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研究成果の概要（和文）： 

水産生物由来の酵素の立体構造レベルでの詳細な構造・機能解析は殆ど行われていない。本

研究では、カタクチイワシのトリプシンの結晶化に成功し、X 線結晶構造解析により立体構造

を明らかにした。この結果を基に、食品乳化剤である酵素分解大豆レシチンの製造に適した有

用酵素であるイトマキヒトデのホスホリパーゼ A2 の構造解析を試みた。その結果、本酵素の遺

伝子構造の解明およびその結晶化条件の把握に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Few researches exist on the relationship between 3D-structure and function of enzyme 

from marine organisms.  In this study, we succeeded the crystallization of anchovy 

(Engraulis japonica) trypsin and demonstrated its 3D-structure by X-ray crystallography.  

On the base of this result, we tried to reveal the structural properties of phospholipase 

A2 from the starfish Patiria pectinifera.  The starfish phospholipase A2 is adequate 

enzyme for production of soybean lysolecithin which is good emulsifier on food industry.  

Consequently, we determined the full mRNA sequence of the starfish phospholipase A2 and 

developed the condition for crystallization of the enzyme. 
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１．研究開始当初の背景 

水圏には 50 万種以上にもおよぶ多種多様

な生物が棲息しているが、それらのもつ酵素

の構造・機能も水圏環境への適応に伴い多様

になったと考えられる。例えば、魚類は変温

動物であり、それぞれの棲息温度に応じて酵

素機能を適応させている。すなわち、寒帯域

に棲息する魚類のトリプシンは、恒温動物の

ものと比較して至適温度および熱安定性が

低い。このような魚類トリプシンの酵素化学

的特性は、低温での食品加工のような工業的

応用に有利である。水圏生物の酵素研究は、

酵素タンパク質の構造・機能解析の研究対象

としてのみならず、生物の環境適応および進

化、さらには酵素の産業利用の観点からも重

要である。水圏生物由来の酵素の研究は、陸

上動物や微生物由来の酵素に比べて遅れて

いるが、近年、急速に進歩した分離技術や遺

伝子工学の手法により種々の特異な酵素の

存在が明らかにされつつある。しかしながら、

水圏生物由来の酵素の立体構造レベルでの

詳細な構造・機能解析研究は殆ど行われてい

ない。 

岸村は水産廃棄物である魚類内臓や未利

用の水産生物であるヒトデ類由来の有用酵

素に関する研究を行ってきた。その中で、イ

トマキヒトデ（Patiria pectinifera）の内

臓中のホスホリパーゼ A2（PLA2: EC 3.1.1.4）

活性が他生物に比べて 100～3,000 倍高いこ

とを見いだした。精製したイトマキヒトデ

PLA2 は、至適 pH、至適温度、Ca2+の影響、基

質脂肪酸特異性において、ほ乳動物膵臓由来

PLA2 のものとほぼ同様の性質を有した。一方、

イトマキヒトデ PLA2の比活性（119,000U/mg）

は、同様の方法で測定した市販のブタ膵臓

PLA2 （Sigma）のそれ（4,300U/mg）と比較

して 28 倍高く、また、ホスファチジルエタ

ノールアミン（PE）に比べてホスファチジル

コリン（PC）をよく加水分解し、基質極性基

に対してブタ膵臓 PLA2 と異なる性質を示し

た。さらに、イトマキヒトデ PLA2 のアミノ

酸配列を決定した結果、本酵素はブタ膵臓由

来 PLA2 の配列と比較して、膵臓ループ部位

に 2 残基の欠損およびβ-ウィング部位に 13

残基の挿入を有し、新たなタイプのIC型PLA2

に分類された。イトマキヒトデ PLA2 の高い

比活性や特異な基質極性基特異性は、このよ

うな構造に起因すると推察された。 

そこで本研究では、イトマキヒトデ PLA2

を中心にして、水圏生物由来の酵素の立体構

造レベルでの構造・機能解析研究を発展させ

るために行った。 

 
 
