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リパーゼは，本来エステルを基質として加水分解する酵素であるが，Catalytictriadやoxyanionholeといった活性部位  

の特徴的な構造や，酵素－アシル中間体を形成する二段階の反応機構など，アミド加水分解酵素であるセリンプロテアーゼ  

と多くの類似点を持つ。しかし，リパーゼはエステル結合を特異的に加水分解する一方，アミド結合を加水分解することが  

ほとんどできない（リパーゼの反応特異性）。そこで本研究では，ランダム変異と淘汰を繰り返すことでタンパク質をデザ  

インする，いわゆる進化分子工学の手法を利用することで，リパーゼの反応特異性を改変し，アミドを加水分解するリパー  

ゼを作製することを試みた。リパーゼは優れた立体選択性や位置選択性を持つことから，光学活性なアミンの合成やアミド  

型保護基の位置特異的な脱保護触媒などに広く応用することができる。  

（1）Active－Sitetitrationによるリパーゼの分子活性の測定  

リパーゼの活性を正確に評価するには，まずリパーゼの絶対量を求めなければならない。さらに進化分子工学においては，  

多数の変異体の活性を評価しなければならないため，リパーゼを迅速かつ簡便に定量する方法が不可欠である。そこで，リ  

パーゼを滴定する試薬として，diethy14－methylumbe11iferylphosphate（1），ethylhexy14－methylumbelliferylphosphate  

（2），およびethy14－methylumbelliferylheptylphosphonate（3L）を合成した。これらは，リパーゼの活性中心と1：1で  

反応し，反応量と等量の蛍光物質を放出するため，蛍光物質の量から活性型リパーゼの絶対量を滴定することができる0阻  

害剤1，2および3を魚g〟ゐ即乃α∫αgr画乃0∫α由来のリパーゼと反応させた結果，二次反応速度定数（た。n）はそれぞれ  

1．8，32および5600sec‾1M‾1であり，長鎖のリン酸エステル2は短銃の1より阻害活性が高く，またリン酸エステル2より  

もホスホン酸エステル3がリパーゼを強く阻害することが判明した。最も阻害活性が高い3をリパーゼと反応させたところ，  

4．5nMのリパーゼを定量することができた。また，マイクロプレート上でリパーゼを菌体から発現させ，培養上清中のリパ  

ーゼのエステル加水分解速度を求めるとともに，3を用いてリパーゼの濃度を求めることで，リパーゼの発現量に影響され  

ない絶対的な活性として，リパーゼ1モルあたりのエステル加水分解活性（エステル基質に対する分子活性）を求めること  

ができた。  

（2）アミド加水分解活性の向上したリパーゼの作製   

まず，PfeudomonasaeruginosaTE3285由来リパーゼ遺伝子に，errOr－prOnePCR法を利用してランダム変異を導入し，  

発現用菌株であるP仇肌卸血朋PAOl162を形質転換して，変異リパーゼを発現する約20，000個のコロニーを作製した0  

このコロニーに対して，アミド基質♪ト2－naphthyloleamide（4）とFastGarnetGBCの混合溶液を接触させた。変異リパ  

ーゼにより4が加水分解された場合，生成物である2－napthylamineと顕色剤であるFastGarnetGBCがカップリングして  

アゾ色素を形成し，その結果コロニーが赤色に呈色する。コロニーの着色度をアミド加水分解活性の指標として，20，000個  

のコロニーから1000個のコロニーを選抜した。次に選抜した変異リパーゼ定量的に評価するため，各コロニーから得た菌体  

を液体培養して，アミドならびにエステル加水分解活性を測定した。アミド加水分解活性は，上記のアミド基質4と顕色剤  
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を用いて，生じる赤色色素の530nmの吸光度を測定することで求めた。エステル加水分解活性は，2－naphthyloleate5を  

