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の そ れと比較す る と，価格は安い とは言え ない．消化

剤 と して の 価格 と して は，さ ほ ど高い と は言 え な い で

あろ うが
， 油脂工 業で

， 油脂類の 変換 に 利用する に は

高すぎる ようで あ る．そ こ で ，

一
層の 生産性向上が望

ま れ て い る．リパ ー
ゼ の 工 業的 生産 の 今後の 動向 とし

て は，

（1） 油脂工 業 に利用で きる よ うな 長時間安定 な リパ ー

　　ゼ
， また牛脂 の 融点以上で 作用 で きる 耐熱性 リパ

　　
ーゼ の ス ク リ

ーニ ン グ．

（2） 位置特異性 ， 脂肪酸特異性など種 々 の 点 で 従来知

　　られ て い な い よ うな ユ ニ ーク な性質を持 っ た リパ

　 　 ーゼ の ス ク リーニ ン グ．

  　遺伝子工 学的手法を 駆使 した生産性向上 ，あ る い

　　は蛋白工学的手法を 駆使 した性質 の 改良．

な ど が 考え られ る．こ の 総説で も，
こ れ らの 諸点を意

図 した開発研究が述 べ られて い る．な お，（3）と関連 し

て ，シ ン ポ ジ ゥ ム の折に は J 「Geotrichuアiξ candidu ”z

リパ ー
ゼ 遺 伝子 の ク P 一

ン化 と そ の 蛋白質構造 の 解

析」 と題 して ， 大阪市立工業研究所 の 島田裕司 ， 杉原

耿雄，富永嘉男，栗田工 業  の 飯泉太郎の 諸氏に 口 頭

発表 して い た だ い た が
， 未だ原報文 を 発表 して い な い

た め ， 本総説 に は執筆 して い た だ けな か っ た，一
日 も

早 く詳細な報文が発表され る こ とを期待 して い る．

　本総説 が ， わが国 に お けるリパ ーゼ 研究開発の 一
助

に なれば幸 い で あ る．

2．　 リパ ーゼ の 位 置特異性 を定量 的に 表現す る指数

　　　　　（Positional　Specificity　Index ： PSI）

　 リパ ー
ゼ の 利用を考える と き，2 つ の 側面か らの 考

察が 必要 で ある．1 つ の 側面はい わば酵素 メ
ー

カ
ー

の

立 場で あ り， どの よ うな リパ ーゼ を 開 発 した らよ い か

を 考え る．もう 1 つ の 側面は リパ ー
ゼ を買 っ て な に か

新 製 品 を 製 造 す る会社 の 立 場で あ り，布場に 供給 され

た リパ ーゼ を試 験 して 選 択する が，そ の さ い 酵素に 添

え られ た リパ ーゼ の 性質 を表現する指標を参考に す る．

も し目的 の 酵素 が 得 られ な けれ ば，新酵素 の 開発 が 必

要にな り， 自己開発する か
， 酵素メーカーに そ の 要請

を しな ければな らな い ．こ れ らの こ と か ら
“
指標

”
に

は，リパ ー
ゼ の 生産を 促 進 す る 効 果が あ る とみ な す こ

とが で き る．

　微 生物の リパ ーゼ を表現する指標として ， われわれ

は 次の 9項目を選 ん だ．D

）

）

）

）

）

）

）

）

）

123456789リパ ーゼ の生 産 部位 （菌体外か 菌体内か ）

反応最適 pH

反 応 最適 温度

安定なpH 範囲

加熱失活

単酸基 ト リグ リセ リ ドの 加水分解速度

位置特異性

分子量

等 電 点

　シ ン ポ ジ ウム で は主 に 6）と7）を とりあげた が
，

こ こ

で は7）に しぼ っ て 話を進 め る．

　 リパ ーゼ の 特異性 に 関 して は 2つ の タ イ プ が あ る こ

と が 知 られ て い る．1 つ は ト リグ リセ リ ドの 1 ，3位

の みを加水分解す る タ イ プ （α 型 ） で あり，他 は 1 ，

2 ，3 位の い ずれ で も加 水 分解 で き る タ イ プ （αβ型 ）

で ある．こ の 2 つ の 型を判別 す るた め に は ， ト リグ リ

セ リ ドを リパ ーゼ で 加水分解 し， ホ ウ酸 で 前処理 した

シ リカ ゲル の 薄層を用 いて ジ グ リセ リドの 異性体を 分

別 し， 肉眼 で 1 ， 2一ジ グ リセ リドの み が認 め られれ

ば α 型 で ある と して きた．しか し こ の 方法 は定牲的

で 判定 に 迷うこ と も しば しばで あ っ た ，

