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 ホスホリパーゼは脂質生化学研究や油脂の製造過程における脱ガム代用法、高機能の乳化剤や人

の健康に役立つ生理活性物質の生産への利用が期待される。さらに、低温で優れた活性を示すホス

ホリパーゼは、タンパク二等の熱に弱い物質との共存下においても用いることができる。そこで、

低温で高い活性を有するホスホリパーゼを産生する微生物の探索を行ったところ、海産動物の腸内

容物から10℃で作用する各種リン脂質分解酵素としてホスホリパーゼA1（PLA1）、ホスホリパー

ゼC（PLC）、リゾボスホリパーゼC（LPLC）、スフィンゴミエリナーゼCを産生する新規海洋

微生物であるMoritella sp． HFHIOO14株を取得した。本研究では、 Moritella sp．ホスホリパーゼ

の産業への応用を目指し、諸性状の解明や培養上清中からの精製を行った。

 本ホスホリパーゼの熱安定性と反応生成物の経時変化について調べた。その結果、本ホスホリパ

ーゼは50℃10分という比較的低い温度で失活することが確認された。これより、本ホスホリパー

ゼは熱による反応のコントロールが容易であることが示唆された。また、10℃でのHFHIOO14株

培養上清と卵黄PCとの反応生成物の経時変化を調べた結果、 PLA1が優先的に作用しリゾホスフ

ァチジルコリン（LPC）が生成し、そのLPCにLPLCが作用してモノグリセリドに変化していく

ことが確認された。一方、ジグリセリドの生成は少量であることから、PLC活性はPLA1活性に比

べて弱いことが確認された。

 さらに、透析膜を用いて各種外液で、上清中に含まれるリン脂質分解酵素の安定性を評価した。

その結果、他のホスホリパーゼに比べてリン酸緩衝液中ではPLA1の安定性が高いことから、PLA1

の精製を試みた。精製は硫安分画とゲルろ過クロマトグラフィーにより行った。PLA1の精製の結

果、SDS・PAGEにおいてPLA1活性画分に分子量約3万に相当する単一のバンドがみられ、 PLAl

の単離に成功した。このバンドのN末端アミノ酸20残基を決定し、BLASTにより相同性検索を

行ったところ、既知のPLA1において高い相同性を示すものは無く、本PLA1は新規のアミノ酸配

列をもつと示唆された。また、精製PLA1の熱安定性と反応至適温度を評価したところ、培養上清

中と同様の熱安定性を示し、10℃という低温下で最も強い活性を示すことが確認された。本PLA1

は現在市販されているAsρθrgゴ71us sp．やFusarium sp．由来のPLA1とは異なる熱安定性を示し、

食品加工において新たな用途での応用が期待される。
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第1章 緒言

1－1 ヘルスフードについて

 近年、我が国における食の欧米化及び高齢化社会の進展により、生活習慣病の増加が問題

となっている。生活習慣病を増加させる主要因であるバランスの悪い食生活や精神的なスト

レスを伴う社会環境の中で、健康に生きていくために重要なことは悪くなった病気を治す「治

療医学」よりも、病気になる時期を遅らせる「予防医学」である。また、生命そのものに影

響はないものの、より高次元の健康や美容、QOL（生活の質）の向上等への需要も高まってい

る。このような状況における問題は緊急かつ重要な課題であると考えられる。例えば、肥満、

H型糖尿病、高血圧、高脂血症などの生活習慣病が重複している病態である臼歯ボリックシ

ンドロームが近年問題視されている1）。平成16年の国民健康・栄養調査2）によると、メタボ

リックシンドロームに深く関係している上半身肥満（内臓脂肪型肥満）の疑いのある20歳以上

の人（BMI≧25 kg／m2男性：腹囲≧85 cm、女性：腹囲≧90 cm）の割合は、男性29．3％、女性

14．2％であった。年齢別で見てみると、男性では50～59歳で最も高く34．4％、20～29歳で

最も低い18．9％であり、女性の場合、年齢とともに上半身肥満の疑いのある割合は高くなっ

ている。このように、多くの人がメタボリックシンドロームの疑いがあるが、その原因は食

べ過ぎによるエネルギーの過剰摂取、運動不足、ストレスなど生活習慣によるものである。

メタボリックシンドロームの予防には食生活の改善や医療、運動不足の解消が必要となるが、

現代の食環境や社会環境においては実践することが困難であり、予防には生活習慣の改善以

外の要素が必要となる場合が多い。

 このような問題に対応するものとしてヘルスフード（健康食品）があげられる。ヘルスフード

は脂質、糖質、タンパク質、ビタミン、ミネラル、食物繊維を含む六大栄養素のみでは必ず

しもヒトの健康を維持できるものではない現代において必要とされるプラスアルファの栄養

素と定義づけられ、「予防医学」に必要な栄養成分をさす3）。ヘルスフードの機能には、生活

習慣病や認知症の予防、ストレスの軽減、運動および脳機能の向上、美容の保持などがあり、

これに対応する食品としては特定保健用食品やQOL改善食品、医療用食品、美容食品などが

ある。こういつた食品に用いられる素材はヘルスフードの要件として、（1）科学的な有効性

が証明されていること、（2）安全であること、（3）作用メカニズムが解明または推定されて

いることの3点が十分に確保されていることが求められる4）。

 ヘルスフードに用いられる素材の多くは植物や海産動物などの生物由来のものが多い。植

物性由来のヘルスフード素材には大豆インフラボン5）やカテキン6）、イチョウ葉エキス7）など

が、海産動物由来の素材には、DHAやEPA4）など数多くあり、特定保健用食品に頻繁に用い

られている。このような天然物のみならず、酵素の作用により天然物の機能改善がなされ、

ヘルスフードに応用される素材もある。例えば、ミルクカゼインからトリプシンの作用によ

り生産されるミルクペプチド8）やかつお節からサーモライシンの作用により生産されるかつ

お節オリゴペプチド9）などがヘルスフードとして利用されており、酵素を用いてヘルスフー

ド素材の機能性および多様性の向上がなされている。このように、現在までにヘルスフード
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に用いられる機能性素材の報告は多くあるが、予防医学の更なる発展のためには、今後もヘ

ルスフードの要件を満たすより多くの機能性食品素材が必要となる。そのためには、天然物

からの生理活性物質のスクリーニングや天然物の機能改善をもたらす酵素の探索を行ってい

くことが重要である。

 本研究では、予防医学の更なる発展を目指し、ヘルスフードに対応する機能性食品素材の

開発を目的として、機能性食品素材の中でも近年ヘルスフードとして研究が行われてきてい

るリン脂質10）に着目した。さらに、リン脂質はリン脂質分解酵素により改質することで様々

な生理活性を有する構造リン脂質を生産することができ、リン脂質分解酵素によりリン脂質

の多様性は向上する。しかしながら、現在産業に利用可能なリン脂質分解酵素の多様性は多

くなく、リン脂質の機能性向上は十分に行われていない。そこで、リン脂質の機能性および

多様性の更なる向上を目指し、産業に利用可能な新たなリン脂質分解酵素に着目した。

1－2 リン脂質と酵素

 リン脂質は生体膜の主要構成成分であり、卵黄や大豆に大量に存在し11）、諸産業に広く利

用されている。この他にも近年、水産物由来のリン脂質に関しても「マリンビタミン」とし

て着目され利用されるようになってきている10）。天然のグリセロリン脂質は食品産業や様々

な工業で利用されている。そして、その用途としては天然物由来の乳化剤としての利用が多

い。また、ホスファチジルコリン（PC）やホスファチジルセリン（PS）等のリン脂質は脳機能低

下防止12）や肝機能改善13）、持久力を養う栄養剤14）等様々な用途でヘルスフードとして利用さ

れ、この他にも認知症15～17）、記憶障害18）、パーキンソン病19）、ADHD（注意力欠損多雨性障

害）20）、うつ病21）、てんかん22）、アレルギー23）などの改善効果や睡眠増加24）などの効果がある

と報告され、その用途拡大が期待される。さらに、より生理機能を高めたsn－1位に長船脂肪

酸をもつ構造リン脂質が作成されている25）。リン脂質は天然由来の食品用乳化剤としても利

用され、卵黄由来リン脂質や大豆由来リン脂質はマヨネーズやパンなどの製造に欠かすこと

のできないものである。

 このようなヘルスフードを含めた食品加工において有用なリン脂質はホスホリパーゼなど

のリン脂質分解酵素により改質することで新たな機能性を有することが期待される。ホスホ

リパーゼはグリセロリン脂質のエステル結合を加水分解する酵素であり、作用するエステル

結合の位置によって一般的にA1、 A2、 B、 C、 Dの5種類に分類される。ホスホリパーゼの

作用部位を図1－1に示した。また、ホスホリパ一掃の作用によって生じる生成物を表1－1

に示した。ホスホリパ一切は脂質生化学研究に用いられるほか、工業的には食品や医薬品、

化粧品の製造などに用いられており、それぞれに工業的な利用価値がある。これらのホスホ

リパ一業が代表的なグリセロリン脂質であるホスファチジルコリン（PC）に作用して得られ

る生成物を表1－1にまとめた。

 ホスホリパーゼによりリン脂質を改質することで得られる生成物には食品加工において有

用なものが多い。例えば、ホスホリパーゼA1（PLA1）（EC 3．1．1．32）およびA2（PLA2）（EC

3．1．1．4）により生産されるリゾリン脂質がある。リゾリン脂質はグリセロリン脂質のsn・1位
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もしくはsn・2位の脂肪酸（FA）のエステル結合が加水分解され生成したものである。リゾ

リン脂質は通常のリン脂質よりも高い界面活性26）を有することが知られており、食品加工や

動物用飼料の生産、化粧品、薬剤の調製に界面活性剤として用いられてきた。リゾリン脂質

による水中油型（0／W）エマルジョンは広い範囲のpHおよび温度で安定であり、マグネシウム

イオンやカルシウムイオンの存在下で安定である27）。この他にもりゾリン脂質はCaco－2細

胞でのカロチノイドの取り込みを高める作用28）やりゾリン脂質の誘導体による破骨細胞の分

化及び骨吸収の抑制作用29）、アルブミン結合飽和型もしくは高度不飽和脂肪酸結合型のリゾ

リン脂質の取り込みはラットの脳や高度不飽和脂肪酸（PUEA）が多量に含まれた組織の急速

な発育を促す30）などの報告がある。

 さらに、前述したような生理作用をもつPSの製品は主にホスホリパーゼD（P：LD）によ

り生産されている。PLDはリン脂質の塩基交換作用をもつ。天然物中に存在するPS量は微

量であるため、PSの生産は天然に豊富に存在するPCからPLDの極性基転移反応によって

行われている。

 また、ホスホリパ一宮は機能性脂質を生産する以外にも精油工程におけるリン脂質を除去

する脱ガム工程への応用がされている。脱ガムに応用されているホスホリパーゼはPLA 1お

よびPLA2であり、リン脂質をリゾリン脂質に改質することで水和性を高め、効率の良いリ

ン脂質の除去が可能となる。このホスホリパーゼによる酵素脱ガム法はヘキサンなどを用い

た一般的な化学的な脱ガム法に比べて油脂の損失が少なく、水処理が必要ないので経済性に

優れている。また、酵素自体は生分解性の素材であり、また水処理による環境負荷も低減で

きる31）。このホスホリパ一脈を用いた脱ガム法はEnzyMaxと命名され32）、現在Fuzarium sp．

由来PLA1などが実用的に用いられている。

 このようにリン脂質分解酵素によりリン脂質を改質することで、生理作用を持つリン脂質

を効率的に生産することや新たな機能を付加することが期待され、食品生産において天然由

来リン脂質には無い多様性を生み出すことができる。さらに、リン脂質分解酵素は機能性リ

ン脂質を生産する以外にも精油工程における脱ガムなどに利用され、広範囲の食品加工に応

用可能である。そこで、リン脂質のヘルスフードを含めた食品生産全般における新たな用途

の開発を行うことを目的とし、リン脂質分解酵素に関する研究を行った。

1－3 リン脂質分解酵素

1－3－1 ホスホリパ一一Al

 PLA1はグリセロリン脂質のsn・1位のエステル結合を加水分解する酵素であり、2・アシル

リゾリン脂質と遊離脂肪酸を生成する。PLA1によって生産された2一アシルリゾリン脂質は

新たな乳化剤やヒトの予防医学上で多様な生理活性を有する物質として期待されている。

 リゾリン脂質にはグリセロリン脂質のsn－1位のエステル結合をPLA1の作用によって加水

分解されて生産される2一アシルリゾリン脂質とsn・2位のエステル結合をホスホリパーゼA2

（PLA2）の作用によって生産される1一アシルリゾリン脂質がある。主に工業的に利用され
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ているりゾリン脂質は豚膵臓由来のPLA2により生産されている。しかしながら、 PLA 1に

よって生産された2一アシルリゾリン脂質によるエマルションは、PLA2によって生産された

1一アシルリゾリン脂質によるエマルションより血相分離率が著しく低く乳化安定性が優れて

いるということが知られており33）、PLA1の新たな工業用酵素としての利用が期待される。

 天然界に存在するグリセロリン脂質の脂肪酸組成としては、sn－1位の部分に飽和脂肪酸、

sn・2位の部分にPUEAがエステル結合していることが多い。さらに、ホスホリパーゼはトリ

アシルグリセロール（TG）を加水分解せず、基質中にTGが存在している状況下においても

ジアシルグリセロール（DG）やモノアシルグリセロール（MG）が生成されることはなく、

これらの物質によってリン脂質の加水分解反応生成物であるリゾリン脂質の生成は阻害され

ないと考えられる。このためドコサヘキサエン酸（DHA）等のPUEAが結合したリン脂質の

濃縮はPUFA抵抗性リパーゼによっても行うことが可能である34）が、やはりTG等の他の脂

質が混在した状態ではリン脂質を特異的に加水分解することはPMI無しには不可能である。

このため、食品中のTGと共存しているリン脂質を直接加水分解し、 DHAを濃縮するには

PLA 1が必要であると考えられる。グリセロリン脂質をPLA 1により加水分解することによ

り生成された2・アシルリゾリン脂質は脳機能改善、抗腫瘍、抗炎症作用、血中脂質改善等、

ヒト予防医学上有用であるDHA4）等のPUFAの働きとグリセロリン脂質の生体内の脂質低下、

肝機能改善、脳機能改善等さまざまな生理化活性の機能を併せ持つハイブリッド素材として

新たな生理活性を発揮することが期待される。この他にもリン脂質の脂肪酸分子内分布の解

析や脂質生化学研究用の酵素試薬としての利用も期待される。

 リゾリン脂質には以上のような有用性があり、その中でも2一アシルリゾリン脂質は乳化剤

への利用やヘルスフードとしての利用の二面性の利用が期待される。

 P：LA 1は動物の膵臓や肝臓、微生物に存在し、 PLA2と共にリン脂質の代謝回転に寄与して

いる。これまでに知られているそれ以外のPLA1の分離源としては、 Asρθrgillus oryzae35）、

Aspergi71us fumiga tusB6）， Eseheriehia eoh37）． Serra tia sp． MK138）， Serra tia liquef7aciens39），

スズメバチ40）、ウシの脳、精巣41）、ブタ血小板細胞膜42）などが挙げられる。また、少数では

あるが、Moritθ11a marinaやPse udoalth erom onas属43）、 Psychrohaeter属44）等のDHA産

生菌からもPLA1活性が発見されている。近年、 Aspergr71us sp．の糸状菌からのPLA 1の調

製方法が開発されたが、培養に長時間を要する35）。また、PLA1の精製品及び市販品はこの

Asρergr71us sp．やFusarium sp．によるものしか現在はなく、供給源の多様性がない。この

ため、リン脂質のsn－1位の改質のためにより優れたPLA1が求められている。

1－3－2 ホスホリパ一計A2

 PLA2はグリセロリン脂質のsn・2位のエステル結合を加水分解する酵素であり、1・アシル

リゾリン脂質と遊離脂肪酸を生成する。PLA2はアミノ酸配列のホモロジーやその酵素の特

徴により、分泌型PLA2、細胞質PLA2、 Ca2＋非依存性PLA2の3つに大別される。さらに、

その3つのグループは1～XIまでの11グループに分類されている45）。PLA2の供給源とし

ては豚の膵臓や人の滑膜液、蛇の毒、Stretomyees vio！aeeorubθrなどが報告されている。
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PLA2は主に製油工程における脱ガム46）等に利用されるとともに、真核細胞のシグナル変換

