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【緒 言】 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リナ ー一ゼ C （以下SMC ） は ス フ ィ ン ゴ ミ エ iJ ン を

加水 分 解 し、セ ラ ミ ド とボ ス ホ コ リン を 遊離す る PLC 類縁酵 素で あるc
SMC は ス フ v ン ゴ ミ エ リ ン に対 して のみ 、　 PLC は グ リセ ロ リ ン 脂質に 対 し

て の み 作用 す る点で 、基質特異 性 が 全 く異 な る。こ の 基質 認識 メ カ ニ ズ ム

の 違 い は 未解明 で あ る。そ こで 本研 究で は，基 質 認 識 メ カ ニ ズ ム 解明 を 目

指 し，放線菌宿主ベ ク タ
ー
系 を用 い た S．griseocarn．eu 」 NBRC ］．3471由来SMC

の 大量発現 を行った，
【方法 結 果】 k腸菌／放線菌 シ ャ トル ベ ク タ

ー−
pUC702 にStrePtovertiFiltirtm

觀 抛 脚 離 齠 燗 山来ホ ス ホ リパ ーゼ D （以 下PLD ） の プ ロ モ
ー

ダ
ー，タ ーミ

ネ ーター間 に SMC 遺伝子を 導入 した 発現ベ ク タ
ー

を作製 した。こ こ で 、シ

グ ナ ル ペ プ チ ド配列 と して Stv．　cinrtamont ／um 　PLD 由来 シ グ ナ ル ペ プ チ ドを，
宿 主 と して 数 種 の 放線 菌 にっ いて 検討 した 。そ の 結果，S．　tividans　1326 を宿

主 と した場 合 ，SMC を 菌体外に 大 量 発 現 さ せ る こ と が で きた。培養 条件の

検 討で は，28℃ に 比 べ ，20 ℃で 培 養す る こ と で 培 養 ．．ト清 1．IIに2倍以 上 の 活

性2．31J，’rn ］を得た 。　 さらに ．バ ッチ培 養と 流加 培 養 （グ ル コ ース と トリプ

トン逐 次添加 ）を比較 した 結果、後者は 培養後期 まで 高活 性 を維持 す る も

の の，前者の 比活性 の 約5090 と，非効率的で あ っ た。また，酵素反 応 液 中

の Mg2
鹵
濃度の 増加 と と もに 直線的に 酵素活性が 上昇 し，　 IO　 n1MMg

〜＋
存在

ドで 11U ／mg で あった 比 活性が ，　 I　M で は 241　Ufmg と，約22 倍と な tt た。

【目的】 ス フ t ン ゴ ミ エ リナ ーゼ C （以下 SMC ）は ス フ ィ ン ゴ ミ ェ リ ン を 加

水分 解 し，セ ラ ミ ドとホ ス ホ コ リン を 遊離す るPLC 類縁酵素で あ る．これ ま

で に ，Baciltus　cerellsts よ びListeria　i，，anovii 由来SMC に っ い て 構造 解析 が進め ら

れ る などの研究が なされ て き た．しか しなが ら，SMC とPLC の 基質 認識や触

媒作用 メ カ ニ ズム の違 い は未解 明で あ る，そ こで 本研究で は，SMC の基 質認

識や触媒 メ カ ニ ズ ム を分子 レベ ル で解 明す る と と も にSMC の 機能 向上や触

媒特性 の 改変 を 目指 し．放線 菌∫．9tiseocarneu」’NBRC13471de 来SMC の 大量発

現 と酵素精製，速度論的解析を行った ．
【方法 と結果】S．lit／tdans　l326 を宿主 と し，StrePt・verticitiium 　CllnnaMOneum 由来