　われ われは位置特異性の 定量化を試み ， 位 置特異性

を表す指数 （Positional　Specificity　lndex ： PSI ）を 次

式 に よ り定義した．2）

　　　PSI （％）一・1：嬲 謡 ：1器長1… 。

DG は ジ グ リセ リ ドの 略で あるが，ユ
，
2 ［2，3］DG と

1
，
　3DG とを別 に 定量 して 上 式 に 代入す る。の ちに 述

べ る よ う に ，
こ の 定 義 に は 2 ，3 の 問題 点 が含 ま れ て

い る，しか し和 を分母 に とり， 差を 分子 に と る とい う ・

概念 は，PSI の 定義 を よ り精密 に する 際に も有効 で あ

る と考え られ る ，さて こ の 定義を 用 い る と α 型 の リ

パ ーゼ は ＋ 100％ の 値 を，ま た 1 ， 2 ， 3位 を ラ ン ダ

ム に 加水分解する αβ型の リパ ー
ゼ は O％ の 値 を示す

はず で あ る．
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1． 実 験 方 法

　 PSI の 測定 は 次 の よ うに 行 っ た ．な お 反応液 の 組

成，反応方法， 反応生成物の 抽出などは，寞村らの 方

法
3，

を 参照 した ．

　 30ml の ね じ口 瓶 （日電理化硝子，外径 30mm ，高

さ　65mm ） に トリオ レ イ ン （シ グマ ，9996）O・5g ，

緩衝液 2nll （pH は後出 の 表に 示す と おり），
30　mM

CaC12ユml ，脱イ オ ン水 2ml をい れ，ス タ
ー

ラ
ー

で 攪

手半しな が ら 37℃ で 10分間加温 した ． こ れに 0．5ml

の 水に 溶か した ， あ るい は懸濁した リパ ーゼ 50ユ ニ
ッ

トを添加 し，37℃ で 30分間加水分解を行 っ た ．

　反応はエ チ ル エ
ー

テ ル を 20ml 加え，1
，

2 分間攪

拝す る こ とに よ っ て 停止 させ，同時 に 反応産物を エ
ー

テ ル 層 に抽 出した．直 ちに エ ーテ ル 層の 1圃 をマ イ
’

ク ロ キ ャ ッ プ   に 採 り， 3％ ホ ゥ 酸処理 を した ク ロ v

ロ ッ ドOS 一皿 （ヤ トロ ン ） に ス ポ ッ トした ．展開溶媒

として は ベ ン ゼ ン
ー

ク ロ ロ ホ ル ム
ー

酢 酸 （70 ：30 ：2）

を用 い た ．10cm 展開 した の ち溶媒を乾燥させ ，イ ヤ

ト ロ ス キ ャ ン wTH −10 で トリオ レ イ ン お よ び 反 応産

物を検出 した．1 ，2 一ジ グ リセ リドと 1 ， 3一ジ グ リ

セ リ ドに 相当す る ピ
ー

ク の 積分値は 前出の 式 に代 入 し

た ．

　 リパ ー
ゼ 50ユ ニ

ッ トを採る た めに 必要な各酵素の 比

活性は ， 酵素メーカーの 値 を用 い ず，独自に 同
一

の 定

量法で求め た．した が っ て 反応 pH はそ の リパ ー
ゼ の

最適値 に な る よ うに した が，そ の 他 の 条件 は 必ず しも

最適 とな っ て い ない ．

　 リパ ーゼ の 定 量 法 と して は，ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ー

ル

を乳化 剤 と して 用い る方法
4） を 使用 した ．反応液の 組

Table　1・　Pesitional　 spedf …city 　index （％）．

Origin Trade 　 name Spec・act ・（U ／mg ＞

オ ゆ醐 8〃 ttS　 nige プ

0乃アomoba ‘〃 ア毎 ，厚 Z丿ゴ∫‘0∫ 踞 η宴

Muco ，
・
メσ軅 解   ∫

ごv μ 60 ア ” tieltei

Pe フ2ど‘〃 ガum 　cy ‘lop　iu　nt
Porcine　panc・eas

Porcine　pancreas
RhisoPt‘∫ ar アゐガ鰡 ∫

RltisoPecs　del翩 σ プ

reん壱砂 配∫ ノ切 砌 跏 6∫

Sacc加 ro ” tγ‘oPsis 　1ψoえγ！ガ‘σ

P 砂‘omyces 　 nitens

UnknOwn 　 InicroorgalliSm

」Psettdomonas／ZuoresceフtS

．4〜‘altlrenes 　 sp ・

ア∫6 認 o，no ？tas 　fra8：
’