機i能47）や細菌感染における毒性要因であること48・49）など生体内における役割等においても盛

んに研究が行われている。また、PLA2により生産された1一アシルリゾリン脂質は主に食品

用乳化剤及び化粧品用乳化剤として利用されている。

1－3－3 ホスホリパーゼB

 ホスホリパーゼB（PLB） はグリセロリン脂質のグリセロ骨格に結合しているsn・1位及

びsn－2位の脂肪酸の両方を同時に加水分解する酵素であり、脂肪酸とグリセロールリン酸を

産生する。この酵素の分類はリゾホスホリパーゼと混同されていることが多い。リゾホスホ

リパーゼ活性は様々な組織で見出されており、加水分解やエステル化、エステル交換反応を

行うものなど様々なものが認められている。このリゾホスホリパーゼはPLA 1やPLA2と共

存していることが多く、PLA 1を工業用として用いる場合にはこのリゾホスホリパーゼとの

分離もしくはりゾホスホリパーゼ活性の抑制もしくは不活化する条件の検討が必要である場

合もある50）。しかし、これらの酵素によって産生されたグリセロホスホコリンは脳血管性痴

呆やアルツハイマー型痴呆等の改善効果が知られている51）。

1－3－4 ホスホリパーゼC

 ホスホリパーゼC（PLC）はグリセロリン脂質のグリセロールリン酸エステルを加水分解

する酵素であり、リン酸塩基とDGを生成する。 PLCには多様性があり41）、いくつかのアイ

ソザイムの存在が確認されている。各アイソザイムは互いに一次構造や組織分布が異なり52）、

また単一細胞に複数のアイソザイムが同時に発現していることが明らかにされている。P：LC

のアイソザイムとしては現在までに、α、β、γ、、γ2、δの5種類のcDNAの同定が行わ

れ、塩基配列から一次構造が決定されている53・54）。これまでに知られているPLCの供給源と

しては、Baeillus eereus15・56）、 Sti”eρtomyces antibiotieus57）、 Pseudomonas ffuoreseens58）・

C70stridiumρθrfringθns19）などがある。 PLCは精油工程における脱ガム工程への利用に関す

る研究が行われており、PLCのリン脂質に対する作用で生じるリン酸残基は水溶性が高く、

その除去が簡単であり、DGが油脂とともに留まり損失を減らすことにより脱ガム化を効率

よく行うことができると期待されている60）。また、真核細胞の代謝における調節など生化学

的な研究も行われている61）。

1－3－5 ホスホリパーゼD

 ホスホリパーゼD（PLD）はグリセロリン脂質のリン酸基エステルを加水分解し、ホスフ

ァチジン酸と塩基を生成する。PLDはホスファチジン酸の生産やホスファチジルコリンから

の塩基交換反応によるホスファチジルセリンの生産62）等に利用されており、この酵素に関し

ても生化学的な研究が盛んに行われている。
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1－3－6 スフィンゴミリン分解酵素

 スフィンゴミエリン分解酵素としては、スフィンゴミエリン（SM）をセラミドとホスホコ

リンに分解するスフィンゴミエリナーゼC（SMaseC）活性とコリンとNLアシルスフィン

ゴシルポスフェートに分解するスフィンゴミエリナーゼDが知られている。スフィンゴミエ

リナーゼの作用部位を図1－2に示した。また、スフィンゴミエリナーゼの作用によって生じ

る生成物を表1－1に示した。

 SMaseCの作用によって生産されるセラミドは保湿成分として化粧品などに利用されてい

る。SMaseCの生産源としてはヒトの胎盤63）やウシ胎仔血清、 Staphyloepeeus a・ure us64）、

Ba ei71us eere us65）などが報告されている。現在、特許としてBaeillus eereus由来のSMaseC

による赤血球中のSMからセラミドを製造する方法が提案されている66）。
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表1－1ホスホリパーゼおよびスフィンゴミエリナーゼによる加水分解反応生成物

   （基質がPCおよびSMの場合）

基質 生成物 作用する酵素

PC

PC

PC

PC

PC

SM
SM

2一アシルリゾホスファチジルコリン＋遊離脂肪酸

1一アシルリゾホスファチジルコリン＋遊離脂肪酸

グリセロリン酸＋遊離脂肪酸

ジアシルグリセロール＋リン酸塩基

ホスファチジン酸＋塩基

セラミド＋ボスホリコリン

N一アシルスフィンゴシルポスフェート＋コリン

ホスホリパーゼA1

ホスホリパーゼA2

ホスホリパーゼB

ホスホリパーゼC

ホスホリパーゼD

スフィンゴミエリナーゼC

スフィンゴミエリナーゼD
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1－4 低温酵素の産業への利用

 低温活性酵素は0～25℃という低い温度で高い活性を有する酵素であり、気温の低い地域

の海産動物や土壌などの油締温順に生育する微生物において低温活性酵素の生産が報告され

ている。低温で活性を示す酵素の供給源の例としては、北海道近海産ホッケ腸内から分離さ

れたPse udom onas sp． PL－4株の産生する低温活性プロテアーゼ67）や網走の土壌より分離し

たPsyehroρhi7ic属の生産する低温活性ペクチン分解酵素68）、メタデノミクスによって得ら

れた低温活性リパーゼなどが報告されている69）。低温で高い活性を示す酵素は、低温下での

食品加工や化学変換、洗剤用酵素、排水・廃棄物処理などへの利用が期待されている。実際

に、洗剤用酵素としてプロテアーゼやリパーゼ、セルラーゼなどが実用化され、広く用いら

れている。しかしながら、現在、高温域で活性を示す酵素（耐熱酵素）の研究に比べ、低温

域（0～10℃）で活性を示す酵素の研究は遅れていると言われており、産業的に利用されてい

る数は多くない。それはホスホリパーゼについても同様であり、低温で高い活性を示すホス

ホリパーゼの報告は現在のところ少なく、低温下で作用するホスホリパーゼの産業への応用

はなされていない。例えば、現在産業にて応用されている豚膵臓PLA2や．4sρergillus sp．由

来PLA1の至適温度は37℃以上であり、失活温度は70℃以上である70）。高温下では酸化に

よる劣化が起こるリン脂質の改質には低温で働くホスホリパーゼは適している。また、PLA2

は卵黄の改質に用いられているが、卵黄中にはタンパク質を含むため、PLAと卵黄との反応

を低温下で制御することでタンパク質の変性を抑えた新たな性質を寄与できることが期待さ

れる。また、このように、低温下で作用するホスホリパーゼは食品加工や工業利用において

価値の高いものであると考えられる。

1－5 これまでの研究概要

 本研究室では、これまでに西原らによってPLA1産生菌のスクリーニングが行われ、海産

生物の腸内より分離した2677株から2株のPLA1産生菌を取得した。そのうちの1株は

Pseudomonas sp．と同定され、 PLA1産生菌としての新規性が見られた71）。さらに、取得し

たPse udom onas sp．の産生するPLA 1は10℃という低温下で活性を示すことが確認されてい

る。これらの実績から、海産動物腸内容物からのホスホリパ一女産生菌のスクリーニングを

続けることで新たな低温で活性を示すホスホリパーゼを産生する微生物の取得が期待され、

ホスホリパーゼの供給源の多様性を広げるとともに食品加工や工業において新たな用途の開

発ができると考えられる。

 低温で活性を示すホスホリパーゼを産生する微生物の獲得を目指し、様々な地域より海産

生物の検体を67検体獲得し、これらの検体から約400株を分離した。67検体の採取地およ

び検体名を表1－2に示した。これらの菌株の培養上清と卵黄PCを10℃で反応させた結果、

4株でリン脂質分解活性が確認された。この4株の培養上清とTGとして大豆油を反応させ

た結果、4株ともTGを分解しなかったことから、リパーゼ活性は存在しないことが確認さ

れた。これらの4株をリン脂質分解活性を有する菌株として、釧路沖で採取したキチジ

（Sebastolob us macrochir）から分離した菌株をHFHIOO14株と、諸磯で採取したイシダイ
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（0ρlegna th us faseia tus）から採取した菌株をHFMCOOO3株、 HFMCOOO4株、 HFMBOOO7

株と命名した。これらの4株のPLA、 PLC、 PLD、 LPLC、 SMaseC活性の検出を行ったと

ころ、HFMCOOO3株、 HFMCOOO4株、 HFMBOOO7株にはPLA活性のみが培養上清中に存

在し、HFHIOO14株ではP：LA、 P：LC、 LPLC、 SMaseCが培養上清中に存在した。これらの

4株の培養上清と合成基質を反応させた結果、表1－3のように4株全てで培養上清中にPLA1

活性を有することが確認された。

 さらに、スクリーニングによって取得したホスホリパーゼ産生菌4株から食品への利用性

を考え諸性状の解明や培養上清からのホスホリパーゼの精製を行っていく株を選抜するため

の試験を行った。選抜試験では、4株が共通して有するPLA1活性について評価した。まず、

培養上清中PMIの熱安定性の評価を行った結果、 HFMCOOO3株、 HFMCOOO4株、

H：FMBOOO7株の3株は70℃，10 minの加熱においてもPI．A1活性が検出された。また、

HFHIOO14株では50℃，10 minの加熱でPLA1活性の失活が確認された。この結果から、

これらのPLA1をタンパク質の変性や脂質の酸化を抑制する必要のある食品に応用すること

を考えた場合に、熱による変性を少なくするためには、耐熱性の高いH：FMCOOO3株、

HFMCOOO4株、 HFMBOOO7株を利用するよりも、耐熱性の低いHFHIOO14株を利用した

ほうが有用であることが示唆された。次に、卵黄PC加水分解の経時的変化を評価した結果、

HFMBOOO7は12 h後から加水分解率は30～40％で一定になっていた。また、 HFMCOOO4

株およびHFHIOO14株では12 h後から加水分解率はほとんど50％を超えていた。加水分解

率はsn－1位及びsn．一2位のFAを完全に加水分解した際の値を100％として表しており、加水

分解率50％でPLA1活性としては100％であると評価しているため、 HFMCOOO4株および

HFHIOO14株由来PLA1は12時間後ではりゾリン脂質のsn－2画面加水分解するリゾホスホ

リパ一揃活性が顕著に現れていると考えられる。しかし、6hまでの反応では加水分解率は

50％を超えていないため、反応時間を短くすることでリゾホスホリパーゼによる1．PCの損失

は抑えられることが示唆された。また、5℃での培養上清中PLA1活性の安定性を評価した結

果、4株とも72h5℃の冷蔵室に放置していてもPLA 1活性はほとんど低下していなかった。

このことから、培養上清中PLA1活性の5℃での安定性において4株に差はほとんどないこ

とが確認された。選抜試験の結果、且FHIOO14株が他の3株と比べてタンパク質の変性や脂

質の酸化が必要な食品への応用により適した失活温度であること、酵素精製を行う際に適し

た条件である5℃での安定性を持つことなどから、HFHIOO14株を今後緒性状の解明および

酵素精製を行う株として決定した。また、本研究室の西原らによって取得したPse udomonas

sp． HFKIOO20株では、5℃での安定性が低く、選抜したHFHIOO14株培養上清中PLA1と

は諸性状に違いが見られる。

 次に、選抜したHFHIOO14株の同定を行った。さらに、本菌株が上記の低温PLA1産生菌

等よりも取り扱いが容易であるか否かを判断するために増殖温度特性についても検討した。

また、低温PLA 1産生菌に特徴的であるPUFAを有するかを調べるために、菌体脂肪酸組成

について評価を行った。この結果、表1－4および表1－5に示すように、HFHIOO14株は運

動性を有するグラム陰性の多形態桿菌であり、グルコースを発酵し、カタラーゼ反応および

オキシダーゼ反応ともに陽性を示した。APIキットの判定の結果、 HFHIOO14株は硝酸塩を
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還元し、アルギニンジヒドロラーゼ活性を示さなかった。また、セロビオースおよびD一マン

ノースを酸化した。これらの性状はMOi・itθllaの一般性状に類似すると考えられるが、既知

のMOi・itθllaでは性状が一致する種はなかった。以上のことから、 HFHIOO14株は新規の

躍∂望％θZ13 sp．であることが示唆された。また、 HFHIOO14株16S rDNA塩基配列解析及び相

同性検索、分子系統解析を行った結果においても、Moritθ11a marinaなどのMoritellaの16S

rDNAに対し高い相同性を示したが、分子系統樹におけるHFHIOO14株の系統枝は図1－3

に示すようにMOi・itθllaのクラスターの外側に単独で位置した。これらのことからHFHIOO14

株は新規のMoritθ11a sp．であると判定した。温度の増殖に与える影響については、培養温度

10℃では菌の増殖が認められたが、20QCで培養を行った場合には菌の増殖は認められなかっ

た。

 以上のように、これまでの研究の結果、低温で作用するリン脂質分解酵素としてPLA1、

PLC、LPLC、SMaseCを有する（表1－6）新規の海洋性微生物であるMoritθlla sp． HFHIOO14

株を取得した。HFHIOO14株はタンパク質の変性や脂質の酸化を抑えることが必要な食品加

工に有用であり、酵素精製にも適していると考えられる。また、前述したように、HFHIOO14

株培養上清中に存在するPLA1は乳化剤や生理活性物質の生産や脱ガムなどへの利用、 PLC

は脂質生化学研究や脱ガムへの利用、LPLCは脂質生化学研究への利用、 SMaseCは生成物

であるセラミドの化粧品への利用など、それぞれに有用性がある。このため、HFHIOO14株

の有する各リン脂質分解酵素を単離することで、それぞれの産業への利用価値は高いと考え

られる。
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表1－2サンプリングにより得たサンプルリスト

採取地（採取年）検体名 採取地（採取年）検体名

釧路沖 （2005） イバラヒゲ

コンゴウアナゴ

キチジ

シンカイエビ

利尻（2005）

諸磯（2005） カサゴ

イシダイ

八丈島（2005） アカハタ

ヒレナガカンパチ

下田（2005） テングダイ

ムライソ

三浦 （2005） ウメボシイソギンチャク

カサガイ

アオコブダガイ

ヒラスズキ

ソウハチ

ホシガレイ

エゾメバル

クロガレイ

トウガレイ

マガレイ

キンカジカ

スナガレイ

ホッケ

アイナメ

ガや

海水

ヒトテ

西表島（2005）

伊豆（2005） イシダイ

東京湾（2005） サバ

ゴンズイ

ニセクロナマコ

ウミウシ

ジャノメナマコ

ォオイカリナマコ

アオヒトデ

アオボシヤドカリ

アカテガニ
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表1－3HFMCOOO3株、 HFMCOOO4株、 HFMBOOO7株、 HFHIOO14株の培養上清による

   合成PCの加水分解反応で生成したLPCおよび原料PCの脂肪酸組成（％）および加

   水分解率（％）

（a） LPCおよび原料PCの脂肪酸組成（％）

菌株   C16：0fC 18：1

C16：0 C18：1

  C18：1／C16：0

C18：1 C16：0

HFHIOO14 原料PC
 LPC

41．6

0

58e3

100

55．8

3．2

44．2

96．8

HFMCOOO3 原料PC
 LPC

44．5

0

55e5

100

53．6

2．8

46．4

97．2

HFMCOOO4 原料PC
 LPC

45．9

2．3

54．1

97．7

52．8

4．7

47．2

95．3

HFMBOOO7 原料PC
 LPC

4L1

3．3

43．1

917

50．9

4．7

46．2

90．5

反応時間，13h；反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5 ml；

     合成PC，5．O mg；培養上清，0．5 ml

（b） 加水分解率（％）

菌株 加水分解率

16：0／18：IPC 18：1／16：0PC

HFHIOO14 55．1 47．0

HFMCOOO3 42．9 44．9

HFMCOOO4 27．0 20．8

HFMBOOO7 24．5 38．6

条件は表1－3（a）と同じ
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表1－4 HFHIOO14株の菌学的性状

試験項目 結果

培養温度

細胞形態

グラム染色

胞子の有無

運動性

コロニー形態

生育温度試験

カタラーゼ反応

オキシダーゼ反応

グルコースの発酵

0／Fテスト（酸化／発酵）

嫌気条件での生育

培養時間

直径

色調

形

隆起状態

周縁

表面形状等

透明度

粘稠度

200C

150C

      10℃

多形態桿菌（1．0－1．2×2．0－3．Omm）

  十

 48 h

1．0－2．0 mm

クリーム色

 円形

レンズ状

 全縁

スムーズ

 半透明

バター様

 十W
  十

  十

  十

 十／十

  十

＋：陽性、 陰性、＋w：弱
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表1－5 HFHIOO14株の生理・生化学性状

