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論 　 文 　 内 　 容 　 の 　 要 　 旨

リパーゼはトリアシルグリセロールを基質とし，これをグリセロールと脂肪酸に加水分解するエステル加水分解酵素であ

る。その活性中心にはSer-His-Asp/Gluからなるcatalytic triadと，四面体型中間体を安定化するためのoxyanion holeを

もつ。これらの構造はキモトリプシンやサチライシンといったセリンプロテアーゼと類似しているが，リパーゼはセリンプ

ロテアーゼと異なり，化学的により安定なアミドを加水分解することができない。しかし，リパーゼの触媒残基の種類やそ

れらの空間的配置，アシル酵素中間体を経て進む二段階の反応機構などは，セリンプロテアーゼと酷似していることから，

変異を導入することでリパーゼをアミド加水分解酵素へと改変できるのではないかと考えられた。そこで，進化分子工学的

手法を用いてPseudomonas aeruginosa 由来リパーゼのアミド加水分解活性を向上させること，また，得られた変異体を

速度論的に解析し，リパーゼによるアミド加水分解の分子機構を明らかにすることを目的とした。

1）進化分子工学的手法によるリパーゼのアミド加水分解活性向上

野生型酵素と比べて約２倍のアミド加水分解活性を示す二重変異体，F207S/A213D を親変異体として用いた。

F207S/A213Dの遺伝子に，error-prone PCRを用いてランダム変異を導入した。得られた20,000個のリパーゼ変異体を，

アミド基質N-（2-naphthyl）oleamideに対する加水分解活性を指標にスクリーニングした結果，親変異体と比べ，活性の向

上した５つの変異体（10F12, 2C7, 3E2, 10G5, 3B9）を得た。シークエンシングの結果，これらのうち４変異体（10F12,

2C7, 10G5, 3B9）は同じ変異L252Mを獲得した同一の変異体であった。また，残りの変異体3E2は，V76Aの変異を有して

いた。得られた変異体の中から，野生型酵素と比べ3.6倍の活性を示した変異体10F12を選抜し，次の世代の親変異体とし

て進化実験に供した。

変異体10F12の基質結合部位を構成する20個のアミノ酸残基それぞれに対してsaturation mutagenesisを行い，各残基ご

とにそれぞれ20種類のアミノ酸に置換した変異体を取得して，それらの活性を網羅的に測定した。基質結合部位は，野生型

酵素とアミノ酸配列相同性99％のリパーゼの立体構造情報（PDB entry: 1EX9）にもとづき，タンパク質の物理的な形状を

計算するプログラムCASTpを用いて計算，決定した。四面体型中間体を安定化するoxyanion holeを構成する残基M16と

H83に対するsaturation mutagenesisの結果，アミド加水分解活性の向上した変異体を得ることはできなかった。しかし，

親変異体である10F12と比べて活性の低下した変異体M16Lを見いだした。メチオニン，ロイシン以外の残基に置換された

変異体はアミド加水分解活性を示さなかったことから，oxyanion holeによる四面体型中間体の安定化は，リパーゼによる

アミド加水分解に大きな影響を与えており，M16とH83は進化の過程ですでに最適化を受けていることが示唆された。次

に，ランダム変異によってアミド加水分解活性の向上が見られたM252に対するsaturation mutagenesisを行ったところ，

野生型酵素と比べ，アミド加水分解活性が12倍向上した変異体Sat252を得た。この変異体はM252Fという変異を有してい

た。基質結合部位を構成するアミノ酸残基のうち，残りの17残基に対するsaturation mutagenesisを行ったが，アミド加水
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分解活性の向上した変異体を得ることはできなかった。