Pseudomonas 　5P ．

Candida り
〃 ndra ご ea

Achromoba ‘！8 厂 sp ・

Candida 　 c71indrbcea

Candida 　 cylindra ‘θα

Ca7idida　cアlindracea

c 砌 α1ガ α り
・lindracea

Geo〃 ガ‘hum 　 sp ．

・4sPergi〃us 卿 幽厂

Lipase　AP （Amano ）

Lipase　LP （Toyo　Jozo）
Lipase　M （Amano ）

Pa ］atase 　M （Novo）
Lipase　G （Amano ）

Lipase　（Sigrna）

Lipase （BMY ）

Lipase （Sigma）
Lipase （Seikagaku ）

Lipase　F （AmanQ ）

（our 　Iaboratory）

Lipase　PN （Takeda）
LIPN （Toyo 　Jozo）
Lipase　 P （Amano ）

Lipopretein　hpase （Meito）
Lipase　B　（Sapporo）
Lipoprotein 】ipase（Toyobo ）

Lipase　AY （Anlano）

A ］kaline】ipase （Mejto）

Cholesterol　 esterase 　（Meite ）

Lipase （Meito ）

Lipase　MY （Meito）

Lipase　 OF （Meito）

（o ロ r　laboratory）

Palatase　A （Novo ）

　 4．9　（pH 　6．0）
2480　　（pH 　 7．0）

　14．1　　（pl｛　6．0）

　 0．61　（pH 　7．0）

　 5．8　（p正1　5，6）

　703 　　（pH 　7，7）
　43，1　（pH 　 7．7）
4220　　（pH 　7．7）
197　　（pH 　5．6）

　83．6　（pH 　6．0）
　 acetone 　cell

1．5−2．0 （pH 　8．0）
155　　　（pI｛　7．0＞
2390　　　（pH 　7．0）

　24．5　（pH 　6，0）
883　　　（pl｛　8．0）
123　　　（pH 　9．0）
1160　　（pH 　8，0）

　23．9　（pH 　6．0）
N ．A ．（pH 　 9．0）
N ．A ．（pH 　 7．0）
N ・A ・（pH 　7．0丿

　20．1　（pH 　7．0）
ユ97　　（pH 　7，0）

　ユ5，9　（pH 　9．0）

　 0．17　（pH 　7．0）

PSI （％）

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

　 100

　 89．8

　 　 76．3
−　 75．2

　 　 74．5

　 　 73，2
　 　 72．0

　 　 59．6

　 　 29．6

　 　 16．0

　 　 11．0
　 　 10．　0

　 　 6．1

　
− 11，2

　
− 24．Oimpossible

N ・A ・＝not 　 as §ay ∈d
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成は オ リーブ 油 エ マ ル シ ョ ン 5ml
， 緩衝液 3　ml ，30

