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T −rich な領域が 存在 し，下流側 に C ・rich な 領域 が 存

在す る とい う共通構造も認 め られ た．両 遺伝子 は長鎖

脂肪酸 に よ っ て 転写が誘導 され る とい う共通点を持 っ

て い る こ とか ら，こ の 配 列 付 近 の 構造 が 誘 導発現 に 関

与して い る 可能性 が示唆さ れ る，

　真核生物 で 高発現す る多 くの 遺伝 子 の 転写開始点付

近 に は pyrimidine−rich 　k 領域 が 存在す る．1ψ2 遺伝 子

の 転写開始点上 に は pyrimidine
−rich な領域が存在 し，

そ の 上 流 に は 2 つ の 逆方向反復配列 が 存在 した ．一方，

tiPl遺伝子 に は こ れ らの 配 列 が存在 し な か っ た こ と よ

り，pyrimidine−rich な領域 と逆方向反復配列は 転写活

性 の 増大 に 関係 して い るか も しれ な い ．6｝

4．　 お わ り に

　我 々 は こ れ ま で に G．candidunt リパ ーゼ の 構造
一

機

能相関 の 解明お よ び 生産機構 の 解明を め ざ した 研究 を

行 っ て きた．今後 G、candidum の セ ル フ ク 卩
一

ニ ン グ

系 を確 立 す る こ とが で きれ ば，上 述 した 脂肪酸 に よ る

リ パ ーゼ の 誘導生産 の 機構解 明 に 大 き な威 力 を 発揮す

る こ とが 期待 で きる し，また   2 の 非転写領域 に 」ψ1

の 転写領域 を 連結 した ハ イ ブ リ ッ ド遺伝子 は こ の 発現

系 で リパ ーゼ を 高生 産 す る と考 え られ る ．こ の よ うな

観点か ら，こ れ か らの 研究課題 と し て セ ル フ ク P 一ニ

ソ グ 系 を 利 用 した発現系の 確立 を め ざ し て 努力 し た

い ，
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3． 大環状 ラ ク トン 合成 リパ ーゼ の 構造
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　有機合成反応の 分野 に お い て ，リパ ーゼ に 対す る期

待 は 大 きい ．そ れ は リパ ーゼ が 有機溶媒中 で も活性が

安定に 保たれ，エ ス テ ル の 合成あるい は交換反応を触

媒 し うる こ とか ら， 立 体選択的か つ 位置特異的な 合成

反応の 触媒 と して リパ ーゼ の 利用が可 能 で ある こ と に

よ る．我 々 は リパ ーゼ の 分子内 エ ス テ ル 交換反応を利

用 し た 大環状 ラ ク ト ン 合成法 を 初 め て 見 い だ した

（Fig．1）．
1）本方法は ，基質 で あ る ω

一ヒ ド P キ シ 酸 メ チ

ル エ ス テ ル を，ヘ キ サ ソ な どの 有機溶媒中で リ パ ーゼ

と混合す る こ と に よ りラ ク トン を得 る もの で あ り，既

存 の 方法 と比較 し て ，非常 に 簡便 に 大環状 ラ ク P ソ を

合 成 し うる 点 で す ぐれた 方法 で あ る とい え る．本 項 で

は 大環状 ラ ク ト ン 合 成 反 応 を 触 媒 し うる リパ ーゼ に つ

い て 我 a が 得 た 知見 を 述べ る．

1． 大環状 ラ ク トン 合成能を有 す る リ パー
ゼ

すべ て の リパ ーゼ が ラ ク ト ソ 合成能 を 有 して い る わ

け で は な い ．筆者 らの 研究室 で 調べ た 限 り，本方法に

よ り大環状 ラ ク ト ン を 合成 し うる の は ，
シ ュー

ドモ ナ

ス 属あ る い は ブ タ す い 臓由来 の リパ ーゼ の み で あ っ

た ．り 有機溶媒中 に お け る エ ス テ ル 交換反応 そ の も の

は 種 々 の リ パ ーゼ に つ い て 報告 され て お り，2）シ ュー

ドモ ナ ス 属由来 な どの ラ ク ト ン 合成 リパ ー
ゼ が特 に 有

機溶媒 に 耐性 で あ る とは考え に くい ，それ ゆ え，ラ ク

ト ソ 合成反応 を触媒す る リパ ーゼ の 活 性 中 心 付近 の 構

造的特徴が 本反応 に 必要 で ある と考 え た ．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 o　　　　　　　　　　　　 o