2）アミド加水分解の向上した変異体の速度論的解析

野生型酵素，10F12およびSat252について，アミド基質N-（2-naphthyl）oleamideに対する速度論的パラメータを求めた。

野生型酵素と比べ，10F12ではKm値が減少していたことから，少なくとも基質に対する親和性が向上していることが分か

った。一方10F12と比べ，Sat252ではKm値は増大していたにもかかわらず，kcat値は６倍の向上を示した。またSat252は

得られた変異体の中で最高のアミド加水分解活性を示し，野生型酵素と比べ，触媒効率を示す kcat/Km値が28倍に向上して

いた。アミド基質と構造の類似したエステル基質2-naphthyl oleateに対する kcat値は10F12とSat252でほとんど変わらな

かったことから，Sat252のもつ変異M252Fはアミド加水分解活性のみを選択的に向上させ，エステル加水分解活性には影

響を与えないことが分かった。

変異M252Fはcatalytic triadを構成する触媒残基ヒスチジン（H251）に隣接しており，この変異はH251の機能に影響を

与えていると考えられた。H251は触媒反応の過程で一般酸塩基として機能すること，アミド加水分解の kcat値のみを選択的

に向上させ，エステル加水分解の kcat値には影響を与えなかったことから，リパーゼのアミド加水分解活性が向上したのは，

H251の酸触媒としての機能が向上したためであると結論づけた。

3）異なるアミドおよびエステル基質に対する活性測定

野生型酵素，10F12およびSat252について，エステル基質である4-nitrophenyl oleateとアミド基質であるN-（4-

nitrophenyl）oleanilideおよびN-（2,4-dinitrophenyl）oleanilideに対する活性を測定した。この結果，エステル基質4-

nitrophenyl oleateおよびアミド基質N-（4-nitrophenyl）oleanilideに対する活性の向上は，ほとんど認められなかった。一

方，N-（2, 4-dinitrophenyl）oleanilideに対する活性は kcat/Km値で約13倍向上した。

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

エステル加水分解酵素であるリパーゼは，広い基質特異性に加えて，優れた立体選択性や位置選択性を有することから，

光学活性なアルコールやエステル類の合成用触媒として，実験室から工業レベルにいたる非常に広い範囲で用いられている。

したがって，リパーゼを用いてアミドを加水分解することができれば，アミンの光学分割やアミド型保護基の位置選択的脱

保護など，さまざまな応用が期待される。本論文では進化分子工学的手法を用い，リパーゼのアミド加水分解活性を向上さ

せること，またアミド加水分解活性の向上した変異体を速度論的に解析することで，活性向上の分子機構を明らかにするこ

とを目指した。その評価される主な点は以下の通りである。

1）ランダム変異の導入，および基質結合部位に対するsaturation mutagenesisによって，N-（2-naphthyl）oleamideに対す

る加水分解活性が大きく向上した変異体を取得した。またアミド基質の構造に類似したエステル2-naphthyl oleateに対す

る活性を測定した結果，リパーゼのエステル加水分解活性は，アミド加水分解活性とは相関せず，アミド加水分解活性のみ

を選択的に向上させることに成功した。

2）野生型酵素と変異体について，アミドおよびエステル加水分解反応の速度論的パラメータを求めた。その結果，アミド

加水分解活性の最も向上した変異体Sat252では，野生型酵素と比べ kcat/Km値が28倍向上していること，またその活性の向

上がKm値の減少ではなく kcat値の向上によることを明らかにした。

3）Sat252がもつ変異M252Fはアミド加水分解活性の kcat値のみを特異的に向上させ，エステル加水分解の kcat値には影響

を与えなかった。またM252Fは触媒残基ヒスチジンに隣接していることから，リパーゼによるアミド加水分解活性向上の

分子機構はヒスチジン残基の一般酸触媒としての機能向上によることを示した。

以上本論文では，進化分子工学的手法を用いることで，セリン加水分解酵素であるリパーゼのアミド加水分解活性を向上

させるとともに，速度論的な解析によって活性向上の分子機構を明らかにした。このことは，ともにセリン加水分解酵素で

あるプロテアーゼとエステラーゼの活性の違いに，触媒機構の観点から新たな知見を与えるものであり，生化学，酵素化学，

タンパク質工学に寄与するところが大きい。

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。なお，平成19年11月８日，論文並びにそれに関

連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学力が十分あるものと認めた。