mM 　CaC121 　ml
， 酵素溶液 1ml で あ っ た ．反 応 温度

37℃ ，な お ポ リビニ ル ア ル コ
ー

ル と して は，ク ラ レ の

ボ バ ール OP117 と205を 9 ：1 に 混ぜ た もの を 用 い た．比

活性は菌体や 溶液状 の 酵素 もすべ て units ／mg で 表示

した ．　 リパ ー
ゼ の 1 ユ ニ ッ トは 上 記 の 測定法で 毎分

1　pnlol の 脂肪 酸 を遊離す る 酵素量 で ある．

2．　 実験結果 と考察

　われ われ が 今 ま で に 集め た リパ ーゼ 標品25種 に つ い

て ，
PSI を求 め た 結果を Table　L に 示す，起源 の 内

訳は 動物 2 種，微生物23種で ある，標品の純度は さま

ざ まで ある．

　 こ の 表をみて 多 くの こ とを 考 え る こ とが で きるが ，

まず 2 ，3 の ま とめ を 述 べ る，

　1）　従来 か ら言われて い るよ うに，完全 な α 特異

性を示す リパ ーゼ が 多数存在 した．これ らの うち As ・

Pergillus　nzlrer
，
　Mucor　miehei

，
　i？hizoPus　delemar な ど

に は ， 油 脂 の 改質を エ ス テ ル 転移 （山根 の 定義
5，

に よ

る）で 行 っ た 報告が み られ る．

　 2） Candida　cylindracea の リパ ー
ゼ （天野製薬製

を除 く） は，＋ 11〜− 11％ の 値 を示 し，
α と β位 をほ

ぼ ラ ン ダム に 加水分解す る こ とが 確実 に な っ た ．ま た

こ れ に近 い 位 置特異性を示す リパ ーゼ は ， 調 べ た範囲

で AcltrOinobacter　 sp ．だ けで あ っ た．

　3） 以 上の 典型的な 2 つ の タ イ プ の ほ か に，＋ 20〜

＋ 90％を示す中間的な リパ ーゼ が多数存在 した．こ れ

が な に を 意味す るか は今後の 検討を 要 す る，

　 さて こ の よ うに して 求 め た PSI は か な り便宜的な

もの と考え られ る，そ の理 由は，

　1）　ユ， 2一ジ グ リセ リドと 1
， 3 一ジ グ リセ リ ドの

間の 転移反応 を考慮 して い ない ．

　2）　ジ グ リセ リ ドか らモ ノ グ リセ リ ドへ の 反 応 を考

慮 して い な い ．

こ れ らの 点 は現在検討を 進め て い る と こ ろ で あ る．

　ま た リパ ー
ゼ G （Peiiicilliu・m 　 cyclo ））iu7n）の 基質特

異性は ト リグ リセ リ ドくくくジ グ リセ リ ドな の で ，
PSI の

測定 は 強 引 に行 っ た 、一
方パ ラ タ

ー
ゼ A 　（AsPerg　ilus

nigel うは長鎖 ト リグ リセ リ ドを加水分解 しな い の で ，

ト リオ レ イ ン で は測定 が不可能で あ っ た．こ れらの 場

合 の 基 質の 選択 や PSI に影響を与えるそ の他 の 因子

の 検討に つ い て は ， 現在実験を行 っ て い る ．

　 シ ン ポ ジ ウ ム で は ， 脂 肪酸特異 性 の 表記に つ い て も

触れ た．発 想 は森岡ら
6’

とた い へ ん 似て い る が，別の

機会に 詳 しく述 べ る 予定で あ る．
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3，　 酵母 Candidα
　 antarclica の 生産 す る 耐熱性位 置

　　　　　　　　　　ヲド牛寺異 白勺リノ xe一ゼ

　 リパ ー
ゼ の 工 業 的 応 用 方法 と して は，第

一
に，融点

の 高 い 油脂の 完全 加水分解 によ る脂肪 酸 や グ リセ ロ
ー

ル の 生産，第二 に，エ ス テ ル の 合成，特 に 2 級 ア ル コ

ール と酸か らの 合成 ， そ して エ ス テ ル の 交換反応 が考

え られ る ．こ うい っ た プ ロ セ ス に 利用 で き る リパ ー
ゼ

の性質 と して ， 以 前 よ り次 の 2 つ が 要 求 され て きた．

　D　熱 安 定 性 　　す な わ ち基 質 とな る油 脂 や 脂 肪 酸

の 融点が 高 い こ とか ら，最適反 応 温 度の 高 い リパ ーゼ

が 必要 とな る．最適反応温度が 低い リパ ーゼ に お い て

は，固 体状態 で あ る基 質 の 溶解に 有 機溶媒を使用 しな

け れ ば な らず，反 応 後の 溶媒 回 収も必要 とな り， 工 業

的応用 に制限 が生 じる．

　2） 非位置特異性　　こ れは ト リグ リセ リ ドの 3つ

の ア シ ル 基全部が関与す る反 応，た とえ ば油脂 の 加水

分解 や 油脂 の ラ ン ダ ム な エ ス テ ル 交換，ま た 2級 ア ル

コ ー
ル を用 い た エ ス テ ル の 合成 に も利用で き る．

　そ こ で 我 々 は，こ の よ うな 耐熱性 に 優 れ ，しか も位

置特異性 の な い リパ ー
ゼ を 生産す る 微生物 の ス ク リー

ニ ン グを 行 い ，得 られ た Candida 　 antarctica 　LFO58

菌株 産生 リパ ー
ゼ に つ い て の 熱安定性試験 や ．固定化
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