGGAGCGCGCC1823

HR'.AA層RLRRPVVQL・VLpG
..AR .・.2.45=..

GAGCGCATCGCC¢AGCTCGCCGGTGCCAGCAAGAGCCACGACACCCAGAGCATGATdCGC1893

RAH

.RP.ARRC.QQEρR置1・EIID...P.一265一.

・・GCAG・ACGACC・GACd・CGC・GTTCGTCGCC・AG・TGCAAGCC麺 …CGAd義 ・・CCC.19・3

HAVRPDLA.VRRQVASHVRQ.
.・7385∵

GGCATGGCGCTGCCGCTGCGCCAGGCCATCGACGCCTT6CCGGAdGCGCAACGCAGCCGG2003

RH .『AAA
.APrHRRLAG.GA.・Q.P一 ・・5.一

GCGCGdGAGGCCTACGACCGGCTGATGGCGTTCGACGGCAA6CTGACAGCCAGCTCCAGC2063

Gみ βGLRPADGVRRQ《 ・ ・Q・Q

二325一.

GACGCCGCGCTGTACGGCGCCTTCCTCCACGAGAGCGCCAGGCAGムTATTCCTCGACGAG212.3

RRRAVRRLPPRERQA.DIPRR -345-

cTAGG春ccGGAGGACGGCCc曽GCCTGGAAAGcCTTCGTCGAGAccGCcAACcTCTCCTAC2183

ARTGG翠PC 、 平ESLRRDRΩPLL-365-

TCGGCGCAAGCCGACCACCTGCTCGG6CGCGACGACAGTCCGTTCTGGGAdGATACCCGC2243

工、GAS.RPPARARRQS▽LGRYP -385一

含CTぎC『貫AG金AG暑AGεAC合AG貫CG含CA爵TC言TC賃CG£IC合GC言TC餐CC食Cl養CC言TG呂AG -llll.

写TC雲GC嚢AA箒Ag£GA累TGgGG倉GC費 タG£GC合AG8CC言GG又AA露GGきGC合AG又 丁・£・・合CC-lll三

TAρGAATGGCAGAGCGACAGCTCGAAAATGGCCCCCTACCTGGGCGCCGGCGAGCCGGCと2423
.LRMAE

RQLENGPLPG'RRRAG .一44与 一

GGACTCGGCGCGATCAAGGGCTArrCTCGATCGCGGACCCTCGACGCCCGCGAGGCCGGGA2483

R?RRDΩGLS
.RSRTLDAREAG-465-

ACC・PGCCCGTCCAGGCGCAGGCCCTTGAGCTTTTCCGCCTCGTとGAACGGCAGGTTTTCG2543

NLPVQ .AQAL
.ELrRLVE.RQ・.・ .一485-

TCGGGATAGGTCGGCGTとAGCCAGGCCAGC・TGTCGCTGCCGACCT・A・GCGCGAGCGT¢26・3

VGIGRRQ .PGQL▽AA
、DLMR・:R…5・5..一

AGCGAGGCGATTTC・r・ 士CGTCGACT瑳1CGGCCAGAGCGAACCGATGATCGGCGTGAACAGCA2663

QRG「 〕FFVDFGQS.1i:P凹 」..GVNS一 一525.
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GCGGCCAATCCGGCAATCCGGCCAGCCCGCACユ1ACGCCGACGGTATCG〈CGCCTGGCTCA2723

SGQSGNPASPHYADGIDAWI」 一545-

AGGGGCGCTACGTCAGCTTCCCGTTCCAGCC八CAGAACCTCGATCGCGTTTACGGCAACA2783

KGRYVSFPFQPQNLDRVYGN-565-

AGCGGCTGACGCTCACTCCCGC「rCGCTGAACGG八CGGCGCGGハACTTTCCTCCGCGCCGT2843

KRLTLTPAR☆ ☆★ 一574一

GGCTCTGAACAGCCGACτ11TACTCC△TGATCA「11CTTCAGGGCGTCCTTCCGGハCGCCC「1'「1℃2903

TTTTATCCCCCTCCCGGAA△GCCTCCGTTTTCTCGAAAGCCCGGGCACGGGATCGAACCG2963

ATCTC△CTCCTCTCCGGCCTCTTCCACGGGCGCCACCAGCGCCGGACCAGCCAGTCCGTC3023

GGCAGGCTCTTGCTGGCGCGGGCACCGAGCAGCTTGAGTTGCTCGCTGCGAC「11GATCAGG3083

TTGCCACGTCCCTCGGTGAGCT「rGTTGCGCGCCGCGGCATAGGCCTTG「1℃CAGTTGCTGC3143

AG3145

図6-13.旦 凶3遺 伝子お よび 旦些 遺伝子g)塩 基配列。

lipC遺 伝子お よびlimC遺 伝子 を含む3.1kbpのDNA断 片につ いて塩基

配列を示 し、塩基配列か ら予想 され るア ミノ酸配列を塩基配列の下に1文 字

コー ドで示 した。どち らの遺伝子につ いて も最初のメチオニンを1と して番

号を付 し、終止 コ ドンの位置を星印く***)で 示 した。
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図6」4.各 リパ ーゼ 遺伝 子 をプ ロープ に用 い たPseudo㎜nassp.109株 染色