テスト項目 結果 テスト項目 結果

硝酸塩還元

インドール産生

ブトウ糖酸性化

アルギニンジヒドロラーゼ

ウレアーゼ

エスクリン加水分解

ゼラチン加水分解

6一ガラクトシダーゼ

ブドウ糖

L・アラビノース

D一マンノース

セロビオース

でんぶん加水分解

十

十

十

D一マンニトール

N－アセチル・Dヴルコサミン

マルトース

グルコン酸カリウム

n’カプリン酸

アジピン酸

dl一リンゴ酸

クエン酸ナトリウム

酢酸フェニル

チトクロームオキシダーゼ

キシロース

グリセロール

D・ガラクトース

十

＋：陽性、一：陰性
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表1－6 HFHIOO14株培養上清中のリン脂質分解酵素

菌株 PLAI PLA2 PLC PLD LPLC SMaseC リパーゼ

HFHIOO14 十 十 十 十

※＋：活性あり、 1活性なし
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1－6 ホスホリパ一向の遺伝子クローニングと工業的生産

 ホスホリパーゼは現在、様々な産業に応用されている。豚膵臓PLA2は卵黄の改質やパン

の製造、精油工程における脱ガムなどへの応用がなされている72）。また、．4sρθrgillus sp．や

Fusarium sp．由来のPLA 1は脱ガム等に応用され72）、 Streρtomyees sp．由来のPLDはホ

スファチジルセリン等の生理活性脂質を生産する酵素として実用化されている73）。こういつ

た、産業に応用されているホスホリパーゼは精製され、遺伝子クローニングを行った後に、

他の宿主菌株中にて大量発現系の検討がなされている。例えば、豚膵臓由来PLA2ではクロ

ーニングしたPLA2遺伝子を．4sρθrgr71us nigerにて発現させることで、大量発現系を確立し

た74）。．4sρergr71us oryzae由来のPLA1では精製後アミノ酸配列を解析し、得られたアミノ

酸配列よりプローブを作製することで遺伝子クローニングを行い、Saceharomyces

cere・visiaeにより発現を確認した75）。また、この助ρθ瑠7ん80ryzae由来のPLA1は

Asρerge71us oryzaeを宿主とし、PLA I遺伝子を複数遺伝子内に複製させる遺伝子組換えの手

法や糸状状態の改変などにより、60倍から7500倍程度にPLA1の生産量を向上させること

に成功している35）。PLDにおいては，9碑ρの盟躍θ8 sp．由来のPLDの多くが精製され、さら

に発現も確認されており76）、生産量の向上についても検討されている77）。このように、産業

で用いられているホスホリパーゼは精製や他の宿主での発現、大量生産方法の確立が行われ

たものであり、こうした検討は産業に応用するためには必須であると考えている。

1－7 本研究の目的

 前述したように、ホスホリパーゼは工業的には食品や医薬品、化粧品の製造などに用いら

れており、それぞれに工業的な利用価値がある。また、低温で活性を有するホスホリパー一一一ゼ

は工業的に利用価値があるにも関らず、現在までに応用されておらず、低温で活性を有する

ホスホリパ一心の応用は、ホスホリパーゼの新たな用途の開発に寄与すると考えられる。

 本研究室で取得した新規の海洋微生物であるMoi・ite！la sp． HFHIOO14株の有するPLA1、

PLC、 LPLC、 SMaseCは前述したように10℃という低温下でリン脂質を効率的に改質する

ことが確認されている。

 Moritella sp．且FHIOO14株の有するリン脂質分解酵素の諸性状については多くは解明され

ていない。基質特異性や至適温度などの諸性状を解明することは産業へ応用の効率化と最適

な使用方法の選択をする上で不可欠である。また、1－5でも示したようにMoritθlla sp．

HFHIOO14株の有するホスホリパーゼを産業に応用するためには精製や遺伝子クローニング

および酵素の大量発現系の検討は、利便性の向上や低コスト化、安全性の向上などをもたら

す。これより本研究では、リン脂質分解酵素の産業への応用性の向上を目指し、MoriteUa sp．

HFHIOO14株の有するリン脂質分解酵素の諸性状の解明および各リン脂質分解酵素の培養上

清中からの単離、ホスホリパーゼをコードする遺伝子の取得を目的とした。

 本論文では、第2章においてはMoi・itella sp． HFHIOO14株の有するホスホリパーゼの諸性

状の解明について示す。諸性状として卵黄PCとの反応における反応生成物の経時変化およ

び熱安定性、基質特異性、天然由来リン脂質の加水分解特性、PLA1の基質濃度による影響、
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各種溶液中における安定性について示す。第3章においては培養上清の各種溶液中における

安定性およびホスホリパーゼの中でもリン酸緩衝液中での安定性の高かったPLAIの精製に

ついて示す。精製は硫安分画とゲルろ過クロマトグラフィーにより行い、SDSアクリルアミ

ドゲル電気泳動（SDS・PAGE）により単離を確認した。第4章では培養上清中PLA1と精製

したPLA1の諸性状の比較について示す。第5章ではPLA 1をコードする遺伝子の取得に関

する実験について示す。
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第2章 HFHIOO14株培養上清の諸性状

2－1序論
 Moritella sp． HFHIOO14株培養上清中にリン脂質分解酵素としてPMI、 PLC、 LPLC、

SMaseCが存在する。このリン脂質分解酵素は以前の研究で10℃という低温下において活性

を示すことが確認されている。また、PLA1においては50℃，10 minの加熱で失活し、4℃

にて72h放置に安定であることが確認されている。しかしながら、産業への応用性を検討す

るためにはさらなる諸性状の解明が必要であると考えた。そこで、本章ではHFHIOO14株の

諸性状として卵黄PCとの反応における反応生成物の経時変化および熱安定性、基質特異性、

天然由来リン脂質の加水分解特性、PLA1の反応速度、4℃における安定性、培養上清の分子

量分画について示す。

2－2 実験方法

2－2－1 培養上清の調製

 HFHIOO14株のグリセロールストックをK：28液体培地10 m1（1．5％寒天（Becton

Dickinson and Company）、0．5％ペプトン（Becton Dickinson and Company）、0．1％酵母

エキス（Becton Dickinson and Company）1／2人工海水（アクアマリン（八洲薬品（株）））

に植菌し、10℃で96h振とう培養した。培養液から2ml採取し、 K：28液体培地200 mlに

加え、再び10℃で72h振とう培養した。培養後、遠心分離（6，600 rpm、3min）により培

養上清を得た。

2－2－2 培養上清と卵黄PCとの反応における反応生成物の経時変化

 培養上清0．5ml、卵黄PC 2．5mg、ジエチルエーテル0．5mlをバイアル瓶中で混合し、振

とう培養機で200rpm、10℃で作用させた。この反応混合液にそれぞれ一定時間ごとに反応

混合液にFolch溶媒（クロロホルム：メタノール：水＝8：4：3の下層）3mlを加え反応を停

止した。これを遠心分離（3，000rpm，20 min）し、下層のクロロホルム層を得た。上層に

さらにFolch溶媒3mlを加え、撹搾、遠心分離を行い下層を回収した。この操作をもう1度

繰り返し、下層を合わせた（Folch法78＞の変法）。これを窒素気流下にて溶媒を除去し、ク

ロロホルム：メタノール＝2：1を100111加え、TLC用サンプルを調製した。このサンプルを

薄層クロマトグラフィー（TLC）にて一次元二重展開（展開溶媒1stヘキサン：ジエチルエー

テル＝1：4、2ndクロロホルム：メタノール：アンモニア水＝65：25：5、プレートシリカゲ

ル60（Merk（株））を行い、0．0005％プリムリン溶液を噴霧し、紫外線（365 nm）下で発色さ

せ、EA、 PC、リゾホスファチジルコリン（LPC）、 DG、 MGのスポットを標準物質（FA（オ

レイン酸、Wako（株））、 PC（卵黄PC（キユーピー（株）））、 LPC（2一アシルリゾホスファチ

ジルコリン（シグマアルドリッチジャパン（株））DG（D－1，2・ジオレイン（フナコシ（株）））、
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MG（2一モノオレイン（フナコシ（株）））との比較により確認し、このEA、 PC、1．PC、 DG、

MGのスポットをそれぞれ鉛筆で囲った。鉛筆で囲ったそれぞれの部分のシリカゲルをスパ

チュラによりかきとった。これに、内部標準物質としてヘプタンに溶解したトリコサン酸（シ

グマアルドリッチジャパン（株））lpg／plを一定量加え、塩酸メタノール法、すなわち、回収

した脂質に5％塩酸メタノール（東京化成工業（株））2．Omlを加えブロックヒータにて100℃

で3h加熱し、メチルエステル化を行った。その後、10 min静置し、室温まで冷ました。こ

れにヘキサン2．O mlを加え概搾した。遠心分離（3，000 rpm、15 min）し上層を回収した。

このヘキサンによる抽出を2回繰り返し、上層をあわせた。ヘキサンを窒素気流下にて脱溶

媒を行い、これに脱水メタノール（Wako（株））100 Flを加え、抽出物を溶解し、ガスクロ

マトグラフィー（GLC）用試料とし、 GLC（GC－1700、検出器FID、（（株）島津製作所））に

より分析した。各反応生成物の濃度は、各脂肪酸のピークのエリアと内部標準のピークのエ

リアを基準とすることにより、各スポットより得られたEAのmol数を合計して算出した。

そして、算出した全反応生成の濃度中の各反応生成物の濃度の割合を各反応生成物量（％）

として評価した。各反応生成物物の算出法を以下の式に示した。また、GLC分析条件および

GLC昇温プログラムは表2－1および表2－2に示した。

PC （O／o） ＝

PC （nmol） ×2

FA（O／o） ＝＝

FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2

            FA（nmol）

×100

LPC（O／o） ＝

FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2

            LPC （nmol）

×100

MG （O／o） ＝

FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2

            MG （nmol）

×100

DG （O／o） ＝

FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2

            DG（nmol）×2

×100

                               ×100
FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2
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表2－1GLC分析条件

  使用カラム

  注入口温度

  検出器温度

  カラム温度

   流圧

メイクアップガス圧

   水素圧

   空気圧

VARIAN WCOT FUSED SILICA （O．25 mm i．d． ×25 m）

2500C

250℃

1720C

30 kPa

75 kPa

50 kPa

50 kPa

表2－2 GLC昇温プログラム

温度 時間あたりの昇温速度

172℃

72 一 1960C

196℃

196 一 200℃

2000c

200 一 232℃

2320C

232 一 2420C

242℃

1 min

40C／min

1 min

4℃ ／min

1 min

3 OC ／min

3 min

sOCImin

8 min
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2－2－3 基質特異性

 基質として、天然に存在するグリセロリン脂質であるPC、ボスファチジルエタノールアミ

ン（PE）、ホスファチジルイノシトール（PI）、ボスファチジルグリセロール（PG）、 PS、 PA

を用いた（基質は全てシグマアルドリッチジャパン（株）、純度98．0％以上）。それぞれの極

性基構造を表4・1に示した。各基質2．5mgと培養上清0．5m1、ジエチルエーテル0．5mlを

バイアル瓶中で混合し、10h振とう培養機iで200 rpm、10℃で作用させた。各反応生成物の

濃度を算出し、評価（算出方法は2－2－2に記載）した。ここで用いた基質はPCは卵黄及び大

豆由来、PEは大豆由来、 PGは卵黄由来、 PSは大豆由来、 PIは大豆由来のものを使用した。

表2－3 リン脂質ごとの極性基構造

リン脂質クラス 極性基構造

ホスファチジルコリン（PC）

ホスファチジルエタノールアミン（PE）

ホスファチジルグリセロール（PG）

ホスファチジルセリン（PS）

ホスファチジルイノシトール（PI）

一CH2CH2N＋ （CH3） 3

－CH2CH2NH2
一 CH2CH （OH） CH20H

－CH2CH （NH2） COOH

－C6Hs （OH） s
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2－2－4 天然由来リン脂質の加水分解特性

 基質として卵黄由来レシチン（Wako（株））、大豆由来レシチン（Wako（株））、イカ由来

レシチン（日本化学飼料（株））を用いた。それぞれのリン脂質組成を表2－4に示した。各

基質2．5mgと培養上清0．5 ml、ジエチルエーテル0．5 mlをバイアル瓶中で混合し、200 rpm、

10℃で作用させた。この反応混合液にそれぞれ一定時間ごとに反応混合液にFolch溶媒3ml

を加え反応を停止した。各反応生成物の濃度を算出し、評価（算出方法は2－2－2に記載）し

た。なお、本実験では各リゾリン脂質の分離が困難であったため、リゾリン脂質ではLPCの

みを評価した。

表2－4 各原料由来リン脂質の一般的な組成
（ 9fof ）

リン脂質 卵黄 大豆 イカ

   PC

   PE

   ps

   PI

ホスファチジン酸

   LPC

   LPE

   SM

70

15

0

 1

0

5一一6

2A－3

2Av 3

31’v34

22’v26
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2－2－5 培養上清中PLA1の反応速度

 培養上清0．5mlを卵黄PC O．5、1．0、2．5、5．0、12．5 mg、ジエチルエーテル0．5 m1バイ

アル瓶中で混合し、200rpm、10℃で30 min反応させた。各反応生成物の濃度を算出（算出

方法は2－2－2に記載）した。加水分解率は各脂肪酸のピークのエリアと内部標準のピークの

エリアを基準とすることにより、各スポットより得られたEAのmol数の合計を算出し、以

下の式に代入することにより求めた。

 なお、以下の式により求められた、加水分解率はsn－1位及びsn－2位のFAを完全に加水

分解した際の値を100％として表している。このため、加水分解率50％でPLA 1活性として

は100％であると評価する。

 また、算出した加水分解率および基質濃度よりLineweaver・Burkプロットをとり、

Michaelis定数㎞と最大反応速度Vmaxを算出した。

               FA （mol）
加水分解率（％）＝
         LPC （mol） ＋FA（mol）＋PC （mol） ×2

×100

 さらに、以下のHenri－Michaelis・Menten81）の式から導かれた数式1、2、3に、求めた培養

上清中PLA1のKnおよびVmaxを代入し、 PLA1の作用による卵黄PCの減少濃度の理論

値を求めた。そして、2－2－2で測定した反応開始後40分後までのPCの減少濃度の経時変

化の図と比較した。

 以下の式のvは反応速度（moVs）、［S］は基質濃度（mol）、 tは時間（s）、［S］oは反応前の

基質濃度（moD、 kは酵素反応の全過程についての一次速度定数である。まず、数式1およ

び2および3によりkを求める。そして、数式3にkを代入し、反応開始後40分後までの

PCの減少濃度の理論値を求めた。

   Vmax
v＝一”@［s］  Km
r－k［S］

…  数式1

…  数式2

一d［S］／［S］

     一k …  数式3
dt

［S］ ＝ ［S］o e’kt …  数式4
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2－2－6 熱安定性