ホ ス ホ リパ ー一ゼ D（以下PLD ）の プ ロ モ
ー

ター，ターミネーター間 にSMC 遺伝
子 を導 入 した 発現 ベ ク タ

ー
pUC702 を用い て 形 質転煥 し，　SMC を 培 養上 清

中 に 大 量 発 現 さ せ た ．培養上 清 中か ら 硫酸ア ン モ ニ ウ ム 分 画 と疎水 性 相 身：

作用 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り，酵素 を精製 した ．速度論的解析 に よ

り，ミカ エ リス 定数 （fi1。＝6．93　mM ）．最 大 反 応 速 度 σ毛、。．＝O．350 　mM ・min
．1
），

分 了
・
活性 （k、、、t−4．49xloUs

．1
）を 求め た ．本 酵 素 はMg2

＋
要求性 で ある こ とか ら，

Mgu
’
za度 と活性 の 関係 に っ い て 調べ た と ころ ，活性 は Mg ヒ＋

濃度に 比例 して

増大 す る こ と がわ か った ．また，Mg ’＋
と 酵素間 の解離定 数 （御 は 限 り な く0

に 近 づ き ，MgZ
†
と酵 素は極 め て 強 く結合 し，ほ とん ど解離 しな い こ と を示唆

する結 果 を 得た ，
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1．緒言

ホ ス ホ リパ ーゼ PLA 、お よ び PL 八 2 （両 者を併せ て PLA と略す）IS　iJ ン脂 質 を

脂 肪 酸 と リ ゾ レシ チ ン に 加 水分解す る酵素で あ る。PLA は 、　 i！ゾ リ ン脂 質

製 造や 油 脂 の 精 製 、小 麦 の物 性 改 良等へ の 利 用が 期待 されて い る c しか

し、産業上 有用 なPLA の 開 発 は 進 ん で お らず 、特に 酵素反応時 に 金属 イオ

ン が不 要 なPLA の 開発が強 く望ま れ て いる 。そ こで 本研究 では 、放線菌 由

来 の金属 イオ ン 非要求性PLA の 探索 と精製を 行 った 。
2．実験方法 と結果

環境 中か ら 分離 した 放線菌 ／500 菌株 に っ い て ス ク リ
ー

ニ ン グ を 行った 。
そ の 結果、15菌株で O．201Jtml 以上 の PLA 活性 が認め られ た。これ らの う

ち、酵 素活 性の 再 現 性が 良か った StrePto〃t
”
，ees　sp 、　NA3Z9 株を 選 抜 し、　PLA

の 精製 を試み た e

精製条件 の検 討の 結果、硫安分画 、陰 イオ ン 交換、疎水性相互 作 用 、ゲ

ル ろ過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を用 い た 精製方法が 有効で ある こ とが わか っ
た。糯製 した酵 素をSDS −PAGE 分析 した結果、分 r一質量 106　kDa 付近に 単
一バ ン ドが検 出され た。これ までに 、この ような 分子質量 を持つ PLA は 知
られ て お らず、新規PLA と考え られ た。
精製酵素を 用い て 、Ca！＋

イオ ン とEDTA の影響 にっ い て 調べ た結果、　CaX
＋

イオ ン に よ る依存性 ある い は 活性化は なく、EDTA に よる顕 著な影 響 も受

け なか った。これ よ り、本 酵素が金 属イオ ン非 要求性の 新規PLA で ある こ

とが わか 一⊃た。また、反応温 度と pH の 影響 につ いて 調べ た結果、　 pH 　7、2、
50℃ 付近で 最大活性を示 した。
Screening 　and 　Purification 　ofmetal 　ion 　independent
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：目的〕 本研究は 、麹 菌．d．or ）zae 　RIB4U株 由 来 の リパ ーゼ 1．ip60 に っ い て、
麹菌 に よ る組換えLip60 の大 量 発現 及 び 得 られ た 酵素 の 精製 を 行 うこ とを
目的 と した 。
〔方 th］　．1．Ot），tae の 組換 え体 を YPD 培 地に よ り培 養（30℃，100rpm，3days）

し、そ の上 清 を粗 酵素液 と した 。粗酵素を609・飽和 の 硫安で 分画 後透析を

行い 、50mM 酢 酸 緩衝 液 （pH5 ．5）で 平衡化 したTQYOPE へRL 　SuperQ−650M
及びSephacryl 　S−100　HR に よ り、　Lip60を糯製 した。精製 したLip60を用 い

て 最適反応 pH 、最適 反 応温 度 及 び 1一モ ノ オ レ ．イン 、1，3 一ジ オ レ イ ン、
トリオ レ イン 、オ リー一ブ油 に対

．
す る 作 用 に っ い て 調べ た。活性測定 に は

pNP
−
palmita ヒe を基質 と して用 い た．

：
．
結果

・
考察〕精製 に よ り精製倍率416倍 、比 活 性 125U〆mg の 酵 素が得 ら

れ た。SDS −PAGE 及 び活性 染色に よ り単
一

のバ ン ドと して 確認された 。最
適 反応 pH は pH6 ．0で ．最適 反応温度 は 40℃ で あ った 。　 TLC に よ り 1一モ ノ オ

レィ ン、1，3一ジ オ レ イ ン 、トリオ レ イ ン、オ リーブ油 か ら脂 肪酸 の 遊離が

確 認で き た 。また エ ス テ ル 合成能 も認め られた こ とか ら、油質 の 改 質等 に

応用 で き る と考 え られ た。
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