体 に対 す るサ ザ ンハ イブ リダ イゼ ー シ ョン。

Pseudomnassp.109染 色 体5μgをPsti、Sallお よびSmalに よ り完全

に切断 し、1.0%ア ガ ロー スに よる電気 泳動 を行 った後 、 ナ イ ロ ンメ ンプ ラ ン

にDNAを 固定 した。lipA遺 伝子 の1.5kbp断 片、lipB遺 伝子 の1.6kbp断

片、lipc遺 伝 子 の3.1kbp断 片、 お よびlipL遺 伝 子の2.2Kbp断 片 を、 ラ

ンダムプ ライマ ー を用 いて32Pで ラベル した もの をそれ ぞれプ ロープ と し、染

色 体DMと ハ イプ リダ イズ させ た 。 メ ンプ ラ ンか ら非特 異 的 に結 合 したプ ロ
ーブ を洗 浄 に よ り除 い た後 、X線 フ ィル ム に感 光 させ た(一80℃,1時 間)。
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Pseudomonassp.109株 が リパ ー ゼ'を 多 形 生 産 す る 生 理 学 的 意 味 、.'

お よ び そ れ ぞ れ の リパ ー ゼ が 持 つ る 基 質 特 異 性 あ る い は 反 応 特 異 性

は 興 味 の 持 た れ る 問 題 で あ る 。 現 在 、 広 い 意 味 で の リ パ ー ゼ は 、 蝕

媒 す る 基 質 の 違 い に よ り 、EC3.1.13triacylglycerollipase(奉,

統 名 、triacylglycerolacylhydrolase)、EC3.1.1341ipoprotein

lipase(triacylglyceroproteinacylhydrolase)、EC3・1・1・23

monoacylglycerollipase(glycerolmonoesteracylhydr61ase)・`

お よ びEC3,1.1.269・lact・lipase(2,3-di-0-acyレ1-0一(β 一D一 ∴

galactosyl)一D-glycerolacylhydrolase)・ に 分 類 さ.れ て い る1ρ5.)・

こ れ ら に エ ス テ ラ ー ゼ で あ るEC3.1.1.1carboxylesterase

(carboxylic-esterhydrolase .)、 お よ びEC3.1.1.2aryl-esterase

(arylesterhydrolase)を 加 え た 内 の ど れ にLipL、LipA、LipB、

お よ びLipc蛋 白 質 が 属 す る か を 決 定 す る こ と は 、 こ れ ら の リパ ー.

ゼ を 解 析 し 、 そ れ ぞ れ の リパ ー ゼ の 特 徴 を 明 らか に す る 上 で 重 要 で

あ り、 今 後 解 析 す べ き 点 で あ る 。 ま た 、 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 .

す るLipLと 同 活 性 を 持 た な いLipAとLipBと を 比 較 す る ζ と.で`

大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 を 触 媒 す る た め に 必 要 な リパ ー ゼ の 特 徴 が 明 ら

か に な る も の と思 わ れ る 。4種 類 の リパ ー ゼ は 、1)リ パ ー ゼ 遺 伝

子 の 下 流 に リパ ー ゼ 活 性 化 に'必 要 な 活 性 化 遺 伝 子 が 存 在 す る か ど う

か 、2)大 腸 菌 で リ パ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 さ せ た と き 、2-nitro-

phenylacetateを 基 質 と し た エ ス テ ラ ー ゼ の 検 出 系 で 活 性 が 認 め

られ る ほ ど 発 現 す る か ど う か 、 の 点 か らlipLとlip¢ 、 お よ び

lipAとlipB、 の2つ の グ ル ー プ に 分 け る こ と が で き る 。 こ の こ

とか らlLipc蛋 白質 に つ い て大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を 有 して い る

か ど う か 興 味 の 持 た れ る 点 で あ る 。

大 腸 菌 で の リ パ ー ゼ 発 現 に お い て 、 蛋 白 質 を 精 製 す る こ とが で き

る 程 度 の 発 現 景 が 認 め`ら れ た の は 、1ipA遺 伝 子 お よ びlipB遺 伝

子 か ら の み で あ り、 こ れ ら の翫ザパ ー 轡 が 活 性 化 因 子 を 必 要 と し な い

こ と は 明 ら か で あ る 。Pseudomonas属 由 来 の リパ ー ゼ に お い て 、 大

腸 菌 内 で 大 量 発 現 さ せ た と い う 報 告 はPseudomonasfluorecens由
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来 の 耐 熱 性1～パ ー ゼ(64)の み で あ り、 こ の リパ ー ゼ も活 性 化 因 子