 培養上清をヒートブロックで30℃、40℃、50℃、60℃、70℃でそれぞれ10分間保持し、

直ちに氷冷した。その後、これらの培養上清1．Om1と卵黄PC5．Omg、ジエチルエーテル1．O

mlをバイアル瓶中で混合し、6h振とう培養機で200 rpm、10℃で作用させた。各反応生成

物の濃度を算出（算出方法は2－2－2に記載）し、評価した。

2－2－7 4℃における安定性

 培養上清を滅菌したメンブランフィルター（ADVANTEC（株）、ボアサイズ0．20 pm）で

ろ過滅菌した後、1mlづっ分注し4℃の冷蔵室に放置した。そして、0、1、3、4、7dayご

とに冷蔵室から培養上清をとりだし、培養上清0．5ml、卵黄PC 2．5 mg、ジエチルエーテル0．5

mlをバイアル瓶中で混合し、6h振とう培養機で240 rpm、10℃で反応させた。各反応生成

物の濃度を算出（算出方法は2－2－2に記載）し、評価した。

2－2－8 培養上清の分子量分画

 培養上清0．5mlを分子量分画チューブ（ULTRAFREE－0．5、分画サイズ50，000、100，000

M．W（Millipore Coporation））に分注し、遠心分離i（12，000 rpm、4min）した。遠心後、

分子量分画フィルターを通過した画竜を回収し、フィルターを通過しなかった画分には1／2

人工海水0．5mlを加え超音波処理した後に回収した。それぞれの西分0．25 m1に1／2人工海

水0．25ml加えて0．5 mlとし、これをジエチルエーテル0．5 m1、卵黄PC 2．5 mgとともにバ

イアル土中で混合し、6h振とう培養機で200 rpm、10℃で反応させた。各反応生成物をFolch

法により抽出し、TLCによりFA、 LPC、 MG、 DGの有無を確認した（条件は2－2－2に記

載）。
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2－3 結果・考察

2－3－1 培養上清と卵黄PCとの反応における反応生成物の経時変化

 10℃でのHFHIOO14株培養上清と卵黄PCとの反応開始40 min後までの反応生成物組成

を図2－1（a）に、反応開始24h後までの反応生成物組成を図2－1（b）に示した。

 図2－1（a）のように反応40min後までではPLA1の作用によりPCからおよびLPCの

みが生成し、PLCやLPLCによるMGおよびDGの生産は見られなかった。これより、

HFHIOO14株培養上清と卵黄PCの反応初期ではPLA1が優先的に作用することがわかった。

 図2－1（b）に示した反応開始24h後までの図のように、反応開始3h後からLPLCの作

用によりLPCからMGが生成され、反応が進むにつれてLPCが減少しMGが増加した。ま

た、反応開始3h後からPLCの作用によりDGが生成された。しかしながら、 DGの生成量

はPLA1によるFAの生成量に比べて顕著に低く、PLC活性はPLA1活性に比べて弱いと考

えられる。また、PLA1によるFAの生成は3h後がピークとなり、その後：FAはほぼ一定で

あった。これより、卵黄PC 2．5 mgとの反応ではPLA1活性の反応速度は3h以降では一定

になることが示唆された。

 図2－1より考えられるHFHIOO14株培養．ヒ清と卵黄PCの加水分解経路を図2－2に示し

た。図2－2のように、PLA1が優先的に作用し、PCからLPCが生成され、そのLPCがLPLC

の作用によりMGに変化していくことが確認された。このため、食品用乳化剤などに利用さ

れるりゾリン脂質を効率的に生産するためにはLPLCによるりゾリン脂質の分解を抑制する

必要があると考えられる。また、PLCにより少量ではあるがPCよりDGが生成される。PLC

は精油工程における脱ガムなどに利用が期待されるが、本培養上清を脱ガムに応用する際に

はPLA1による脂肪酸の生産を抑制する必要があると考えられる。
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図2－1 HFHIOO14株培養上清と卵黄PCとの各反応生成物量の経時変化
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2’acyl LPC
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LPLC
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※この図での矢印は各ホスホリパーゼの作用によって基質から生成物が産生される様子を

示している。

       図2－2 HFHIOO14株培養上清によるPCの加水分解経路
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2－3－2 基質特異性

 図2－3および図2－4に示したように、FAとりゾリン脂質（LPL）の生成量は大豆およ

び卵由来のPCを基質とした場合が最も多く、その他の基質PE、 PG、 PS、 PIでは生成量に

多少の違いはあるが、PCを基質とした場合と比較してEAとLPLの生成量は顕著に低くか

った。これより、PLA1はPCに対して特異性が強いことがわかった。一般に、我々が食品

として摂取しているリン脂質の多くはPCであり、本PLAIはPCを効率的に加水分解する

ことから、食品加工への応用が期待できる。

 また、図2－5および図2－6に示したように、LPLからLPLCによって生成されるMG

の生成量は、PCを基質とした場合には検出されたが、その他の基質ではしP：しの生成量が少

なかったためMGの生成は確認できなかった。 PLCによって生成されるDGは、 PSを基質

とした場合には生成されず、PI、 PEを基質とした場合の生成量はPC、 PGに比べて多かっ

た。しかしながら、PLC活性はPLA1活性ほど基質ごとに顕著な差はみられなかった。 こ

の結果より、PLCは活性は低いものの多種のリン脂質を除去することができ、精油工程にお

ける多種のリン脂質の除去に応用が期待できる。
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反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；リン脂質，2．5 mg；培養上清， O．5 ml；

          振とう，200rpm；反応時間，10 h

図2－3 反応生成物中のFA量
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図2－6 反応生成物中のDG量
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2－3－3 天然由来リン脂質の加水分解特性

 図2－7、図2－8、図2－9に卵黄および大豆、イカ由来リン脂質の加水分解の結果を示し

た。図に示すように、卵黄およびイカ由来リン脂質のPしの減少量は大豆由来リン脂質に比

べて顕著に多く、卵黄およびイカ由来リン脂質の方が加水分解されていた。PLCによるDG

の生成量はどのリン脂質も変わらないため、Pしの減少量はPLA1活性の差によるものである

と考えられる。本PLA1は2－3－2に示したように、 PCに特異的に作用し、PEやPG、 PS、

PIにはあまり作用しない。図2－3および図2－4に示したように、大豆由来リン脂質は卵黄

およびイカに比べPCの割合が低い。以上のことから、本培養上清が大豆由来リン脂質の加

水分解量が低いことは、大豆由来リン脂質中にPLA1によって加水分解されるPC量が少な

いためであると考えられる。

 HFHIOO14株培養上清によって効率的に加水分解される卵黄由来リン脂質は食品用乳化剤

として利用される。1－2に示したように、リゾリン脂質は通常のリン脂質よりも高い界面活

性18）を有することが知られている。このことから、本培養上清中PLA1は卵黄から食品用乳

化剤として付加価値の高いリゾリン脂質の生産に有用であると考えられる。また、イカリン

脂質は様々な生理活性をもつDHAやEPAを多く含有している。1－3－1に示したように、

天然由来リン脂質のDHAやEPAなどのPUEAはsn－2位に結合していることが多く、PLA1

によってsn－1位の脂肪酸を加水分解することで、 DHAやEPAが濃縮された様々な生理作用

をもつりゾリン脂質の生産が期待される。このことから、イカ由来リン脂質を効率的に加水

分解するHFHIOO14株培養上清中PLA1はイカから新たな生理作用が期待されるりゾリン脂

質の生産に有用であると考えられる。
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反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5m1；卵黄レシチン，2．5 mg；

       培養上清，0．5ml；振とう，200 rpm

図2－7 卵黄由来リン脂質の加水分解
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2－3－4 培養上清中PLA1の反応速度

 図2一・10に示したように、加水分解率は卵黄PC濃度1．0、2．0 mg／mlで50％に達し、その

後卵黄PC濃度が高くなるにつれて加水分解率は減少した。また、 LPC濃度は卵黄PC濃度

10．Omg／m1でピークに達し、その濃度は約400 nmolであった。以上のことから、HFHIOO14

株培養上清0．5ml中PLA1の30 minの反応におけるLPCの生成量は約400 nmolが最大で

あると考えられる。

 図2－10に示した結果をもとに作製した培養上清中PLA1と卵黄PCの反応における

Lineweaver－Burkプロットを図2一・11に示した。 Lineweaver・Burkプロットの直線の式は

［1／口＝28．5［1／β］＋1925．8であった。また、Michaelis定数盈nは㎞＝1．5×10’2であり、反応

の最大速度VmaxはVmax＝1．0×10’5 mol／l・sであった。

 図2一・12に」駈nおよびVmaxより算出したPLA1の作用によるPC減少量の理論値と実測

値を示した。図2－12にあるように、PC減少量の理論値と実測値はほぼ同じ傾向を示した。

この結果より、図2－1のHFHIOO14株培養上清と卵黄PCとの各反応生成物量の経時変化

の反応開始40分後までのグラフは正確に測定できていることが示唆された。
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反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄レシチン，0．5，1．0，2．5，5．0，12．5 mg；

       培養上清，0．5ml；振とう，200 rpm；反応時間，30 min

図2－10 基質濃度ごとの加水分解率およびLPC濃度
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2－3－5 熱安定性

 図2－13に示したように、培養上清中のPLA1活性およびLPLC活性は50℃、10 minの

加熱で失活することが確認された。また、PLC活性は40℃、10minの加熱で失活すること

が確認された。現在産業にて応用されているAsρergr71us sp．由来PLA1やFusarium sp．由来

PLA 1の失活温度は70℃以上70，82）であり、本リン脂質分解酵素は現在産業に応用されている

ものに比べ低温で失活するという異なった性状をもつことが確認された。この結果より、比

較的低温での失活が可能なことから、脂質の酸化やタンパク質の変性を抑える必要のある食

品への応用が期待され、食品加工におけるホスホリパーゼの新たな用途の開発が可能である

と考えられる。
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反応温度，10℃；ジエチルエーテル，1．O ml；卵黄PC，5．0 mg；培養上清，1．O ml；

      振とう，200rpm；反応時間，6h；加熱時間，10 min

図2－13 HFHIOO14株培養上清の熱安定性
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2－3－6 4℃における安定性

 図2－14に示したように、7日目でMGの生成がみられなくなったことから、 LPLC活性

の消失が確認された。また、EA、 LPCおよびMGの生成量に0日から7日までで大きな差

はみられず、PLA1とPLCの活性は保持されていた。また、 LPLC活性も少なくとも4日間

は活性が保たれることが確認された。タンパク質の精製は一般的に4℃で行われることから、

本ホスホリパーゼは少なくとも4日間の安定性が認められたことから、4℃での精製は可能で

あることが示唆された。
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反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5m1；卵黄PC，2．5 mg；培養上清，0．5 ml；

          振とう，200rpm；反応時間，6h

図2－14 各リン脂質分解酵素の4℃での安定性
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2－3－7 培養上清の分子量分画

 表2－5に示したように培養上清の分子量分画を行った結果、50，000M．W．以上100，000

M．W．以下の画分にPLA 1活性が確認され、培養上清中PLA1の分子量は50，000～100，000

であることが示唆された。また、PLCおよびLPLC活性は100，000 M．W以上に確認され、

培養上清中PLCおよびLPLCの分子量は100，000以上であることが示唆された。この結果

より、培養上清中PLA1活性とPLC、 LPLC活性は異なる酵素による作用であることが示唆

された。

表2－5 培養上清の分子量分画による各画分のホスホリパーゼ活性

分子量 画分 PLAI PLC LPLC

50，000 以上 o o 0
以下 × × ×

100，000 以上 o o o
以下 O × ×

○…活性あり、×…活性なし

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；

          振とう，200rpm；反応時間，6h
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第3章 培養上清中からのリン脂質分解酵素の精製

3－1 序論

 第2章に示したように、本培養上清中PLA1およびPI．C、 LPLCは10℃という低温下で

効率的にリン脂質を改質することができ、50℃で失活するという現在実用化されているホス

ホリパーゼには無い有用な性状をもつ。しかしながら、2－3－2で示したように本培養上清

中PLA1を用いて食品用乳化剤などに用いられるリゾリン脂質を生産するためにはLPLCに

よる分解を抑制する必要があり、PLCを脱ガムに用いる際にもPLA1の脂肪酸の生成を抑制

する必要がある。このように、各種のホスホリパーゼが混合した状態では、様々な用途に応

用することは困難であるため、各ホスホリパーゼの単離が必要となる。本章では培養上清か

らの各リン脂質分解酵素の精製について示す。

 これらのホスホリパーゼの精製には、脱塩やゲルろ過クロマトグラフィーなどの工程を必

要とする。そこで、精製に先立ち、本ホスホリパーゼの各種溶液中における安定性を、透析

膜を用いて評価した。リン酸緩衝適中での安定性が確認されたPLA1の精製を行った。精製

は硫安分画とゲルろ過クロマトグラフィーにより進め、SDS－PAGEにより精製の確認を行っ

た。さらに、精製したPLA 1よりN末端アミノ酸配列を決定した。

3－2 実験方法

3－2－1 各種溶液中における安定性

 透析に用いる各種外液として、0．02Mリン酸緩衝液（pH7．0）と蒸留水、 K28培地を用い

た。ここで使用した0．02Mリン酸緩衝液（pH 7．0）は0．2 Mリン酸水素ニナトリウム溶液

に0．2Mリン酸二水素ナトリウム溶液を加えてpH 7．0に調製した後、蒸留水で10倍に希釈

したものである83）。また、透析膜として使用するセルロース膜（透過分子量14000、三光純

薬（株））は沸騰した蒸留水中で2min煮沸し、蒸留水で数回洗浄した。セルロース膜の下部

を堅く縛り、HFHIOO14株培養上清1mlを分注し、セルロース膜の上部を古宅に縛り付け、

各種外液200ml中でマグネットスターラーにより撹評しながら4℃で透析した。2h後、外

液を新しい溶液に交換し、再び4℃で一晩透析した。透析後、セルロース膜から酵素液を回

収し、これらの培養上清0．5mlと卵黄PC 2．5 mg、ジエチルエーテル0．5 mlをバイアル瓶

中で混合し、6h振とう培養機で200 rpm、10℃で作用させた。各反応生成物の濃度を算出（算

出方法は2－2－2に記載）した。そして、PLA1では1minに1μmolの脂肪酸を産生する活

性量、PLCでは1minに1pmolのDGを産生する活性量、 LPLCでは1minに1pmolの

MGを産生する活性量を各々1Uとして定義し、評価した。
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3－2－2 培養上清の硫安分画

 HFHIOO14株培養上清を硫酸アンモニウム（硫安）を用いて0～30％飽和画分、30～50％飽

和画分、50～80％面分に分画し、粗酵素液を濃縮した。硫安分画は全て4℃下で操作した。

HFHIOO14株培養上清300 mlに30％飽和となるように硫安52．8 gを少しつつ加え、撹崩し

ながら1h放置した。溶液を遠心分離（3，500 rpm、20 min）し、沈殿を採取し、0．02 Mリ

ン酸緩衝液（pH 7．0）4mlに溶解し、0～30％飽和画分とした。上層溶液に50％飽和画分と

なるように38．1gを少しつつ加え、0～30％飽和露分と同様の操作で沈殿を採取し、0．02 M

リン酸緩衝液（pH 7．0）4mlに溶解し、30～50％飽和画分とした。上層溶液に80％飽和画

分となるように64．2gを少しつつ加え、0～30％飽和中分と同様の操作で沈殿を採取し、0．02

Mリン酸緩衝液（pH 7．0）4m1に溶解し、50～80％飽和画分とした。採取した非分を500 m1

のリン酸緩衝液中で3－2－2と同様の操作で透析した。透析後、計画分溶液および培養上清

0．5ml卵黄PC 12．5 mg、ジエチルエーテル0．5 mlをバイアル山中で混合し、30 min振と

う培養機で200rpm、10℃で作用させた。各反応生成物の濃度を算出（算出方法は2－2－2

に記載）した。そして、1minに111molの脂肪酸を産生するPLA1の活性量を1Uと定義し、

評価した。

3－2－3 ゲルろ過クロマトグラフィーによる精製

 硫安分画においてPLA1活性が確認された30～80％飽和自分をゲルろ過クロマトグラフィ

ーにより精製した。HFHIOO14株培養上清900 mlを3－2－2と同様の方法で硫安分画を行

い、0．02Mリン酸緩衝液（pH 7。0）に溶解した30～80％飽和画分12 mlを採取した。

 Bio－Gel P－100 gel medium（BIO RAD社）41．67 gを溶離液11（0．02 Mリン酸緩衝液・（pH

7．0）、0．2MNaC1）にて膨潤させ、 Econo－Column Choromatography Column（2．5×100cm、

BIO RAD社）に充填した。このカラムにゲル容積の約3倍量の1500 mlの溶離液を流速約

251nl／hにて流し、カラム内を平衡化した。平衡化後、採取した30～80％飽和合分12 mlを

カラムに流し入れ、直ちに溶離島を流速約25ml／hにて流し、試料を溶出させた。1フラク

ションは5m1の容量になるように設定した。約11の溶離液を流した後、各フラクションを

回収した。各フラクション0．5ml、と卵黄PC 2．5 mg、ジエチルエーテル0．5 mlをバイア

ル瓶中で混合し、6h振とう培養機で200 rpm、10℃で作用させた。各反応生成物をFolch

法により抽出し、TLCによりFAの有無を確認し、 PLA 1活性画分を確認した（条件は2－2

－2に記載）。ここで得られたPLA1活性画分を凍結乾燥処理した後9mlの0．02 Mリン酸緩

衝液（pH 7．0）溶解し、透析した。この試料溶液を前述と同様の方法でゲルろ過クロマトグ

ラフィーにより分画した。2回目のゲルろ過クロマトグラフィーにより得た各フラクション

0．5mlと卵黄PC 2．5 mg、ジエチルエーテル0．5mlをバイアル瓶中で混合し、6h振とう培

養機で200rpm、10℃で作用させた。各反応生成物の濃度を算出（算出方法は2－2－2に記載）

した。そして、1minに1pmolの脂肪酸を産生するPLA1の活性量を1Uと定義し、評価

した。また、各フラクションのタンパク質量をBradford法により算出した。
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3－2－4 SDS・PAGEによる分析