２．研究の目的 

（１）最も結晶化が容易な酵素である卵白リ

ゾチームを用いて、酵素の結晶化の技術を修

得する。 

 

（２）代表的な水産生物由来の酵素であり、

精製も容易な魚類トリプシン(EC 3.4.21.4)

を用いて、水産生物由来酵素の結晶化の条件

検討、X線結晶構造解析および立体構造特性の

解析手法を修得する。本研究では、カタクチ

イワシ（Engraulis japonica）のトリプシン

を用いた。 

 



 

 

（３）イトマキヒトデ PLA2 の遺伝子構造の

解明、結晶化の条件検討、X 線結晶構造解析

および立体構造特性の解明を行う。 

 

 
３．研究の方法 

（１）材料および試薬 

 結晶化スクリーニングキット（Crystal 

ScreenTM ・ Crystal Screen2TM: HAMPTON 

RESERCH）、結晶化プレート（VDX PlateTM: 

HAMPTON RESERCH） は、家田貿易株式会社よ

り購入した。 

 大腸菌 (E.coli) JM109 Competent Cell、

プラスミドpCold TF DNA、制限酵素Nde Iおよ

びXho Iはタカラバイオ (株) より購入した。

発現用の宿主大腸菌(E.coli) Origami B 

(DE3) Quarters competent cellsはNovagen

より購入した。 

 

（２）卵白リゾチームの結晶化 

 結晶化は、蒸気拡散法のハンギングドロッ

プ法で行った。Biological Macromolecule 

Crystallization Database（BMCD）（http:// 

xpdb.nist.gov:8060/BMCD4/index.faces）か

ら卵白リゾチームの結晶化条件を検索した。

VDX PlateTMに1.0M Tris-HCl（pH8.0）を50L

（終濃度100mM）、4M NaClを終濃度が1.0～

2.5Mになる様に分注して全量を500Lとし、こ

れを結晶化母液とした。卵白リゾチームを滅

菌超純水で10mg/mLに調製し、結晶化サンプル

とした。結晶化サンプル2Lと結晶化母液2L

をカバーガラス上で混合し、VDX PlateTMとカ

バーガラスをシリコンオイルで密閉した。そ

の後、20℃でインキュベートし、光学顕微鏡

で経時的に観察した。 

 

（３）カタクチイワシ・トリプシンの結晶化

およびX線結晶構造解析 

 カタクチイワシ・トリプシンの精製は、岸

村が既に確立した方法により行った。 

 カタクチイワシ・トリプシンの結晶化は、

卵白リゾチームと同様の方法により行った。 

X 線結晶解析は X 線回折装置を用いて行っ

た。得られた電子密度図をカタクチイワシト

リプシン･アイソザイムの塩基配列およびア

ミノ酸配列を基に分子置換法で構造精密化

を行い、Rasmol で構造を出力し、Raster 3D

および MOLSCRIPT および Swiss-Protein Pdv 

Viewer を用いて立体構造図を作製した。 

 

（４）イトマキヒトデ PLA2 の遺伝子構造の

解明および結晶化 

 イトマキヒトデ PLA2 の cDNA クローニング

は常法に従って行った。 

 イトマキヒトデの内臓からのPLA2の精製と

イトマキヒトデPLA2遺伝子を挿入したプラス

ミドpET16-bを用いて形質転換した大腸菌

Origami B (DE3)によるイトマキヒトデPLA2

（Wild Type PLA2）の発現およびその精製は、

岸村が既に確立した方法により行った。 

 イトマキヒトデ PLA2 の結晶化は、卵白リ

ゾチームと同様の方法により行った。 

 

 

４．研究成果 

（１）卵白リゾチームの結晶化  

100mM Tris-HCl (pH8.0)および1.0M、1.5M、

2.0Mあるいは2.5M NaClの条件で結晶化を試

みた。その結果、20℃で48時間インキュベー

ト後にいずれの条件においても結晶が得られ

た。NaCl濃度が1.0Mから2.5Mへと増加するに

従って、結晶は小さくなった。 

 