臼 「 ・

◎
　 Substrate　　　　　　 Lactene　　　　 Diolide

Fig・　1・　Lactonizing　reaction 　catalyzed 　by　lipase．
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　 シ ュ
ードモ ナ ス 属由来 の リ パ ーゼ を 用い た ，ラ ク ト

ン 合成 反応 に 対 す る 基 質特異 性 と エ ス テ ラ ーゼ 活 性 に

対 す る 基質特 異 性 とを 比 較 した と こ ろ ，興 味深 い 結果

が得られ た．3｝すなわ ち ，最大 の ラ ク ト ソ 合成能を示

した 基 質 の 炭 素 鎖長 （C18 ）は ，最適 な エ ス テ ラ ーゼ

活性 を示す基質炭素鎖長 （C8 ）の 約 2 倍 の 長 さで あ っ

た．こ の こ とか ら，本 リパ ーゼ は 基質 の エス テ ル 基か

ら数え て 8個 の 炭素を認識 し 結合す る と予想 され る ，

大環状 ラ ク ト ン 合成 に お い て ，基質分子中の 水酸基 と

活性 中心 に あ る エ ス テ ル 基 と の 間 で交換反応が生 じ る

た め に は ，さ らに それ とほ ぼ 同 じ長 さ の 炭素鎖長を 必

要 と す る と 考 え られ る ．

　 ラ ク ト ン 合成活性 に お い て ，基質 の 炭素鎖長に 依存

して反応性が変化す る とい う結果 は，炭素の 結合角 の

問 題 も無視は で きな い が，リパ ー
ゼ の 活性 中心 付近 の

ポ ケ ッ トの 大 きさ，ある い は 形状 が 大環状 ラ ク ト ソ 合

成反応 の よ うなパ ル キ
ー
な遷移状態を支配す る こ とを

示 し て い る ，それ ゆ え，リパ ーゼ を用 い た 合成反応 に

お い て は ，合 成 しよ う とす る 基 質 に 適 した 搆 造 （活 性

中心 の 大 きさ，形 状）を持っ た リパ ーゼ を そ の 反応 ご

とに 用意 しなけれぽ な らな い と思われ る．

2． ラ ク トン 合成 リパ ーゼ の
一

次構造

　大環状 ラ ク ト ン 合成能を有する リパ ーゼ の
一

次構造

に つ い て 知 見を 得 るた め に ，Pseud・monas ．sp ，109 株 か

ら本 リパ ーゼ 遣 伝 子 （lzPL）の 大 腸 菌 へ の ク 卩 一ニ ソ グ

を 行 っ た ．塩基配列 の 決定 を 行 い ，311 個 の ア ミ ノ 酸

を コ
ードす る オ

ープ ン リ デ ィ
ソ グ フ レ ーム （ORF ）を

見 い だ し た．s｝ こ の ORF に は ，1）精製 した 大環状 ラ

ク ト ン 合 成 リパ ーゼ の ア ミ ノ 酸配列 と ま っ た く同 じ配

列 が 存在 して い た，2） そ の 前 の 配列 は 典型的 な シ グ

ナ ル 配列 で あ っ た，3） シ グナ ル 配列 を 除 い た 配列 の

推定分子 量 は 精製 した リ パ ーゼ の 分子 量 と
一

致 した ，

4） リパ ーゼ に 特 異 的 な 配 列 一Gly−X −Ser−X −Gly一が 存

在 した ．以上 の こ とか ら本遺低子は ラ ク ト ソ 合成能 を

有する リパ ーゼ を コ ードして い る と結論した．

　 リ パ ー
ゼ に 特 異 的 な 保存領域 （

・Gly−X −Ser−X −G ］y−）

付近 の 配列 は 多 くの 種由来 の リパ ーゼ に つ い て 保存 さ

れ て お り， そ の セ リ ン 残基 は 活性中心 で あ る こ と が

X 線構造解析 に よ り明 らか に され て い る ．4・s）本 リ パ ー

ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に も リパ ーゼ に 特 異 的 な保 存 領 域

が認 め られ，そ の 近傍 の 配列は よ く保存 され て い た こ

とか ら，