 3－2－3において2回のゲルろ過クロマトグラフィーにより得たPLA1活性が確認された

各フラクション25111にSDS－PAGEサンプル処理溶液（0．125 M Tris・HCl buffer（pH 6．8）、

10％2一メルカプトエタノール、0．4％SDS、10％スクロース、0．01％プロムフェノールブル

ー（BPB））25 plを混合し、ウォーターバスにて100℃で2min処理した。処理した溶液5pl

および標準タンパク溶液（分子量マーカー高分子量 （Wako（株））5μ1を12．5％ゲルに添

加し、SDS－PAGE泳動溶液（25 mM Tris、192 mMグリシン、0．1％SDS）によりコンパク

トPAGE・ツイン電気泳動装置（アトー（株））により泳動した。泳動後、脱色液（30％メ

タノール、10％酢酸）によりバンドを固定した。クマシーブリリアントブルー（CBB）染色

液（30％メタノール、10％酢酸、0．1％CBB R－250）により染色した後、脱色液により脱色

し各バンドを確認した。

3－2－5 N末端アミノ酸配列分析および相同性検索

 3－2－4のPLA1活性面分のSDS－PAGE分析において単一のバンドが確認された試料をエ

レクトロプロッティングし、アミノ酸シークエンサーによりPLA 1のN末端アミノ酸配列を

分析した。

 単一のバンドが確認された精製PLA1溶液を7．5～20％のグラジエントポリアクリルアミ

ドゲルを用いてLaemmhらの方法84）に従って電気泳動を行った後、ゲルをトランスファー溶

液（10mM 3一シクロヘキシルアミノー1一プロパンスルホン酸10％メタノール， pH 11．0）

に浸し、トリスおよびグリシン量を減少させた。このゲルをトランスファー溶液を用いてプ

ロッティングし、ポリビニリジンジフルオリド（PVDF）膜にPLA1活性画分の単一のバン

ドを転写させた。このPVDF膜をCBB染色し、単一のバンドを切り取り、アミノ酸シークエ

ンサー（ABI Procise 492HT Protein Sequencer（アプライドバイオシステムズジャパン

（株）））を用いてN末端アミノ酸配列を分析した85）。また、分析したN末端アミノ酸配列

はBLASTを用いて相同性検索を行った。
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3－3 結果・考察

3－3－1 各種溶液中における安定性

 表3－1に示したように、PLA1では透析における外液としてリン酸緩衝液およびK28培

地を用いた際に活性が保持し、蒸留水を用いた際には失活することが確認された。また、PLC

およびLPLCでは透析における外液としてK28培地を用いた際にのみ活性が保持し、リン酸

緩衝液およびK28培地を用いた際には失活することが確認された。培養上清中の全てのホス

ホリパーゼ活性（PLA1、 PLC、 LPLC）が保持するのはK28培地のみであった。しかしな

がら、K：28培地の成分であるバクトペプトンと酵母エキスにはタンパク質が数種類含まれて

おり、タンパク質の精製に適していない。そこで、タンパク質に適しているリン酸緩衝液を

外液に用いても活性が残存するPLA1のみの精製を進めることにした。

表3－1各種溶液中におけるホスホリパーゼの安定性試験結果

（mU）

外液 透析なし リン酸緩衝液 K28培地 蒸留水

PIAI

PLC
LPLC

O．88

0．05

0．12

O．65

ND．

ND．

O．89

0．Ol

O． 17

ND．

N．D．

ND．

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；培養上清，0．5 ml；

          振とう，200rpm；反応時間，6h
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3－3－2 培養上清の硫安分画

 図3－1に示したように、30～50％飽和画分および50～80％飽和画分にPLA1活性が確認さ

れた。このPLA 1活性が確認された30～80％飽和画分を採取して、0．02 Mリン酸緩衝液

（pH7．0）に溶解し、一晩透析した後に、ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製を進めた。

 3．5

  3

 2．5

＝  2
E
 1．5

  1

 0．5

  0
，es“，rs，‘e，’g5t

評夢ズ夢ず

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，12．5 mg；

  酵素液，0．5m1；振とう，200 rpm；反応時間，30 min

図3－1培養上清および硫安分画により得られた画分のPLA 1活性
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3－3－3 ゲルろ過クロマトグラフィーによる精製

 1回目のゲルろ過クロマトグラフィーによるタンパク質の溶出の結果を図3－2に示した。

また、この分画で採取したフラクションのPLA1活性の検出を行った結果、図3－3に示した

ように、fr．25～34にPLA 1活性が検出された。このfr． 25～34を凍結乾燥により濃縮した後

に再度ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製を進めた。その溶出結果および各フラクショ

ンのPLA 1活性の比活性を図3－4に示した。図3－4のようにfr．25からfu 35にPLA1活性

が検出された。これより、fr．25からfr． 35をSDS－PAGEにより分析した。

300

D 250
E
×bo

昌200
v
畷150

今100
ミ

RN sO

o

o 10 20 30 40 50
フラクションナンバー

60 70 80

ゲル，Bio－Gell P－100 gel medium；温度，4℃；流速，25 mYh

図3－2 ゲルろ過クロマトグラフィー（1回目）による溶出
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MG．
FA一・

PC．

SM．
LPC一一〉

le fr．21’N／36 一＞1

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0。5ml；卵黄PC，2．5 mg；

  培養上清，0．5ml；振とう，200 rpm；反応時間，6h

図3－3 ゲルろ過クロマトグラフィー（1回目）による

      PMI活性七分のTLC結果
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ゲル，Bio－Gell P－100 gel medium；温度，4℃；流速，25 ml／h；

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，O．5 ml；卵黄PC，2．5 mg；

  培養上清，O．5 ml；振とう，200 rpm；反応時間，6h

図3－4 ゲルろ過クロマトグラフィー（2回目）による溶出
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3－3－4PLA1活性画分のSDS－PAGEによる分析結果

 3－3－3に示した2回目のゲルろ過クロマトグラフィーで採取したPLA 1活性画分fr．25

からfr． 35をSDS－PAGEにより分析した結果を、図3－5に示した。図3－5に示したように、

fr． 33およびfr．34において分子量約30，000の位置に単一のバンドが確認され、このバンドが

PLA1であると示唆された。また、この結果より本PIAIの分子量は約30，000であると推定

された。

 2－3－7に示したように、分子量分画フィルターによって分子量の推定を行ったところ

HFHIOO14株培養上清中PLA1は50，000～100，000であると推定され、 SDS・PAGEの分析

結果とは異なる結果であった。これより、本PLA1は培養上清中では2量体もしくは3量体

を形成していると考えられ、SDS・PAGEにより分析する際にはSDS－PAGE処理液を加え、

100℃で処理したことで化学結合が切断され、1量体となり、分子量が30，000であると推定

されたと考えられる。

200k一

116k．

79k．

42k．

30k．

17k．

o ＠＠

①分子量マーカー

＠ fr．33

③血34

図3－5 PIA 1活性画分のSDS－PAGE
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3－3－5精製PLA1のN末端アミノ酸配列分析および相同性検索結果

 単一のバンドが確認されたfr．33中のPLA1のN末端アミノ酸配列を分析した結果、

Moi・itθ11a sp． HFHIOO14の有するPLA1のN末端アミノ酸配列はKASEFITIGTGGVTG

VYYPAであることが確認された。また、 BLASTを用いた本PLA1のN末端アミノ酸配列

の相同性検索の結果を表3－2に示した。相同性検索の結果、Moi・ite！la sp． HFHIOO14株の

有するPLA1のN末端アミノ酸配列と高い相同性を示す既知のPLへ1は確認されなかった。

本PLA1のN末端アミノ酸配列と高い相同性を示したタンパク質は多くは細菌由来のTRAP

transpor七er solu七e receptor， TAXI family proteinおよびimmunogenic proteinであった。

immunogenic proteinは免疫原性のタンパク質であり、その働きはPLA1とは異なる。また、

TRAP transporter solute receptor， TAXI family proteinはグラム陰性細菌などの細胞膜にお

ける物質の輸送に関るタンパク質であり86）、その働きはimmunogenic proteinと同様に

PIA1とは異なる。この結果より、本PMIは新規のアミノ酸配列をもつPLA1であること

が示唆された。
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表3－2 Moi・itella sp． HFHIOO 14株の有するPLA1のN末端アミノ酸配列

   の相同性検索結果

Sequences producing significant alignments

Score

（Bits）

TRAP t1aansporter solute receptor， TAXI family protein

［Si7ieihaeter ponieroyi D S S’3］

immunogenic protein［Oeea刀osp加Z1〃1ηsp． MED92］

immunogenic protein ［Marinomonas sp． MED1211

immunogenic p rotein ［Stappia aggrega ta IAM 12614］

TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein

［Rhodobaeterales bacterium HTCC2654］

immunogenic protein ［Marinobacter sp． ELB17］

TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein

｛Stappia aggrega ta IAM 12614］

putative immunogenic protein

し醸～o孟。わaetelゴ召．αz」ρ．rofundu．α～3TC］K］

putative immunogenic protein ［Photohaeterium profundum SS9］

TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein

［Roseovarius n ubinhibells ISM］

TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein

［Sllieibaeter sp． TM 1040］

TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein

［Roseobaeter sp． SK209’2＝6］

TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein

［Roseobacter sp． MED 193］

immunogenic protein ［Oeeanieola ba tsensis HTCC2597］

immunogenic protein ［ Vihrio harveyi HYO 1］

immunogenic protein［巧み1プ05」ろ110刀がAK1】

immunogenic protein ［ Vihrionales bacterium SWAT’3］

immunogenic protein［翻訳1ゴ03忽加ヶtieus 12GO1］

immunogenic protein ［ Vibn’o fisehezi’ ES114］

immunogenic protein ［ Vihrio parahaemo！ytieus RIMD 22106331

TRAP－type uncharacte！ai’ zed transport system， periplasmic

component ［ Vihi”io vulnifieus CMCP66］

54．9

54．5

54．5

54．1

54．1

53．2

52．0

52．0

52．0

52．0

52．0

51．5

51．5

515

51．1

51．1

511

51．1

51．1

5！1

51．1

50

  E

Value

5e－07

7e－07

7e．一〇7

9e－07

9e－07

2e－06

4e－06

4e－06

4e－06

4e－06

4e－06

5e－06

5e－06

5e－06

7e’06

7e’06

7e－06

7e－06

7e－06

7e－06

7e－06



3－3－6 精製のまとめ

 表3－3に精製過程の液量やタンパク量、比活性を示した。表3－3に示したように、培養

上清に比べ精製PLA1の比活性は増加しなかった。一般的に、酵素精製ではその他の混在す

るタンパク質が除去されることで、酵素溶液の総タンパク質中の目的の酵素の割合は上昇す

るため、酵素活性が維持されていれば比活性は向上する。本実験の精製では表3－1にも示し

たように、リン酸緩衝液による透析により培養上清のPLA 1活性は残存するものの活性は減

少していた。これより、リン酸緩衝液のみではPLA1活性を安定的に保持することができな

いため、精製後の比活性が増加しなかったと考えられる。そのため、本PLA1活性を安定的

に保持することのできる精製条件を検討する必要があり、第4章にてリン酸緩衝液中に加え

る安定剤の検討を行った。

表3－3精製のまとめ

液量  総タンパク質量  総活性

（ml） （mg） （mU）

  比活性

（mU／mg protein）

培養上清

硫安分画物

精製PLA 1

900

12

 5

54．2

23．8

0．153

1．1

8．O

O．4

240．0

 6．4

50．0
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第4章 精製P：LA1の諸性状

4－1序論
 第3章においてHFHIOO14株培養上清より硫安分画およびゲルろ過クロマトグラフィーに

よりPLA1を精製した。培養上清にはPLA1の他にPLCやLPLC、 SMaseCなどのリン脂

質分解酵素やその他の分泌物、K28液体培地の諸成分などが含まれており、培養上清中にお

けるPLへ1はこのような様々な物質と相互作用を起こしていた可能性が考えられる。そのた

め、培養上清中PLA1と精製したPLA 1の諸性状には何らかの違いがあると考えられる。

 また、HFHIOO 14株の有するPLA1を工業的に用いる場合には、その他の混在物が少ない

精製したものの方が適しており、現在工業的に使用されている酵素の多くは精製物である。

このため、工業的な応用を目指す上で精製したPLA1の諸性状を知ることは必要であると考

えた。

 本章では、精製PLA1の諸性状として、精製PLA1のリン脂質のアシル基への作用位置の

確認、熱安定性評価、至適温度評価、培養上清と精製PLA1の基質濃度の影響の比較、基質

特異性評価、精製PLA1とPCとの反応に対するPE、 PGの影響、精製PLA1の金属イオン

の影響、さらにPLA1の精製における安定剤の検討について示す。

4－2 実験方法

4－2－1精製PLA1のリン脂質のアシル基への作用位置の確認

 反応の基質として合成PCを用いた。すなわち、1一パルミトイル（C16：0）一2一オレオイル

（C18：1）PC（シグマアルドリッチ（株））5．O mg及び1一オレオイル（C18：1）一2一パルミトイル

（C16：0）PC（シグマアルドリッチ（株））5．O mgを使用した。

 2種の合成PCそれぞれとジエチルエーテル0．5 ml、精製PLA 10．3 mlを10℃にて振とう

培養機（200rpm）で12 h反応させた。各反応生成物の濃度を算出（算出方法は2－2－2に

記載）し、1一パルミトイルー2一オレオイルPCに作用させたものではパルミチン酸メチル、1一オ

レオイルー2一パルミトイルPCに作用させたものではオレイン酸メチルが他方の脂肪酸よりも

有意に多く検出されたものをPLA1活性であると評価した。

 精製PLA1の精製方法は第3章に記載した条件と同様である。
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4－2－2 精製PLA1と培養上清の反応速度

 本実験では、培養上清と精製PLA1の卵黄PC 2．5 mlを加水分解する際の活性量を同等に

するために、培養上清をK28液体培地により2倍に希釈した。培養上清および精製PLA1

0．3mlを卵黄PC O．5、1。0、2．5、5．O mg、ジエチルエーテル0．5 mlバイアル瓶中で混合し、

200rpm、10℃で30 min反応させた。各反応生成物の濃度を算出し、加水分解率を求めた（算

出方法は2－2－2および2－2－5に記載）。また、算出した加水分解率および基質濃度より

1．ineweaver－Burkプロットをとり、 Michaelis定数駈nと最大反応速度Vmaxを算出した。

4－2－3 精製PLA1の基質特異性

 基質として、天然に存在するグリセロリン脂質であるPC、 PE、 PI、 PG、 PS（全てシグ

マアルドリッチ（株）、純度98．0％以上）を用いた。それぞれの極性土構造を表2－3に示し

た。各基質2．5mgと培養上清および精製PLA10．5 m1、ジエチルエーテル0．5 mlをバイア

ル瓶中で混合し、10h振とう培養機で200 rpm、10℃で作用させた。各反応生成物中の遊離

脂肪酸の濃度を算出（算出方法は2－2－2に記載）し、1minに111molの脂肪酸を産生する

PLA 1の活性量を1Uと定義し、評価した。

 ここで用いた基質はPCは卵黄及び大豆由来、 PEは大豆由来、 PGは卵黄由来、 PSは大

豆由来、PIは大豆由来のものを使用した。

4－2－4 PLAIとPCとの反応に対するPE、 PGの影響

 精製PLA1との反応率の低いリン脂質のPCとの共存下における作用機i構の解析のために、

培養上清中PLA1と各濃度のPCの反応混合液に一定量のPEおよびPGを加え試験した。

 培養上清0．5mlを卵黄PC O．5、1．0、2．5、5．0、12．5 mg、ジエチルエーテル0．5 ml、 PE

またはPG各0．5 mgをバイアル瓶中で混合し、200 rpm、10℃で30 min反応させた。各反

応生成物の濃度を算出し、加水分解率を求めた（算出方法は2－2－2および2－2－6に記載）。

また、算出した加水分解率および基質濃度よりLineweaver－Burkプロットをとり、Michaelis

定数、dnと最大反応速度Vnaxを算出した。
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4－2－5 精製PLA 1の熱安定性