を 必 要 と しな い と考 え られ る。LipL蛋 白 質 と相 同 性 が 認 め られ た

他 の リパ ー ゼ に お い て 大 量 発 現 の 報 告 は ま だ な く、 大 環 状 ラ ク トン

合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 大 腸 菌 に お け る大 量 発 現 系 の 構 築 は 困 難

で あ り、 今 後 一 層 の 工 夫 を要 す る もの と思 わ れ る。

第4節 要 約

1.Pseudomonassp.109株 か ら 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 有 す る リ

パ ー ゼ 遺 伝 子(lipL)の ほ か に3種 類 の リパ ー ゼ 遺 伝 子(1ipA
,

1ipB}お よ び1ipc)を 大 腸 菌 に ク ロ ニ ニ ン グ し、 そ の 塩 基 配 列 を

決 定 し、Pseudomonassp.109株 は リパ ー ゼ の 多 形 性 発 現 株 で あ る

こ と を 明 ら か に し た 。

2.旦 匹 、 旦p△、lipB、 お よびlipc遺:伝 子 相 互 間 に は 塩 基 配 列 、

お よび ア ミノ酸 配 列 の 相 同 性 は 全 く認 め られ な か っ た 。 また 、1ipA

ユipB、 お よび1ipC遺 伝 子 はPseudomonas属 を は じめ と して 、 他

種 由来 の リパ ーゼ との 塩 基 配 列 、 お よび ア ミノ酸 配 列 の 相 同 性 も認

め られ ず 、 これ まで の リパ ー ゼ に な い 反 応 性 あ る い は 基 質 特 異 性 を

も っ た リパ ー ゼ で あ る 可 能 性 が 示 唆 され た 。

3.LipA、LipB蛋 白 質 を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ 、 精 製 を 行 い 、 リパ

ー ゼ 蛋 白 質 を 明 らか に し た
。 粗 精 製 後 のLipA、LipB蛋 白 質 を 用 い

て 大 環 状 ラ ク ト ン 合 成 能 を 調 べ た が 、 こ れ ら の リパ ー ゼ は ラ ク ト ン

合 成 活 性 を 示 さ な か っ た 。

4.lipc遺 伝 子 の 塩 基 配 列 か ら、1ipL遺 伝 子 と同 様 に リパ ー ゼ の

活 性 発 現 に 関 与 して い る と考 え られ る リパ ー ゼ 活 性 化 遺 伝 子(1i田c)

の 存 在 を 明 らか に した 。 しか しな が ら、LimL蛋 白 質 を 含 め 、 他 の

リパ ー ゼ 活 性 化 蛋 白 質 とは 相 同 性 を示 さ な か っ た 。
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第7章 総括

Pseudomonas属 由 来 、 お よび ブ タ膵 臓 由来 の リパ ー ゼ は 、 ベ ンゼ

ンや ヘ キ・サ ン な ど の 有 機 溶 媒 中 で ω 一 ヒ ドロ キ シ酸 メ チ ル エ ス テ

ル の 分 子 内 エ ス テル 交 換 反 応 を触 媒 し、 大 環 状 ラ ク トン と呼 ば れ る

環 状 の 化 合 物 を簡 便 に 合 成 し う る こ とが 見 い だ され て い る 。 大 環 状

ラ ク トン合 成 活 性 は す べ て の リパ ー ゼ に 見 られ る性 質 で は な く、 ブ

タ膵 臓 由 来 、 お よびPseudomonas属 由 来 の 未 精 製 リパ ー ゼ 標 品 に

の み 見 い だ され た 特 徴 で あ る。 また 、 これ らの リパ ー ゼ につ い て も

精 製 標 品 を ラ ク トン 合 成 反 応 に 用 い た わ け で は な く、 大 環 状 ラ ク ト

ン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 本 態 は 明 らか に され て い な か っ た 。

本 研 究 は 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を 有 す る リパ ー ゼ の 本 態 を 明 らか

に し、 大 環 状 ラ ク トン合 成 反 応 を触 媒 し う る リパ ー ゼ の 反 応 機 構 お

よび 構 造 的 特 徴 を明 らか に す るた め の 一 環 と して 行 われ た もの で あ

る。 本 論 文 で は、Pseudomonassp.109株 由 来 の 大 環 状 ラ ク トン合

成 能 を有 す る リパ ー ゼ に つ い て 、 リパ ー ゼ 蛋 臼質 の 精 製 をお こ な っ

た 後 、 蛋 白 学 的 諸 性 質 や 基 質 特 異 性 を決 定 した 、 更 に大 環 状 ラ ク ト

ン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ を コー ドす る遺 伝 子 、 お よび 本 リパ ー ゼ