（２）カタクチイワシ・トリプシンの結晶化

およびX線結晶構造解析 

カタクチイワシの内臓から2種類のトリプ



 

 

シン･アイソザイムIおよびII（AT-Iおよび

AT-II）を精製した。7,483mgの粗酵素からAT-I

およびAT-IIがそれぞれ45mgおよび11mg得ら

れた。 

BMCD よりトリプシンの結晶化条件を検索

し、Crystal ScreenTMおよび Crystal Screen 

2TM を用いて結晶化スクリーニングを行った。

その結果、AT-I は 100mM HEPES（pH7.5）お

よび 1.2～2.2M NaCl あるいは 0.4～1.4M 硫

酸アンモニウムの条件で結晶が得られ、

100mM HEPES（pH7.5）、0.6M 硫酸アンモニウ

ムにおいて立体構造解析に適した良質な結

晶が得られた。また、AT-II は 100mM Tris-HCl

（pH8.0）および 1.2～2.2M NaCl あるいは 0.4

～1.4M 硫酸アンモニウムの条件で結晶が得

られ、100mM Tris-HCl（pH8.0）および 1.8M 

NaCl において良質な結晶が析出した。 

次に、得られた AT-I および AT-II の結晶

を用いて X線結晶構造解析を行った。その結

果 AT-I の解析が終了した。AT-I の X 線結晶

解析の結果を図 1に示す。本研究の AT-I は、

ほ乳動物膵臓由来のトリプシンと基本的に

同様の立体構造を有した。すなわち、AT-I は、

N-ドメインとC-ドメインの2つのドメインか

ら成り、N-ドメインには 2つのαヘリックス 

(Nα1 および Nα2)、7 つのβシート (Nβ1、

Nβ2、Nβ3、Nβ4、Nβ5、Nβ5’および Nβ6)

および Ca2+ 結合部位が存在し、C-ドメインに

は 2 つのαヘリックス (Cα1 および Cα2)、

6 つのβシート (Cβ1、Cβ2、Cβ3、Cβ4、C

β5 および Cβ6)および自己消化ループが存

在する。そして、N-ドメインと C-ドメインの

間に触媒三連基が存在する。また、AT-I の触

媒 3 連 基 の 側 鎖 原 子 間 の 距 離 は 、

His57N-Asp102 が 2.6 Å 、

His57N-Asp1O2が3.3Å、His57N-Ser195O

が 3.0Åであり、ウシ・トリプシンのそれら

とほぼ同様であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 AT-I の立体構造図 
 

 一方、AT-I の立体構造は以下の点において

ウシ・トリプシンのものと相違した。第1に、

AT-I の「自己消化ループ」は分子の外に向か

って開いた構造特性であったが、ウシ・トリ

プシンのそれは分子表面に添って折れ畳ん

だ構造であった。第 2に、AT-I はウシ・トリ

プシンと比較して、分子表面に存在する荷電

アミノ酸残基数が著しく多かった。特に、

AT-I の「N-末端領域」は分子表面に荷電アミ

ノ酸残基が多く分布し、疎水性アミノ酸残基

は少なかった。第 3に、AT-I の「Ca2+ 結合部

位」周辺の立体構造表面に正電荷をもつアミ

ノ酸残基が分布したが、ウシ・トリプシンで

は存在しなかった。以上の AT-I の立体構造

特性は、AT-I がウシ・トリプシンと比較して

より柔軟な立体構造を有することを示唆す

る。 

 

（３）イトマキヒトデ PLA2 の遺伝子構造の

解明および結晶化 

 イトマキヒトデ PLA2 の遺伝子構造の解明

のために mRNAの未知塩基配列決定を行った。

その結果、215 bp の 5’-UTR、60bp のプレプロ

領域および611bpの3’-UTRの塩基配列が決定

され、ポリ A鎖およびポリ Aシグナルの存在、



 

 