3〕本 リパ ーゼ は セ リ ン 残基 を活性 中心 に 持 つ

と思わ れ る ．LipL タ ソ パ ク 質の ア ミ ノ 酸配列 と他 の

リ パ ーゼ の 配列 とを 比較 し た と こ ろ，ア ミ ノ 酸配列全

体 と して は 同 じ シ ュー ドモ ナ ス 属 由来 の リパ ーゼ との

間 に の み 有意 な 相 同性 が認 め られ た 、S・6｝

S ． Pseud ・ m ・ nas 　sp ．109 株 リパ ーゼ の 多様性

　本菌株 は 融L 遺伝子 の 他 に 少 な くともtiPA
，
　tiPB

，
お

よ び ’ψC と命名 した 3 種類 の リパ ーゼ あ る い は エス

テ ラ ーゼ 遺伝子 を 有 し て い る こ とを 明 らか に し た の

で ， こ れ らの 遺伝子に つ い て も少 しふ れて お く．

　ク ロ ー
ン 化 した ＠オ お よび 妙β 遺伝子 は 塩基配列

か ら，そ れぞれ 333 お よ び 455 個 の ア ミ ノ 酸よ りな る

タ ソ パ ク 質を コ ー ドし て い た ．大腸 菌内 で 発現 させ ，

精製 し た LipA お よ び LipB タ ソ パ ク 質 に つ い て 大環

状ラ ク トン 合成能を調べ た と こ ろ，い ずれ ；
・c もラ ク ト

ソ 合成能 は 認 め られ な か っ た ，ま た LipA タ ソ パ ク 質

に つ い て エ ス テ ラ ーゼ 活性 に お け る基質特異性を 調べ

た と こ ろ，炭素鎖長の 短 い 基質 の み に 活性が認め られ

た ．LipB タ ソ パ ク 質 に つ い て は オ リ
ーブ油 に 対す る

分 解能 が 認め られ な か っ た こ とな ど よ り，こ れ ら の タ

ン パ ク 質は リパ ーゼ と い う よ りもむ しろ エ ス テ ラ
ーゼ

で あ る と結論 した．

　3．S　kbp の PstJ断片 と し て 得 た lipC遺伝子 は そ の 配

列 中 lt　P∫tl認 識部位 を も うひ と つ 有 して お り，ま っ

た くの 偶然 に 得 られた リパ ーゼ 遺伝子 で あ る，現在，

本遺伝子 の 解析は ，塩基配列 の 決定 の み に と ど ま っ て

お り，タ ソ パ ク 質か ら の 情報 は ほ と ん どな い ．しか し

なが ら，伽 C 遺伝子 を 含む プ ラ ス ミ ドを持 つ 大腸菌に

オ リ
ーブ油 の 資化性が 認 め られ た こ とか ら，本遺伝子

も リパ ーゼ を コ ードし て い る と思 わ れ る ．

　こ の よ うに ，Pseud・menas 　sp ．109 株 は 少 な く と も 2

種類 の リパ ーゼ 遺伝子 と 2種類 の エ ス テ ラ ーゼ 遺伝子

を 有 して い た．こ れ ら 4 タ ン パ ク 質間 に 配列上 の 相同

性 は ま っ た く認め られ ず，本菌株 中に お け るそ れ ぞれ

の タ ン パ ク 質の 生理 的役割に つ い て も興味 が もた れ る．

4．　 リパーゼ 活性化因子 （LimL ）の 存在

　最近，・
； ；一

ドモ ナ ス 属 の リパ ー
ゼ 遺伝子 の 下流領

域 に ，リ パ ーゼ 活性化 に 必須 の 因子 が 存在す る こ とが

報告され て い る．アー1°，iiPL遺伝子 に お い て もそ の 下流

領域 に リパ ーゼ 活性化 因 子 ，ど舳 L 遣伝 子 が存在す る

こ と を 明 ら か に し て い る ．：11 現 在 ，リパ ーゼ 活 性 化 因

子 の 機能解析が精力的に 行わ れ て お り，本 タ ン パ ク質

は シ
ャ

ペ ロ ン 様 の 活性を有 し，リ パ ー
ゼ の 高次構造 の

形成 に 関与 し て い る こ とが 示唆 され て い る ．　12su14 ）筆者
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らも LipL と LimL とが安定な複合体を形成す る こ と