の 活 性 化 遺 伝 子 を取 得 し、 填 基 配 列 の 決 定 を通 じて 解 析 を行 っ た 。

第2章 で は 、Pseudomonassp.109株 の 培 養 液 か ら調 製 され た リ

パ ー ゼ 粉 末(リ パ ー ゼP)を 出 発 原 料 と して 用 い、 大 環 状 ラ ク トン

合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 精 製 を行 っ た 。 等 電 点 電 気 泳 動 、 ゲ ル 濾

過 、 お よび ゲ ル 濾 過HPLCの3段 階 に よ り、 電 気 泳 動 的 に 単 一 に

まで 精 製 し、SDS-PAGEか ら本 リパ ー ゼ の 分 子 量 は29,000±1,000、

等 電 点 電 気 泳 動 か ら等 電 点 は5.3で あ る と決 定 した 、,

第3章 で は大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の ラ ク トン 合

成 反 応 に お け る基 質 特 異 性 を調 べ 、 本 リパ ーゼ の ラ ク トン合 成 反 応

は基 質 の 炭 素 鎖 長 に 依 存 して モ ノ マ ー ラ ク トン と ダ イ マ ー ラ ク トン

との 生 成 比 が 変 化 す る こ と を 見 い だ した。 また 、 本 リパ ー ゼ の エ ス

テ ラー ゼ 活 性 に お け る基 質 特 異 性 を調 べ て 得 られ た 知 見 を考 慮 し、
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大 環 状 ラ ク トン合 成 反 応 に お け る炭 素 鎖 長 依 存 性 の 機 構 に つ い て考

察 した 。

第4章 で はPseudomonassp.109株 山 来 の 大 環 状 ラ ク トン合 成

能 を 有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子(1ipL)を 大 腸 菌 に ク ロ ー ン化 後 、 塩 基

配 列 の 決 定 を 行 い、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ 蛋 白 質

の ア ミノ 酸 配 列 を明 らか に した。 他 種 由 来 リパ ー ゼ とア ミノ酸 配 列

を 比 較 し、 リパ ー ゼ 特 異 的 保 存 領 域 を 除 い てPseudomonas属 由 来

の リパ ー ゼ との み有 意 な 相 同 性 が 認 め られ た こ と か ら、 本 リパ ー ゼ

はPseudomonas属 の リパ ー ゼ に 特 異 的 な ア ミ ノ酸 配 列 を有 して い

る こ とが 明 か に な っ た 。

第5章 で は大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を有 す る リパ ー ゼ の 活 性 化 に 関

与 す る 遺 伝 子 が 、HpL遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 す る こ と を 見 い だ し、

そ の 遺 伝 子(1imL)の 塩 基 配 列 を決 定 した 。limL遺 伝 子 が コー ドす

る蛋 白質 は、Pseudomonascepacia由 来 リパ ー ゼ の リパ ー ゼ 活 性 化

因 子 と有 意 な 相 同 性 を示 す こ と を見 い だ し、 また 、 大 腸 菌 内 で トラ

ン ス に 働 き、 リパ ー ゼ を活 性 化 させ る こ と を明 らか に した 。

第6章 で はPseudomonassp.109株 か ら、 大 環 状 ラ ク トン 合 成

能 を 有 す る リパ ー ゼ 遺 伝 子(lipL)以 外 に 、3種 類 の リパ ー ゼ 遺 伝

子(lipA、 上塑旦、 お よびlipc)を 取 得 し、 本 菌 株 は リパ ー ゼ の 多 形

性 発 現 株 で あ る こ と を 明 か に した 。 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て 塩 基

配 列 の 決 定 に よ り、 コー ドされ て い る リパ ー ゼ の ア ミ ノ酸 配 列 を 明

らか に し、4種 類 の リパ ー ゼ 相 互 間 に は 相 同 性 が 認 め られ ず 、 そ れ

ぞ れ 全 く異 な っ た リパ ー ゼ で あ る こ とを 見 い だ した 。 また 、lipA、

お よびlipB遺 伝 子 につ い て は 大 腸 菌 内 で 発 現 させ た 後 、 蛋 白 質 の

精 製 を行 い、 リパ ー ゼ の 存 在 を 明 らか に した 。 これ らの 、LipA、

LipB、 お よびLipc蛋 白質 の 解 析 を行 い、 大 環 状 ラ ク トン合 成 能 を

有 す るLipL蛋 白質 と比 較 す る こ と は、 大 環 状 ラ ク トン合 成 反 応 を

触 媒 す る た め に 必 要 な リパ ー ゼ の 特 徴 を 知 る上 で 重:要な 指 針 に な る

もの と思 わ れ る。
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