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804　　　 Fusarium 　heterosρorum リパ ー ゼ の 安定性 に 関与 して い る C 末端ペ プ

　　　　　 チ ドの 領域 と ア ミノ 酸残 基の 特 定

　　　　　　 （大阪市工 研）O 永尾寿 浩、 島 田裕 司 、 杉原耿雄、富永 嘉 男

【目的 】 Fusarium 　heterosρorUtn の リパ ー ゼ cDNA を酵母 で 発現 させ た とき、 リパ ー

ゼ B （301ア ミノ 酸 残基）と リパ ー ゼ A （275 と26 ア ミノ 酸残基）が 生 産 され る 。 リパ ー

ゼ B は リパ ーゼ A よ りも非常に 安定性 に 優れ て い る こ とか ら 、 触 媒 ドメ イ ン （275ア

ミ ノ 酸残基）と C 末端ペ プチ ド（26ア ミ ノ 酸残基）が ペ プチ ド結合 して い る とき、 C

末端ペ プチ ドが酵素 の 構造 を強化 して い る と推定され る 。 そ こ で 、 C 末 端 ペ プチ ド

内 で 安定性 に 関与 して い るア ミノ 酸残基およびペ プチ ド領域 に つ い て調べ た 。

【方 法及 び結 果】　 C 末端 ペ プチ ドが切 断 され な い 変異型酵素 （R275A）の 遺伝 子 を鋳

型 と して 、 C 末端側 か らの デ レ
ー シ ョ ン 変異株 、 およ び C 末端 ペ プチ ドの 26残基の

ア ミ ノ 酸 変異株 を作成 した 。 こ れ らの 遺伝 子 を酵母 内で 発 現 させ た と こ ろ 、 C 末端

側 よ りの 13残 基 の ペ プチ ド領 域 とAsp293側 鎖の 負電荷が酵素の 安定性 と生 産量に 重

要 で ある こ とが分 か っ た 。 また、 Asp293の 負電荷は触媒 ドメ イ ン に存在 す る正 電荷

を も っ た ア ミ ノ 酸 残基 とイオ ン 結合 して い ると推定され る 。

【将 来の 展 開】本 研究に よ り、 酵素の 構造 と安定性 の 関係 の 解 明が期待で きる だ け

で は な く 、 リパ ー ゼ B は 原株 で あ る F．　heterosρorum で は 生産 され て い な い こ とか

ら 、 新規な安 定性 の 高 い リパ ー ゼ剤の 供給 も可 能 で ある 。
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【目的】我々 は糸状菌 Trichαderma　ree3ei 由来セル ラ ーゼ ・キシ ラナ ーゼ群の 個々 の 酵

紫を分 裂酵 母 5融 05a   mm ッces ρ◎mbe を宿主 として発現 させて きた 。 その 結果 ． エ

ン ドグル カ ナーゼ li（EG　ll）が 440 μ g ！ml と最 も分泌されたが 、
　 EG　lliは70 μ 創 mI

であ り各酵紊の 分泌量には大きな差が見られた 。 そこ で 、 S　parnbeでの 異種タンパ ク質

大量分泌発現系の 構築を目的 と して 、 まずシ グナル ペ プチ ドの 改変を誠みた。

【方法及び結果】 Z 　reesei 由来 EG　111を レポー
タ

ー
として 、その シ グナル ペ プチ ドを比

較的分泌量の 高か っ た同菌由来 EGII、 セ幽 ビオハ イ ドロ ラ
ーゼ 眠 CBH 　ID お よびキ シ

ラナ ーゼ ll（XYN 　ll）の シグナル ペ プチ ドに置換 し 、 各々 を S．　me で 溌現 させた 。

その 結果 、S．　pambe 培養上清の CMCase活性 は EG　ttの シグナル ペ プチ ドを咫い た場合

◎．9U ／ml と native と 同程度で あ っ た もの の 、　 XYN　ilの シ グナル ペ プチ ドを用 い たとき

には 1．5U ／ml 、　CBH 　11の シ グナル ペ プチ ドを用 い た ときに は2．5　U／mE と native の 約 3

倍 にま で増加 した 。 現在 、 そ れぞれの シグナル ペ プチ ドが正確 に プロセ ッ シングされて

いる か どうかの 確認 を行 っ て いる 。
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