 精製PLA 1および培養上清をヒートブロックで10℃、20℃、30℃、40℃、50℃、60℃で

それぞれ10min保持し、直ちに氷冷した。その後、これらの精製PIA1および培養上清1．O

mlと卵黄PC5．Omg、ジエチルエーテル1．Om1をバイアル瓶中で混合し、6時間振とう培

養機iで200rpm、10℃で作用させた。反応生成物中の遊離脂肪酸の濃度を算出（算出方法は2

－2－2に記載）し、1minに1pmolの脂肪酸を産生するPI．A1の活性量を1Uと定義し、評

価した。

4－2－6 精製PLA 1の至適温度

 精製PLA1および培養上清0．5 mlと卵黄PC2．5 mg、ジエチルエーテル0．5 mlをバイアル

瓶中で混合し、10℃、20℃、30℃、40℃、50℃、一定時間、200rpmで振とう培養機で作用

させた。各温度ごとの反応生成物中の遊離脂肪酸の濃度を算出（算出方法は2－2－2に記載）

し、1minに111molの脂肪酸を産生するPLA1の活性量を1Uと定義し、評価した。

4－2－7 精製PLへ1の金属イオンの影響

 精製PLA1に対する金属イオンの影響を調べるために、金属としてCaC12、 MgC12、 KCI、

FeC13、 NaCl、 CoC12の6種類を用いた。精製PLAI O．4 mlと卵黄PC 2．5 mg、ジエチルエ

ーテル0．5ml、50mM金属イオン各0．1ml（終濃度10 mM）をバイアル血中で混合し、6

h振とう培養機iで200rpm、10℃で作用させた。各反応生成物中の遊離i脂肪酸の濃度を算出（算

出方法は2－2－2に記載）し、1minに1pmolの脂肪酸を産生するPLA1の活性量を1Uと

定義し、評価した。
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4－2－8 PLA1活性の安定な精製方法の検討

 本PLA 1の活性を安定的に保持することのできる精製方法を見出すために、リン酸緩衝液に

酵素精製の安定剤として用いられる物質を添加し、これらの溶液中で培養上清を透析するこ

とで検討した。

 0．02Mリン酸緩衝液（pH 7．0）に2％Triton X－100、20 mMジチオトレイトール（DTT）、

0．1％コール酸、10％グリセリンを加え、各種外液200m1中で培養上清1mlをマグネット

スターラーにより撹拝しながら4℃で透析した。2h後、外液を新しい溶液に交換し、再び4℃

で一晩透析した。透析後、セルロース膜より培養上清を採取し、これらの培養上清0．5m1と

卵黄PC 2．5 mg、ジエチルエーテル0．5mlをバイアル瓶中で混合し、6h振とう培養機で200

rpm、10℃で作用させた。各反応生成物の濃度を算出（算出方法は2－2－2に記載）した。そ

して、1minに111molの脂肪酸を産生するPLA1の活性量を1Uと定義し、評価した。
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4－3 結果・考察

4－3－1精製PLへ1のリン脂質のアシル基への作用位置の確認

 表4－1に示したように、精製PLA1は16：0／18：1PCでは反応生成物中のPCが2つの脂肪

酸とも同じような組成であったが、LPCの脂肪酸組成はsn・2位のオレイン酸の方が高濃度

で残存した。さらに、この反応が脂肪酸特異性によるものでないことを証明するために脂肪

酸組成を逆転させた18：1／16：0PCで行っても同じような結果が得られた。いずれの基質にお

いてもsn・2位の脂肪酸が反応後のLPCに高濃度で残存していることから、精製PLA1にお

いても培養上清と同様にsn－1位の脂肪酸が選択的に加水分解していることが確認された。

表4－1精製PLへによる合成PCの加水分解反応で生成したLPCおよび原料PCの脂肪酸

   組成（％）および加水分解率（％）

（a） LPCおよび原料PCの脂肪酸組成（％）

（o／o）

16：0／18：IPC 18：1／16：0PC

sn＝1 sn－2 sn’1 sn’2

16：0 18：1 18：1 16：0

PC 48．5

LPC 7．4

47．4 47．9 49．0

92．6 3．0 96．8

合成PC，5．O mg；ジエチルエーテル，0．5 ml；精製PLA1，0．3 ml；

  反応温度，10℃；振とう速度，200rpm；反応時間，12 h

（b） 加水分解率（％）

（e／o）

16：0／18：IPC 18：1／16：0PC

加水分解率（％） 29．3 34．1

事件は表4－1（b）と同じ
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4－3－2 精製PLA1と培養上清の反応速度

 図4－1および表4－2に示したように、培養上清に比べ、精製PLA1の盈n値およびVnax

値は低かった。Km値が低いほど基質との親和性が高いことが知られているので、精製する

ことでPLA1とPCの親和性が高まったことが示唆された。培養上清中には培地成分として

バクトペプトンや酵母エキス、人工海水中のミネラル成分などが含まれるほか、Moritθ11a sp．

HFHIOO14株より産生される様々な代謝産物が存在する。これより、本PLA1が精製するこ

とで基質との親和性が高まったことから、本PMIは培養上清中のいずれかの物質に基質と

の作用を阻害されることが示唆された。

 また、Vmaxが精製することで低下した理由としては、培養上清と精製PLAIの酵素濃度

が一定でなかったことや、精製過程で活性が低下したことなどが考えられる。

ここ

3000000

2500000

2000000

1500000

1 OOOOOO

y ＝ 4658．8x ＋ 477509

  R2 ＝ O．9727

y ＝ 2742．5x ＋ 700618

   R2 ＝ O．993

  一300 一100 100 300 500
                1／S

          ◆培養上清▲精製PLAI

卵黄PC，0．5，1．0，2．5，5．O mg；ジエチルエーテル，0．5 ml；酵素液，0．3 ml；

   反応温度，10℃；振とう速度，200rpm；反応時間，30 min

図4－1培養上清と精製PLA1のLineweaver・Burkプロット

表4－2精製PLA 1と培養上清の盈nおよびVmax

Km Vmax （molfl ’ s）

培養．t清

精製PLA 1

9．8X 10－3

3．9× 10－3

2．1×10－6

1．4× 10－6

条件は図4－1と同じ
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4－3－3 精製PLA1の基質特異性

 図4－2に示したように、培養上清、精製PIA1ともにPE、 PI、 PG、 PSに比べ、 PCを

基質とした際の脂肪酸生成量は著しく多く、本PLA1はPCへの特異性が高いことが確認さ

れた。PCは天然界に最も多く存在するグリセロリン脂質であり、食品用途や化粧品用途に最

もよく用いられている大豆や卵黄中においてもリン脂質の中で最も含有量の多いPC（表2－

4）を効率よく加水分解するという特徴は食品用途への応用に有用であるものであると考えら

れる。また、本PLA1はPSへの反応率は低かった。生化学の分野ではPAやPSに特異的に

加水分解反応を行うPLA1についての研究がよく行われているが、 HFHIOO14株により生産

されるPLA 1はこれらのPLA1とは異なる特異性を示した。

 
承

）

 120

igg

ii

ゐ〃ウ掌ア
■培養上清国精製PLA1

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；リン脂質，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；

          振とう，200rpm；反応時間，6h

図4－2 培養上清と精製PLA1の基質特異性
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4－3－4PLAIとPCとの反応に対するPE、 PGの影響

 表4－4に示したように、PCのみに比べPC＋PEでは顕著にノ㎞値は増加していた。1血

値は低いほど基質と酵素が結合しやすいことを示している。図4－2に示したように、本PLA 1

はPCを特異的に加水分解し、 PEはほとんど加水分解されない。これより、表4－3で示し

たPC＋PEの駈n値の増加は、 PEがPCと競合的にPLAIに結合し、 PEが加水分解されな

いことで、PCの加水分解を阻害していると考えられ、 PEはPCの競合阻害剤的な役割を果

たしていると考えられる。

 PC＋PGにおいても図4－3を見る限り、PEと同じような傾向がみられるが、表4－3に示

すように、PC＋PGはPCのみに比べて瓦n値の顕著な増加がみられなかった。しかしなが

ら、図4－4ではPGを加えることでPCが低濃度の際には加水分解率がPCのみに比べて低

下していた。一般的に競争阻害を起こす物質の濃度が一定である場合には基質が高濃度であ

る際には影響を及ぼさないが、低濃度の際には阻害を引き起こす。このことから、PGもまた

PCに対して競争阻害的な作用を引き起こすことが示唆される。

 競合阻害を引き起こす物質は一般的に代謝されない類似物質や基質の誘導体、酵素のもう

一つの基質、反応生成物であることが多い74）。PEおよびPGはPCと非常に類似した物質で

あるが、本PLA1ではほとんど加水分解されない。これより、 PE、 PGは本PIAIの基質と

の結合部位には結合するものの、加水分解されにくいため、PCとの反応の際に競合阻害的な

役割を果たすと考えられる。

〉

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

PC＋PG． y ＝ 3306．6x ＋ 168478

  y ＝ 3988．9x ＋ 63338
PC＋PE． R2 ＝ o．9243

         1

         ・

R2 ＝ O．9731

y ＝ 1807．9x ＋ 123088

  R2 ＝ O．9664

一100 o 100 200 300 400
     1／S

▲PCのみ◆PC＋PG■PC＋PE

卵黄PC，0．5，1．0，2．5，5．0，12．5 mg；PE，0．5 mg；PG，0．5 mg；

ジエチルエーテル，0．5ml；培養上清，0．5 ml；反応温度，10℃；

    振とう速度，200rpm；反応時間，30 min

500

図4－3 PE、 PG添加によるLineweaverBurkプロットへの影響
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表4－3PE、 PG添加によるKmとVmaxへの影響

Km Vmax

PCのみ

PC＋PE

PC＋PG

1．5× 10－2

6．3× 10－2

2．0× 10－2

8． 1 × 10－6

1．6× 10－5

5．9× 10－6

条件は図4－3と同じ

 45
 40
C．35

魁30
匙25
魚20
K 15

畏10
  5

  0

        基質濃度（mg／ml）

    “PC 一PC＋PE 一PC＋PG

      条件は図4－3と同じ

 図4－4 加水分解率の基質濃度による違い
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60



4－3－5 精製PLA1の熱安定性

 図4－5に示したように、培養上清中PLA 1、精製PLA1ともに50℃、10 minの加熱で失

活した。2－3－5でも示したように、現在市販されているAsρθrgrZlus sp．やFusarium sp．由

来のPLA1は70℃以上の加熱で失活するため、本PLA 1は精製後も市販のPLA1とは異なる

低温で失活するという性状を保持していた。これより、本PLA 1は熱による反応のコントロ

ールが容易にであるため、タンパク質の変性や脂質の酸化を抑える必要のある食品加工にお

いて有用であり、PLA1の食品加工における新たな用途の開発が期待される。

A
v
頗

120

100

80

60

40

20

0

O 10 20 30 40 50 60 70

     加熱温度（。C）

 ＋培養上清＋精製PLA1
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；

      振とう， 200 rpm；反応時間，6h；加熱時間，10 min

図4－5 精製PLA1と培養上清の熱安定性
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4－3－6 精製PLA 1の至適温度

 10℃から40℃という温度域で至適温度の検討を行った結果、図4－6、図4－7に示したよ

うに培養上清中PLA1および精製PLA1ともに10℃という低温で最も高い活性を示した。こ

の結果より、本PLA1は低温において最も効率的にリン脂質を加水分解することが確認され、

現在産業に応用されていない低温で活性を示すホスホリパーゼを取得するという本研究の目

的の一つは達成されたと考えられる。また、低温において食感や物性等の改質を行うことが

望ましい食品等に用いる際には、既存のPLA 1と比較すると有利であると考えられる。

   600
？5・・

  ニ
  ）400
  嘱

 怪300

 謎200
  韻100
  聖
    0
      0     5     10     15    20    25

                時間（h）

    d●一10。C十20。C十30。C→←40。C→←50。C

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；酵素液，0．5ml；
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図4－6 精製PLA1の至適温度
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4－3－7 精製PLA1の金属イオンの影響

 図4－8に示したように、Mg2＋を加えた際にPLA1活性が向上する傾向がみられた。 Mg2＋

は食品中に含まれている物質であり、本PLA1を食品加工に用いる際にMg2＋を活性向上剤と

して混合することは低濃度であれば、安全性の観点から問題は無いと考えられる。

 また、Ca2＋を加えた際には活性が減少し、 Fe2＋を加えた際には活性はみられなかった。こ

れより、本PLA1はCa2＋およびFe3＋により阻害をうけることがわかった。 PLA1およびPLA2

にはCa2＋により活性が向上するものは多くある。例えば、豚膵臓由来PLA2s7）やラットの海馬

由来PLA288）は活性を示すために数mMのCa2＋を必要とする。本PLA1はCa2＋により阻害を受

けるため、これらの酵素とは異なる作用をもつことが示唆された。

  1
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 0．7

 0．6
＝
E O．s

 O．4

 0．3

 0．2

 0．1

  0
Contro1 Ca2“ Mg2’ K＋ Fe3＋ Na＋ Co2＋

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；リン脂質，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；

     金属イオン，20mM；振とう，200 rpm；反応時間，6h

図4－8 精製PLA 1の金属イオンの影響
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4－3－8 PLA1活性の安定な精製方法の検討

 PLA1活性のリン酸緩衝液中での安定剤の検討を行った結果、図3－6に示したように、リ

ン酸緩衝液のみで透析を行った培養上清は透析を行う前に比べて活性の減少がみられたが、

10％グリセリンを加えたりン酸緩衝液にて透析を行ったところ活性の減少はみられなかった。

グリセリンは細菌の保護剤や酵素の安定化剤として知られており、その使用例は多くある。

この結果より、本PLA1の精製に用いるリン酸緩衝液中に10％グリセリンを加えることで

PLA 1活性を安定に保持することができ、精製後の比活性も向上すると考えられる。

 1．2

  1

 0．8
？ O．6

 0．4

 0．2

  0

反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5mg；培養上清，0．5 ml；

          振とう，200rpm；反応時間，6h

図4－9 PLA1の透析における安定剤の検討
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第5章 HFHIO14株からのP：LA1をコードする遺伝子の取得検討

5－1 序論

 第4章に示したように、本PLA 1は10℃という低温で効率的にリン脂質を加水分解するこ

とができ、50℃、10minの加熱で失活するという、現在市販されているAsρergiUus sp．や

Fusarium sp．由来のPLA1とは異なる性状をもつ。この性状は脂質の酸化やタンパク質の

変性を抑える必要のある食品加工に有用であり、PLA 1の産業における新たな用途の開発が

期待される。

 以上のような有用性をもつHFHIOO14株の有するPLA1を産業に応用するためには、PLA1

の大量発現系の検討が必要となる。PLA1の大量発現系を確立するためにはPLA 1をコード

する遺伝子を取得し、この遺伝子をタンパク質の大量発現が知られている大腸菌や酵母など

に導入や遺伝子配列を改変する方法が一般的に知られている。また、本PLA1の遺伝子配列

を解析することで、既知のPLA1との類似性や活性中心などの基本的な」1回報を得ることがで

きる。

 本章ではHFHIOO14株からPLA1をコードする遺伝子を解析するための検討について示す。

遺伝子の解析検討では既知のPLA 1において相同性の高い配列をもとに作製したプライマー

を用いたPCR、 N末端アミノ酸配列をもとに作製したプライマーを用いたPCR、コスミド

ライブラリーを用いた大腸菌による発現スクリーニングを行った。

5－2 実験方法

5－2－1且FHIOO14株のゲノムDNAの抽出

 HFHIOO 14株のグリセロールストックを：K28液体培地10 mlに植讃し、10℃で96 h振と

う培養した。培養液から2ml採取し、 K28液体培地200 mlに加え、再び10℃で72 h振と

う培養した。この培養液50m1を4℃で遠心分離（3500 rpm、20 min）し、上清を捨て、沈

殿をHFHIOO14株の挿話サンプルとした。この菌体サンプルにTE溶液（10 mM Tris－HC1、

1mM EDTA）850111を加え、懸濁し、425 plつつ新しいチューブに分注した。この菌体溶

液に20％SDS 11μ1、20 mg／ml proK：（タカラバイオ（株））2plを加え、37℃で1hイン

キュベートした。その後、5 M NaCl 75 pl、 CTABINaCl溶液（1％セチルトリメチルアンモ

ニウムブロマイド、50mM Tris・HCI、0．7MNaCl、10 mM EDTA）60 Flを加え、65℃で10 min

インキュベートした。その後、イソアミルアルコール：クロロホルム＝1：24を500μ1加え、

撹坐し、遠心分離（12000rpm、3min）した。上層を採取し、そこにPCI（フェノール：ク

ロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：1）500p1を加え、撹絆し、遠心分離（12000 rpm、

3min）した。上層を採取し、イソプロパノール330111を加え、撹？Rし、遠心分離（14000 rpm、

5min）した。上層を捨て、沈殿に70％エタノール1mlを加え、遠心分離（14000 rpm、5min）

した。上層を捨て、各チューブにTE 100μ1を加え、沈殿を溶解し、 RNase（タカラバイオ
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（株））1μ1を加え、37℃で30minインキュベートし、 RNAを除いた。これをHFHIOO14