を 確認す る などシ ャ
ペ ロ ン 様機能を支持す る結果を得

て い る．し か し な が ら，LimL タ ン パ ク 質を 含む リパ ー

ゼ 活性化因 子 が どの よ うに リパ ーゼ の 活性化に 関与 し

て い る か は 未知 の部分が多く今後の 解析 が 待たれ る．

　以上述べ て きた よ うに シ ュ
ードモ ナ ス 属の リパ ーゼ

に は 詳細 な 高次構造， リパ ーゼ 活性化因子の 機能 な ど

未知 の 部分も多 い ．しか しな が ら他種 の リパ ーゼ と比

較 して ヴ 7 リ エ ーシ
ョ

ン が 多 く，有機合成反 応 に お い

て ，よ り広 範 な基 質 の 利用あ る い は 異 な っ た反応 を行

い うる可 能 性 を 秘 め て お り，今媛 さら な る 解析が 期待

さ れ る．
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4． Pseud・m ・ nas 　aeruginosa 　TE3285 リパ ーゼ 活性化遺伝子 （ltPB）産物の 機能

西 岡　孝明 ・平山　則 子 ・吉川　和 宏 ・柴田　洋之 ・小田　順一 （京 都大学化学研究所）

　Pseudomonas　aengino ∫ a　TE3285 由来 の リ パ ーゼ （285

ア ミ ノ 酸残基） は ，b リ グ リセ ラ イ ドの 2 級 ア ル コ ー

ル エ ス テ ル 基 も加 水 分解す る，45−50°C で 安定，ビ ナ

フ トール の よ うに 反 応 中 心 が きわ め て か さ だ か い ア ル

コ ール をも基質 と して高い 立 体選択性お よび 化学収率

で ア シ ル 化反応を有機溶媒 中に お い て 触媒す る，H ）

セ リ ン プ 卩 テ ア ーゼ の 阻害剤 で あ る 有機 リン 酸 エ ス テ

ル に よ っ て 水 溶液中で は 失活 しな い もの の ，有機溶媒

中 で は 失活す る，5〕な ど有機合成化学，構造生物学 的

に きわ め て興味あ る 酵素 で あ る．こ の 酵素 の X 線結

晶構造解 析 を 目的 と し て 遺伝子 ク ロ ーニ ン グ ， 大腸菌

で の 大 量発現を お こ な っ て い た 過程 で ，活性化 因 子 （遺

伝 子 ）の ク P 一ニン グ を 行 う こ と が で きた ．5｝こ の 活

性 化因子 とは ，Pseudomenas 属 リ パ ー
ゼ に 付 随 す る 遺

伝 子 （ORF ）の こ と で あ り，大腸 菌 な ど異種細胞 の み

な らず ホ ス ト細胞に お け る リパ ー
ゼ 遺伝子 の 発現 （す

なわ ち，リパ ーゼ 活性 が あ らわ れ る こ と）に 必要と さ

れ て い る も の で あ る ． こ れ ま で に 5種 類 の

Pseud ・m ・nas 属 リ パ ー ピ に つ い て そ の 存 在 が 確 認 さ

れ て い る もの の ， その 活性化 の 機構 は ま っ た く不 明 で

あ っ た．今回，P．αeruginesa 　TE3285 の 活性化 因 子 の 機

能 の
一

端 を 明 ら か に す る こ と が で きた の で 紹 介す

る．7）

1， 活性化因子遺伝子 tiPB

　P ．　aeruginosa 　TE3285 リ パ ーゼ の 遺伝子 （tiPA：　933　bp）
を ク 卩

一ニソ グ した と こ ろ ，終止 コ ド ン か ら50塩基

3
厂
下流 に も う一つ ORF （1017bp ）が 存在 し て い た ．大

腸 菌 で リパ ーゼ 遺 伝 子 tiPAの 発現 を こ こ ろ み た とこ

ろ，こ の ORF が 完全に 存在 して い な い と リパ ーゼ 活

性 が 得 られ な か っ た．ま た ，こ れ ま で に Pseudemonas

cepatia 　 DSM3959r 　 sp ．　 KWI −56，　 sp ．109 ，　 aeruginosa
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