17残基のシグナルペプチド配列および3残基

のプロ配列が演繹された。このことから、イ

トマキヒトデ PLA2 はイトマキヒトデ内臓の

細胞内で発現し、シグナルペプチドの切断に

より細胞外に分泌され、プロ配列の切断によ

り活性型の PLA2 になることが明らかになっ

た。 

 イトマキヒトデの内臓から 1 種類の PLA2

を精製した。3,812mg の粗酵素から 2 mg の

PLA2 (比活性 93,456 U/mg) が得られた。ま

た、イトマキヒトデ PLA2遺伝子を導入した大

腸菌を大量培養し、272mg の粗酵素から 4 mg

の Wild Type PLA2（比活性 100,726U/mg）が

得られた。 

 精製したイトマキヒトデ PLA2 を 10mM 

Tris-HCl (pH8.0) に溶解して 6mg/mL に調整

した。これを結晶化サンプルとし、Crystal 

ScreenTMおよびCrystal Screen2TMを用いて結

晶化スクリーニングを行った。その結果、

100mM 酢酸 Na（pH4.0）、0.02M CaCl2 および

30% 2-methyl-2,4-pentanediol（MPD）、100mM 

HEPES（pH7.5）、 0.2M CaCl2および 28% PEG400、

100mM HEPES（pH7.5）および 1.5M LiSO4の条

件で結晶が析出した（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 イトマキヒトデ PLA2 の結晶 

 （100mM HEPES（pH7.5）および 1.5M LiSO4） 

 

 また、Wild Type PLA2 は 100mM Tris-HCl

（pH8.5）、0.2M LiSO4 および 30% PEG4000、

100mM HEPES（pH7.5）および 0.8M 酒石酸 KNa、

100mM HEPES（pH7.6）および 1.4M クエン酸

Na、100mM 酢酸 Na（pH4.6）、0.2M 硫酸アン

モニウムおよび 30% PEG2000、100mM MES

（pH6.5）、 0.2M 硫酸アンモニウムおよび

30% PEG5000、100mM HEPES（pH7.5）、 0.5M 硫

酸アンモニウムおよび 30% MPD、100mM HEPES

（pH7.5）、0.05M CdSO4および 1M 酢酸 Na の

条件で結晶が析出した（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  Wild Type PLA2 の結晶 

 （100mM HEPES（pH7.5）、0.5M 硫酸アン 

  モニウムおよび 30% MPD） 

 

 最後に、上記の Wild Type PLA2 の回収率

を改善するため、プラスミド pCold TF DNA

を用いて、活性型の PLA2（pCold TF PLA2）

の発現を試みた。すなわち、5’‐および 3’‐

に制限酵素 (NdeⅠおよび XhoⅠ) 切断部位

を付加したイトマキヒトデ PLA2 遺伝子に特

異的なプライマーを設計し、RT-PCR を行った。

PCR 産物を NdeⅠおよび XhoⅠで消化後、プラ

スミド pCold TF DNA にサブクローニングし

た。このプラスミドを用いて大腸菌 JM109 を

形質転換した後、組換えプラスミド pCold TF 

PLA2 を得た。この組換えプラスミド pCold TF 

PLA2 を用いて大腸菌 Origami B (DE3)を形質

転換した。形質転換した大腸菌 Origami B 

(DE3)を LB 培地に植菌し、37℃で 8.5 時間振

とう培養した後、15 ℃で 30 分静置して大腸

菌を低温への適応期に置くことで、コールド

ショックタンパク質の発現を誘導した。次い

0.1mm0.1mm

0.1mm0.1mm



 

 

で、終濃度 0.5mM の IPTG 溶液を加えてから

15 ℃で24時間 pCold TF PLA2を発現させた。

pCold TF PLA2 発現後の培養液から調製した

粗酵素溶液中に PLA2 活性がわずかに検出さ

れた。このことから、活性型のイトマキヒト

デ PLA2 が大腸菌により生産できる可能性が

得られた。 
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