株のゲノムDNAサンプルとした。

5－2－2 既知PLA1において相同性の高い配列より作製したプライマーを用いたPCR

 既知のPLA 1遺伝子配列の相同性検索を行い、相同性がみられた領域のアミノ酸配列をも

とにプライマーを作製し、HFHIOO14株のDNAのPCRを行うことで、 PLA1遺伝子の断片

の取得を試みた。

 Moritella sp． HFHIOO14株はグラム陰性菌であることから、グラム陰性菌のPLA1産生菌

のPLA 1遺伝子の相同性検索をGENETYX－MACのMultiple Alignmentを用いて行った。

相同性検索を行ったPLA 1産生菌はSkewalleUa baltiea、 Shewanella p utrefaeiens．

Pse udoalterom onas a tian tiea， Psyehrobaeter cryohalolen tis． Yersinia pse udotubereulosis

IP 32953． Aeidb vorax a venae subsp． citruth’AACOO’1． Polarom onas naph tha！enivorans

CJ2の7株である。相同性検索の結果、図5－1のように3つの領域に高い相同性がみられ

たため、このうち塩基配列の組み合わせの数が少ない領域bと領域。からプライマーを作製

した。

 HFHIOO14株のゲノムDNAをTEにより10’1、10’2、10‘3に段階希釈した。各段階のDNA

溶液1plに10×PCR buffer（タカラバイオ（株））2．5pl、 dNTP mixture（タカラバイオ

（株））2．5111、プライマーb（5’一GAY GAY AAY CCN DA－3’）1．Opl、プライマー。（5’一TC NCC

RTA NCC RTT RAA－3’）1．Opl、 ex－taq polymerase（タカラバイオ（株））0．1pl、蒸留水

16．9111を混合し、PCRにかけた（温度条件：95℃，1min、95℃，30 sec、50℃，30 sec、72℃，

4min、30サイクル）。PCR後、試料5p1に0．5plの10×Loading Dye（タカラバイオ（株））

を加え、1％アガロースゲルに添加し、分子量マーカー（DNA Digested Marker（タカラバ

イオ（株））とともに、TAE溶液（2 M Tris塩基、1M酢酸、50 mM EDTA）中で100 V、

15min泳動した。泳動後、ゲルにUVを照射し、 DNAの増幅の有無を確認した。

67



雲舞一i》も罫一携嬢

s夢一野も桝震窃

羨蓑顔警t鋳榊養轟

鍵嚢一欝乳轟鼎縫糠

藝》ζ一麟乳警鞠嬢“

華》論一警LS》一震鑛

解91 一一罫L欝一｛羅

＄藝一欝乳蓼》一纏嚢

S＃一geL ge一一uta

義霧一警乳1》一森縫

艶《震耀》Ll》一嚢ζ蓬

夢｛噸夢婆》一譲濃

夢箕一事》乱夢飾《凄嚢

》夢一轟蕊野《綴

箋藝一舞し繋一難謎

簿一二二二購窮

轟es一・夢LP一一窃縫

夢繕一較峯》一藁鷺

騨£噸鈴乳舞一縫嚢

鉾籔一二も籍柳刃縫

㌢鞭登乳発一雛畿

慧3
鴛2
2Z7

簸3
£璽

ZX6

1欝

k？2

急72

z鍵
S7Z
35ag

                              a

灘羅羅｝ll難il灘灘lll；1讐

寒  離嚇離 寧     b    零榊  辮＊纏

1欝総鞍霧1羅1羅繋lll鱗藁；1

義．一一躍一一一無簸蟻㌦L＄ifXPRFWL爽膿獺総ss舞萎i蒙ii欝eE・F紙》鐙照汽・鍵舞醸≧

三ン藝 マ．糟蹴庵餓雛凱蓬陛ss嬢乳《≧醸驚雛雛一揖餓舞ilii牽iiliiilii彰難㌫・… LN《穂《芝・餐猷

鼠7霧 敏膿冨織一一Q嚢、雛．．羅糠、欝。￥。．。5嚢一一一一s繧蓑i奪i§iii鐙。猟。鑓潔膿慧くVG．AL－GD

                              ぷぷみ ゑ    ぷ
    “  ら   罵  ’ゆt“c“       彫  c” ”  確  9

1亭亭墾疑ξ携愚亭磐ll亭亭弓懸：＝：＝＝＝粥ll讐鷲藩XT？昌昌

鍔数欝蹴1艦詳櫟難聴1磁i購iiili｝童垂ll鰐

1懇il｝％k舞￥1調箏餐：毒τ繋略解雑：：難癖：野1議iliiiiiiii雛藤1：：：鶴1

               離                              ‡ 零＊寧     離＊
     寧    色  懸  “ o    ぴ 卵            号    9 奪    争    噸    o  鯵 噂                          免  曜  e    監  s c       o        重  s り  e 駕

a72
三7騒

28蔭

272
3E3
Z7S
377

2Z9

2麗
339
232
婦§
3gz
ZZ8

Z8Z

2雛
39参

2麟
姦灘

3鯵
2鋤

※図中のa，b， cは相同性の高い領域である。

※図中の菌株名の略語

略語 菌株名

Sb’PLP’aa

Sp－PLP－aa

Aa・PLP－aa

PaFPLPtaa

Pc－PLP－aa

Pn－PLP－aa

Yp－PLP’aa

Shewanella baltica

She wanella p utrefa eiens

Acidovorax a venae subsp． eitruth’AACOO－1
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図5－1 既知PLA1遺伝子の相同性
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5－2－3 N末端アミノ酸配列をもとに作製したプライマーを用いたPCR

 3－3－6に示したHFHIOO14株の有するPLA1のN末端アミノ酸配列より塩基配列の組

み合わせが最も少ない領域からプライマーを作製し、HFHIOO14株のDNAのPCRを行うこ

とで、PLA 1遺伝子の断片の取得を試みた。 N末端アミノ酸配列をもとに作製したプライマ

ーの配列は5’・GAR TTY ATH CAN ATH GG－3’であり、これをプライマーnとした。

 HFHIOO14株のゲノムDNA10 plに、蒸留水にて10倍希釈したsau3AI（タカラバイオ

（株））0．8111、sau3AI反応バッファー（タカラバイオ（株））10 pl、蒸留水80μ1を混合

し、30℃で30minインキュベートした。その後、65℃で10 minインキュベートし、混合溶

液にPCIを100 pl加え、撹卜し、遠心分離（12000 rpm、3min）した。上層を採取し、イ

ソアミルアルコール：クロロホルム＝1：24を500μ1を加え、撹＃し、遠心分離（12000rpm、

3min）した。上層を採取し、99％エタノール250111および3M酢酸ナトリウム10μ1、守

谷沈メイト（ニッポン・ジーン）1μ1を加え、撹＃し、遠心分離（14000rpm、10 min）し

た。上清を捨て、沈殿に70％エタノール1m1を加え、遠心分離（14000 rpm、5min）した。

上清を捨て、沈殿をTE 10111に溶解し、 DNA断片溶液とした。

 本実験のPCRはTaKaRa LA PCR in vitro Cloning Kit（タカラバイオ（株））を用いて

行った。DNA断片溶液5pl、 Sau3AI Cassette 2．5 pl、 Ligation Hi（タカラバイオ（株））4

plを混合し、16℃で30 minインキュベートした。このライゲーションサンプル1plに10

×LA PCR buffer 5．0 pl、 dNTP mix 5．O pl、プライマー一一n 1．O lll、 Primer C 1（Kit中のプラ

イマー）1．O pl、 ex－taq polymerase O．5pl、蒸留水36．5μ1を混合し、 PCRにかけた（温度

条件：95℃，1mi11、94℃，30 sec、55℃，30 sec、72℃，4min、30サイクル）。 PCR後、この

反応液を蒸留水にて1～10’3まで段階希釈した。二段階の反応液各1plに10×LA PCR buf雅er

5．Opl、 dNTP mix 5．Opl、プライマーn 1．0111、 Primer C2（TaKaRa LA PCR in vitro Cloning

Kit中のプライマー）1．Op1、 ex－taq polymerase O．5 pl、蒸留水36．5μ1を混合し、 PCRに

かけた（温度条件：95℃，1min、94℃，30 sec、55℃，30 sec、72℃，4min、30サイクル）。こ

の反応液1p1に0．5 pl 10×ローディングバッファーを加え、1％アガロースゲルに添加し、

TAE溶液中で100 V、15 min泳動した。泳動後、ゲルにUVを照射し、 DNAの増幅を確認

した。

 PCRにおいて、 DNAの増幅が最も多かったサンプル溶液を前述の方法と同様にPCIおよ

びイソアミルアルコール：クロロホルム＝1：24により処理し、エタノールにより沈殿した

DNA断片をTE 5 plに溶解し、濃縮した。濃縮したサンプル溶液2plにT vector O．5 pl、

Ligation Hi 2 plを加え、16℃で一晩インキュベートした。ライゲーションサンプルの全量

4．5p1をコンピテントセル（大腸菌XL1－BLUE）45 plに加え、氷上で30 min放置した後、

42℃で45secインキュベートした。その後、SOC液体培地（2％Trypton、0．5％Yeast extract、

0．5％NaCl、0．0186％KCI、2mM MgC12、4mMグルコース、濃水酸化ナトリウム適量）

を450111加え、37℃で1h振とうした。溶液を遠心分離（2 min、6000 rpm）し、上清を

350pl捨て、残りを懸濁した後、50 plつつAX－Ga1寒天培地（1．6％トリプトン、1％酵母

エキス、0．5％NaCl、1．5％寒天、 IOO pymlアンピシリン、0．02％IPTG、30111／ml X－gal）

に塗布し、37℃で一晩インキュベートした。インキュベート後、生育してきた青いコロニー
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（ベクターにDNA断片が結合していないもの）と白いコロニー（ベクターにDNA断片が結

合しているもの）のうち白いコロニーを採取し、LB培地に植菌し、一晩振とう培養した。培

養液を遠心分離（6000rpm、2min）し、上清を除き、沈殿である菌体を採取した。菌体か

らGenElute Plasmid Miniprep Kit（Sigma）を用いてプラスミドを抽出した。抽出したプ

ラスミド溶液100111より1．O plを採取し、 EcoRI O．25 pl、 EcoRIの反応バッファー1．O pl、

蒸留水7．75111を加えて混合し、37℃で1hインキュベートし、この反応液1111にO．5 pl 10

×ローディングバッファーを加え、1％アガロースゲルに添加し、TAE溶液中で100 V、15

min泳動した。泳動後、ゲルにUVを照射し、 DNA断片のインサートの有無を確認した。

 DNA断片のインサートがなされたプラスミド溶液5pl、 Sau3AI Cassette 2．5 pl、 Ligation

Hi（タカラバイオ（株））4μ1を混合し、16℃で30 minインキュベートした。このライゲー

ションサンプル1111に10×LA PCR bufEer 5．O lll、 dNTP mix 5．0μ1、プライマーn 1．O lll、

Primer C 1（K：it中のプライマー）1．O pl、 ex－taq polymerase O．5111、蒸留水36．5Flを混合

し、PCRにかけた（温度条件：95℃1min、95℃10 sec、55℃5sec、72℃4mi11、30サ

イクル）。PCR反応溶液を前述の方法と同様にPCIおよびイソアミルアルコール：クロロホル

ム＝1：24により処理し、採取した上層に125 mM EDTA 5．0 plおよび99％エタノール60111

を加え、15min室温にてインキュベートした。その後、遠心分離（14000 rpm、20 min）し、

上清を捨て、70％エタノール60plを加え、（14000 rpm、10 min）し、上清を除いた後、

風乾し、蒸留水100plに溶解し、塩基配列分析用のサンプルとした。塩基配列分析は3130 xl

Genetic Analyzer（Apphed Biosystems）によって行った。
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5－2－4 コスミドライブラリーによる発現スクリーニング

 コスミドベクターにHFHIOO14株のDNA断片を挿入し、大腸菌XL1－B：LUEに導入し、

リン脂質を含む培地にて培養し、ハロの形成を確認することでPLA1活性を発現する大腸菌

の取得を試みた。

 Sau3A1反応バッファーにより1600倍に希釈したsau3A1溶液1．O plとHFHIOO14株

DNA 25 pl、10×Sau3AI 25111、蒸留水200111を混合し、37℃で30 minインキュベートし、

65℃で10minインキュベートした。このDNA断片溶液を5－2－3に記載した方法でPCI

およびイソアミルアルコール：クロロホルム＝1：24により処理し、エタノールにより沈殿した

DNA断片をTE 50 plに溶解した。この溶液にAlkaline phosphatase（タカラバイオ（株））

20pl、10×Alkaline phosphatase反応液（タカラバイオ（株））10111、蒸留水30 plを加え、

37℃で1hインキュベートし、 DNA断片を脱リン酸化した。0．5MEDTA 3ロ1を加え、65℃

で10minインキュベートした。このDNA断片溶液を5－2－3に記載した方法でPCIおよび

イソアミルアルコール：クロロホルム＝1：24により処理し、エタノールにより沈殿したDNA

断片をTE 3111に溶解した。この溶液2．5 plにコスミドベクターである
SuperCos1（Stratagene Corporation）1μ1、 Ligation Hi 2．5plを加え、16℃で一晩インキュ

ベートした。このライゲーションサンプル全量4．5111にMaxPlax Lamdba packaging

extracts ’（Epicentre Biotechnologies Coporation）25μ1を加え、30℃で90 minインキュベ

ートし、再びMaxPlax Lamdba packaging extracts 25 plを加え、さらに30℃で90 minイ

ンキュベートした。その後、SMバッファー500 plを加えて混合した後、クロロホルム25 pl

を加えさらに混合した。

 大腸菌XL1－Blueを感染用のLB培地（1．0％トリプトン、0．5％酵母エキス、0．5％NaCl、

0．02％マルトース、0．01MMgSO4）3mlにて6時間培養し、培養液1mlを遠心分離（2 min、

6000rpm）し、上清を捨て、白玉し、10mM MgSO4 IOO plに面懸濁した。この菌液100μ1

にパッケージングしたHFH：loo14株のコスミドベクター溶液100 plを加え、室温で30 min

放置した。その後、LB培地500m1を加え、37℃で1h振とうした。遠心分離（6000 rpm、

2min）し、上清を650 mlを捨て、残りの溶液50μ1をアンピシリンを含むLB寒天培地（1．0％

トリプトン、0．5％酵母エキス、1．5％寒天、0．5％NaCl、100 pg／mlアンピシリン）に塗布

し、37℃で一晩培養した。培養後、培地上にLB液体培地を少量加え、生育した大腸菌を採

取し、40％グリセリン溶液を500μ1、100mg／mlアンピシリン1μ1を加え、一80℃にて保存

した。このグリセロールストックした大腸菌をコスミドライブラリーとした。

 コスミドライブラリーの大腸菌をLB培地に無菌し、37℃で6時間培養した後、培養液を

10’7に蒸留水にて希釈し、この菌液50plをリン脂質を含むスクリーニング用培地であるPCY

改（1．0％トリプトン、0．5％酵母エキス、1．5％寒天、0．5％NaCl、 O．5％コール酸ナトリ

ウム、1．5％卵黄リン脂質、20mM CaC12、100 pg／mlアンピシリン）に塗布した。37℃で

一晩培養した後、20℃に温度を変え再び一晩培養し、ハロの形成を確認した。

 また、コスミドライブラリーの大腸菌の菌体内タンパク質のPLへ1活性の発現についても

確認した。コスミドライブラリーの大腸菌をLB培地3mlに植如し、30℃で一晩培養した後、

培養液1．5m1を遠心分離（6000 rpm、2min）し、上清を捨て、集菌した。これに、 BugBuster
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Protein Extraction reagent（タカラバイオ（株））500111を加え、懸濁し、室温にて20 min

振とうした。そして、4℃で遠心分離（12000rpm、20 min）し、上清を採取した。この上清

0．3mlをジエチルエーテルO．5 ml、卵黄PC 2．5 mgとともにバイアル瓶中で混合し、18時

間振とう培養機iで200rpm、10℃で反応させた。各反応生成物をFolch法により抽出し、TLC

によりFAの有無を確認した（条件は2－2－2に記載）。
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5－3 結果・考察