用いて同様に求めた0エステル加水分解活性に対する相対的なアミド加水分解活性（A／Eratio）を指標とし，アミド加水  

分解活性が向上した変異体を探索した。その結果，野生型と比較してA／Eratioが最高で2倍程度向上した5つの変異体  

（2E7，5B5，7B5，8Dllおよび10Cll）を見出した。名変異体の培養上清において，アミドおよびエステル加水分解活性を  

求めるとともに，阻害剤3を用いてリパーゼの絶対量を求めることで，アミドおよびエステル基質に対するリパーゼの分子  

活性を求めた。5B5，7B5，8Dllおよび10Cllにおいては，アミド基質に対する分子活性が向上していることが判明した。  

一方2E7においては，アミド基質に対する分子活性が野生型とほとんど変化なく，エステル基質に対する分子活性が低下す  

ることでA／Eratioが向上したことがわかった。各変異体についてDNAシーケンシングを行ったところ，A／Erati。の向  

上に寄与する変異としてF207S，A213DおよびF265Lの3変異が同定されたo類似のリバL－ゼの結晶構造から，立体構造  

上における変異部位を調べた結果，これらの変異は全て酵素表面に現れており，リパーゼのカルシウム結合部位の近傍に位  

置していた。したがって，発見された変異は，リパーゼのカルシウムの結合部位を介して，間接的にリパーゼの活性中心に  

影響を与え，アミドおよびエステル基質に対するリパーゼの反応特異性を変化させた可能性が示唆された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨   

リパーゼは，広い基質特異性に加えて，すぐ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，実験室的にも工業的レベルでの物質生産においても，非常に汎用性の高い酵素の一つである。  

したがって，リパーゼで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  

どの応用が期待され，有機合成における恩恵は計り知れない。本論文は，進化分子工学的手法を利用し，アミドを加水分解  

するリパーゼの作製を目指したものである。その評価すべき点は以下に示す通りである。  

1・溶液中のリパーゼのモル濃度を求めるため，リパーゼの活性中心と1：1で反応し，放出した蛍光物質の量から活性型  

リパーゼの絶対量を滴走できる試薬1，2および3を合成した。最も阻害活性の高い3を用いることで，非常に低濃度  

（4．5nM）のリパーゼを定量できる，簡便かつ高感度なリパーゼ滴定剤の作製に成功した。  

2・魚g〟ゐ∽0〝α∫αer〟g血∫αTE3285由来リパーゼ遺伝子にランダム変異を導入し，二段階のスクリーニングを経て，エ  

ステル加水分解活性に対するアミド加水分解活性（A／Eratio）が最高で2倍程度向上した変異体を取得することができた。  

また，各変異体培養液のアミドおよびエステル加水分解活性を求めるとともに，滴定剤3を用いてリパーゼ濃度を測定し，  

アミドおよびエステル基質に対する分子活性を求めた。それにより，各変異リパーゼにおけるアミド加水分解活性およびエ  

ステル加水分解活性の変化を別個に求めることができた。  

3・リパーゼに導入された変異は全て酵素表面に位置しており，リパーゼのカルシウム結合部位の近傍に分布していた。し  

たがって，発見された変異は，リパーゼのカルシウム結合部位を介して，間接的にリパーゼの活性中心に影響を与え，アミ  

ドおよびエステル基質に対するリパーゼの反応特異性を変化させた可能性が示唆された。   

部位特異的変異などのタンパク質工学的手法を用いて，リパーゼの基質特異性や熟安定性を改変する試みは珍しくないが，  

エステルおよびアミド基質に対する反応特異性を改変した例は過去に無く，きわめて独創的である。また，本論文中で構築  

した条件で，ランダム変異とスクリーニングを繰り返すことにより，リパ′－ゼの反応特異性をさらに大きく変化させること  

が期待でき，今後の研究発展の礎となる条件を構築したという点からも評価に催する。   

以上のように本論文は，進化分子工学によ■りリパーゼの反応特異性を改変し，アミド加水分解活性を向上させたものであ  

り，有機合成化学，生物有機化学，酵素化学などの分野に対して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15年3月24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。  
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