5－3－1HFHIOO14株のゲノムDNAの抽出

 HFHIOO14株より抽出したゲノムDNAの電気泳動結果を図5－2に示した。図5－2に示

したように、高濃度のゲノムDNAを抽出されていることが確認された。また、 RNAのバン

ドはみられず、RNAはほぼ取り除かれていることが確認された。この結果より、抽出した

DNAサンプルを用いて実験を進めることが可能であると考えられる。

o e＠

①マーカー

②③ HFHI 14株より抽出したDNA

図5－2HFHIOO14株より抽出したDNAの電気泳動図
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5－3－2 既知PLA1において相同性の高い配列より作製したプライマーを用いたPCR

 既知のPLA1遺伝子配列の相同性検索を行い、相同性がみられた領域のアミノ酸配列をも

とに作製したプライマーを用いたHFHIOO14株のPCRの反応液の電気泳動図を図5－3に示

した。図5－3に示したように、DNA断片の増幅はみられなかった。この結果より、図5－1

に示した既知のPLA1遺伝子配列における相同性の高い領域bおよび。はHFHIOO14株の

DNAにはどちらか一方もしくは両方が存在しないことが示唆された。また、 HFHIOO14株

のN末端アミノ酸配列と高い相同性を示す既知のPLAIが無かったことと、今回の結果より

本PLA1は既知のPLAIとは異なった配列を持つことが示唆された。

o ＠ ＠ ＠ ＠

①マーカー ②HFHIOO14株DNA希釈なし ③H：FHIOO14株DNA 10’1希釈

   ④H：FH：10014株DNA・10’2希釈 ⑤H：FHIOO14株DNA10’3希釈

図5－3相同性の高い配列により作製したプライマーによるPCR結果
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5－3－3N末端アミノ酸配列をもとに作製したプライマーを用いたPCR

 HFHIOO14株の有するPIA1のN末端アミノ酸配列より作製したプライマーを用いた

HFHIOO14株DNAのPCRの反応液の電気泳動結果を図5－4に示した。図5－4に示した

ように、多くのDNA断片の増幅がみられた。その中でも特に多くの増幅がみられた2回目

のPCRの希釈を行わなかった反応液をコンピテントセルに導入した。

 PCR産物をコンピテントセルに導入したところ、 PCR産物が結合したTvectorを導入し

ているとみられる63株の白いコロニーを取得した。この63株の白いコロニーのインサート

の確認をしたところ、図5－7に示したように、検体3、5、58の3株のみにインサートが確i

認された。この3株の塩基配列を解析したが、既知のPLA 1と相同性の高いものはなく、本

PLA1遺伝子断片と推定されるものを取得することは出来なかった。

o＠＠＠＠＠

①マーカー ②1回目のPCR産物 ③2回目のPCR産物希釈なし

④2回目のPCR産物10’i希釈 ⑤2回目のPCR産物 10’2希釈

       ⑥2回目のPCR産物 10’3希釈

図5－4N末端アミノ酸配列より作製したプライマーによるPCR結果
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5－3－4 コスミドライブラリーによる発現スクリーニング

 HFHIOO14株のDNA断片を結合したコスミドベクターを大腸菌XL1－Blueに導入したと

ころ、約7000株の菌株を取得し、6本のグリセロールストックを作製し、これをHFHIOO14

株DNAのコスミドライブラリーとした。

 HFHIOO14株DNAのコスミドライブラリーからリン脂質を含む寒天培地PCY改により約

10000株のスクリーニングを行ったところハロを形成する菌株を見出すことは出来なかった。

 また、6本のグリセロールストックから培養した大腸菌の菌体内タンパク質を抽出し、卵

黄PCと作用させたところ、図5－8に示したように、2本のグリセロールストックにPLA

活性が検出された。

 本PLA1は10℃で最も活性が高く、30℃以上の反応温度ではその活性は著しく低下する。

寒天培地を用いたスクリーニングでは培養温度が37℃であったために、PLA1が発現された

としても著しく低いためにハロが形成されなかったことが示唆される。また、グラム陰性菌

であるβb潤ヨ舶MK－1由来PLA1を大腸菌にて発現させたところ、菌体外に比べ菌体内の

PLA1の分泌量が多いという報告がある38）。本実験においても菌体内より抽出したタンパク

質溶液にPLA活性が見られ、この報告との関連性が認められる。しかしながら、現在数百株

が混在した状態での活性試験においてPLA活性が認められた段階であり、今後、単菌レベル

での菌体内タンパク質の抽出を行い活性試験を行うことでPLA1活性を発現する大腸菌を取

得することができ、PLA1遺伝子の解析を行うことができると考えている。
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 FA．

PG．
PE．

PC．

LPC．

原点→

             o＠＠＠＠＠ ＠

    ①EA②PC ③LPC ④PE ⑤PG ⑥⑦コスミドライブラリー

 反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；リン脂質，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；

           振とう，200rpm；反応時間，6h

図5－8 コスミドライブラリーの大腸菌の菌体内タンパク質中のPLA 1活性の検出
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第6章 総括

 最初に、第1章では本研究の背景と目的をまとめた。

 第2章では、Moi・itθlla sp． HFHIOO14株培養上清中に存在することを確認したホスホリパ

ーゼであるPLA1、 PLC、 LPLCの諸性状について示した。培養上清の反応生成物の経時変

化を調べたところ、反応初期はPLA1が優先的に作用してLPCが生成し、そのLPCにLPLC

が作用して、LPCがMGに変化していくことが確認された。一方、 DGの生成は少量である

ことから、PLC活性はPLA1活性に比べて弱いことが確認された。培養上清の熱安定性を調

べたところ、PLA1活性およびLPLC活性は50℃、10 minの加熱で、 PLC活性は40℃、10

minの加熱で失活することが確認された。これより、本培養上清中ホスホリパーゼは比較的

低温条件での失活が可能なことから、タンパク質の変性や脂質の酸化を抑える必要のある食

品への応用が期待される。培養上清のPC、 PE、 PG、 PS、 PIに対する基質特異性を調べた

ところ、PMIはPCに対して高い特異性をもつことがわかった。一般に、我々が食品とし

て摂取しているリン脂質の多くはPCであり、本PLA1はPCを効率的に加水分解すること

から、食品加工への応用が期待できる。また、PLC活性はPIA1活性ほど基質に対する顕著

な特異性はみられなかった。 この結果より、PLCは活性は低いものの多種のリン脂質を除

去することができ、精油工程における多種のリン脂質の除去に応用が期待できる。培養上清

の卵黄、大豆、イカ由来のリン脂質の加水分解特性を調べたところ、HFHIOO14株培養上清

中のPLA1は卵黄およびイカ由来のリン脂質を効率よく加水分解することができ、乳化剤や

生理活性物質の生産に有用であると考えられる。また、大豆由来のリン脂質では卵やイカ由

来のリン脂質比べて、PC含量が少ないため、 PLAIによるリン脂質の分解があまり進行して

いなかった。培養上清中PLA1の反応速度を調べた結果、 HFHIOO14株培養上清0．5ml中の

PLA1の30 minの反応におけるLPCの生成量は約400 nmolが最大であった。また、ミカ

エリス定数駈nは㎞＝1．5×10’2であり、反応の最大速度VmaxはVmax＝1．0×10’5 mol／1・s

であった。また、培養上清の4℃における安定性を評価したところ、7日までPLA1、 PLC

活性は保持されていた。また、LPLC活性も少なくとも4日間は活性が保たれることが確認

された。タンパク質の精製は一般的に4℃で行われることから、本ホスホリパーゼは少なく

とも4日間の安定性が認められため、4℃での精製は可能であることが示唆された。培養上清

の分子量分画を行ったところ、培養上清中PLA1の分子量は50，000～100，000 M．W、 PLC

およびLPLCの分子量は100，000 M．W以上であることが示唆された。この結果より、培養

上清中PLA1活性とPLC、1．PLC活性は異なる酵素による作用であることが示唆された。

 第3章では、培養上清からの各リン脂質分解酵素の精製について示した。PLA 1では透析

における外液としてリン酸緩衝液およびK28培地を用いた際に活性が残存し、蒸留水を用い

た際には失活することが確認された。また、PLCおよびLPLCでは透析における外液として

K28培地を用いた際にのみ活性が残存し、リン酸緩衝液および：K28培地を用いた際には失活

することが確認された。そこで、タンパク質に適しているリン酸緩衝液を外液に用いても活

性が残存するPLA1のみの精製を進めることにした。培養上清の硫安分画を行ったところ、
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30～50％飽和支分および50～80％飽和画分にPLA1活性が確認された。このPLA1活性が確

認された30～80％飽和衰分を採取し、2回のゲルろ過クロマトグラフィーにより精製を行い、

PLA 1活性画分をSDS－PAGEにより分析したところ、 fr．33、 fr 34において分子量約3万に

単一のバンドが確認され、PLA1の単離が確認された。また、この結果より本PLA1は分子

量約3万であると推定された。単一のバンドが確認されたfr．33中のPLA 1のN末端アミノ

酸配列を分析した結果、Moritθlla sp． HFHIOO14の有するPLA1のN末端アミノ酸配列は

K：ASEFITIGTGGVTGVYYPAであることが確認された。また、 BLASTを用いた本PLA1

のN末端アミノ酸配列の相同性検索の結果、高い相同性を示す既知のPLA 1は確認されず、

本PLA 1は新規のアミノ酸配列をもつPLA1であることが示唆された。また、本PLA 1は精

製後に比活性の向上がみられなかったことから、酵素活性安定性の保持に課題があると考え

た。

 第4章では、精製したPLA1の諸性状について示した。精製PLA 1のリン脂質のアシル基

への作用位置を調べたところ、sn・2位の脂肪酸が反応後のLPCに高濃度で残存しているこ

とから、精製PLA1においても培養上清と同様にsn－1位の脂肪酸が選択的に加水分解されて

いることが確認された。精製PLA 1と培養上清の反応速度を調べたところ、培養上清に比べ、

精製PLA1の1血相は低かった。これより、精製することでPLA1とPCの親和性が高まっ

たことが示唆された。精製PLA 1の熱安定性を調べたところ、培養上清中PLA1、精製PLA1

ともに50℃、10minの加熱で失活した。この結果より、本PLA1は現在市販されている

．4sρθrgillus sp．やFusarium sp．由来のPLA1とは異なり、熱による反応のコントロールが

容易にできる新規のPLA1として有用性が高いと考えられる。精製PLA1の至適温度を調べ

たところ、培養上清中PLA 1および精製PLA 1ともに10℃という低温で最も高い活性を示し

た。この結果より、低温において食感や物性等の改質を行うことが望ましい食品等に用いる

際には、既存のPLA1と比較すると有利であることが考えられる。精製PLA1の基質特異性

を調べたところ、培養上清、精製PLA1ともにPCへの特異性が高いことが確認された。 PC

は天然界に最も多く存在するグリセロリン脂質であることから、食品用途や化粧品用途に最

もよく用いられている大豆や卵黄中においてもリン脂質の中で最も含有量の多いPCを効率

よく加水分解するという特徴は食品用途への応用に有用であるものであると考えられる。

PLA1とPCとの反応に対するPE、 PGの影響を調べたところ、 PG、 PEはPCと競合的に

PLA1に結合するが特異性の違いから、 PE、 PGが加水分解されないことで、 PCの競合阻害

剤的な役割を果たしていることが示唆された。精製PLA 1の金属イオンの影響について調べ

たところ、Mg2＋を加えた際にPLA1活性が向上する傾向がみられた。また、 Ca2＋を加えた際

には活性が減少し、Fe3＋を加えた際には活性はみられなかった。これより、本PLA1はCa2＋

およびFe3＋により阻害をうけることがわかった。 PLA1およびPLA2にはCa2＋により活性が

向上するものは多くあるが、本PLA1はCa2＋により阻害を受けるため、これらの酵素とは異

なる性質をもつことが示唆された。本PLA 1活性を安定的に保持することのできる精製条件

をリン酸緩衝直中に各種の安定剤を加えることで検討した。PLA 1の安定剤の検討を行った

結果、グリセリンを加えた際に活性の低下が抑制された。この結果より、グリセリンを緩衝

液に加えることで、新規な特徴を持つ本PLへ1の効率的な精製が可能であることが示された。

80



 第5章では、HFHIOO14株からPLA1をコードする遺伝子を取得するための検討について

示した。既知のPLA1遺伝子配列の相同性検索を行い、相同性がみられた領域のアミノ酸配

列をもとに作製したプライマーを用いたHFHIOO14株のPCRを行ったところ、DNA断片の

増幅はみられず、既知のPLA1遺伝子配列における相同性の高い2つの領域はHFHIOO14

株のDNAにはどちらか一方もしくは両方が存在しないことが示唆された。 HFHIOO14株の

有するPLA1のN末端アミノ酸配列より作製したプライマーを用いたHFHIOO14株DNAの

PCRを行ったところ、多くのDNA断片の増幅がみられた。 PCR産物をコンピタントセルに

導入したところ、PCR産物が結合したTvectorを導入しているとみられる63株の白いコロ

ニーを取得した。この63株の白いコロニーのインサートの確認をしたところ、3株のみにイ

ンサートが確認され、この3株の塩基配列を解析したが、既知のPLA 1と相同性の高いもの

はなく、本PLA1遺伝子断片と推定されるものを取得することはできなかった。 HFHIOO14

株DNAのコスミドライブラリーからリン脂質を含む寒天培地PCY改により約10000株のス

クリーニングを行ったところハロを形成する菌株を見出すことはできなかった。また、6本

のグリセロールストックから培養した大腸菌の菌体内タンパク質を抽出し、卵黄PCと作用

させたところ、2本のグリセロールストックにPLA活性が検出された。グラム陰性菌である

8θπ∂舶MK 1由来PIA1を大腸菌にて発現させたところ、菌体外に比べ菌体内のPMIの

分泌量が多いという報告があり38）、本PLA 1にもその傾向がみられた。しかしながら、現在

数百株が混在した状態での活性試験においてPLA活性が認められた段階であり、今後、単菌

レベルでの菌体内タンパク質の抽出を行い、活性試験を行うことでPLA1活性を発現する大

腸菌を取得することができ、PLA1遺伝子の解析を行うことができると考えている。

 以上の結果より、Moritella sp．の有するPLA 1、 PLC、 LPLCは低温で高い活性を有し、

熱による反応のコントロールが容易であるという、現在、市販されているホスホリパーゼに

は無い特徴をもち、産業に応用することでホスホリパーゼの新たな用途での開発が期待され

る。1－4に示したように高温下では酸化により劣化するリン脂質の改質には低温で働くホス

ホリパーゼは適しており、高度不飽和脂肪酸の酸化を抑えた食品やタンパク質の変性を抑え

る必要のある食品加工に有用である。

 また、本PI．A1はHFHIOO14株培養上清中からは硫安分画とゲルろ過クロマトグラフィー

という比較的簡便な方法によって精製が可能であり、簡便な精製は産業利用においてもコス

トの軽減につながり大変有用であると考えられる。さらに、本PLA1の精製における安定性

は10％グリセリンにより保持されることが期待され、グリセリンという比較的安全な物質

により効率的な精製が行うことが可能であることも利点である。また、本PLA1のN末端ア

ミノ酸配列は既知のPLへ1と高い相同性を示さなかったことから、本PLA1は新規の配列を

もつことが示唆された。また、本PLA 1は精製後の性状は培養上清中と大きな違いはみられ

ず、本PLA1の低温で高い活性を有し、比較的低温下で失活するという有用な性状も失われ

ておらず、精製PLA1も低温において直感や物性等の改質を行うことが望ましい食品等に用

いることが適していると考えられる。

 本実験では、HFHIOO14株からPLA1をコードする遺伝子を取得することができなかった。
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しかしながら、本PLA1遺伝子が既知のPLへ1遺伝子と高い相同性を示さないことが示唆さ

れ、HFHIOO14株よりPLA1遺伝子を取得するには既知のPLへ1配列を用いた実験は適さな

いことが示唆された。また、HFHIOO14株のDNA断片を導入した大腸菌の菌体内タンパク

質にはPLA 1活性がみられ、今後、単菌レベルでの菌体内タンパク質から活性試験を継続す

ることで、PLA1活性を発現する大腸菌を取得することができると考えている。

 今後の課題としては、まず、本論文では見出すことのできなかったPLC、 LPLCの精製に

適した条件の検討があげられる。また、PLA1、 PLC、 LPLC活性を発現する宿主菌の取得お

よび遺伝子配列の解析、大量発現法の確立などがあげられる。このような課題を達成し、低

温下で優れた活性を示す本ホスホリパーゼを産業に応用することで、現在では不可能な新た

なリン脂質の改質法を実現し、ヘルスフードを含めた食品の更なる発展の一助となることを

期待している。
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