
京都府立大学・生命環境科学研究科・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４３０２

基盤研究(C)（一般）

2022～2019

リン脂質（レシチン）の改変・加工に用いる新規耐熱性ホスホリパーゼの性質と応用

Characteristics and applications of a novel thermostable phospholipase for 
modification and processing of phospholipids (Lecithin)

２０３１５９３０研究者番号：

辻本　善之（Tsujimoto, Yoshiyuki）

研究期間：

１９Ｋ０５８９８

年 月 日現在  ５   ６ ２１

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：好熱性細菌B157T株のホスホリパーゼA（PlaA）は不活性型（PlaA-Cpro）として分泌
され、細胞外で活性型となることが示唆されている。本研究では、PlaA-Cproを大腸菌で発現し、in vitroプロ
セシングによってPlaAの大量調製に成功した。本酵素は広い範囲のpH・温度で安定であり、中性脂質には作用せ
ず、リン脂質のsn-1位に高い選択性を持つPLA1であった。また、本酵素は基質を含む混合ミセルを認識すること
を明らかにした。さらに、本酵素を用いて、リン脂質とメタノールから脂肪酸メチルエステルを合成したり、リ
ン脂質の脂肪酸を中性脂質の脂肪酸と交換することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The characteristics of phospholipase A (PlaA) from Caenibacillus 
caldisaponilyticus B157T strain were studied. It is suggested that PlaA is initially secreted as an 
inactive form with a C-terminal pro-sequence (PlaA-Cpro) and becomes active through extracellular 
processing. Recombinant PlaA-Cpro was expressed in Escherichia coli and processed in vitro to obtain
 active recombinant PlaA (rPlaA). rPlaA showed strong and stable enzymatic activity across various 
pH and temperature conditions. It preferred the sn-1 position of phospholipids but had little 
hydrolytic activity on neutral lipids. Furthermore, rPlaA could recognize the assembly state of 
substrates and surfactants. It was also found that rPlaA facilitated the synthesis of fatty acid 
methyl esters from phospholipids and methanol, as well as the exchange of fatty acids between 
phospholipids and neutral lipids.

研究分野：発酵生理学、応用微生物学、脂質生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
好熱性細菌B157T株が生産するホスホリパーゼ（PlaA）が広範囲のpHや温度で安定であり、sn-1位に高い選択性
を持つPLA1であったため、市販酵素の代替酵素として十分対応できる酵素であると考えられる。また、本酵素
は、脂肪酸メチルエステルの合成やリン脂質の脂肪酸を中性脂質の脂肪酸に交換するのに利用できることを明ら
かにした。本酵素は、相同性の高いタンパク質が報告されていない新規酵素であるため、脂質関連酵素の基質認
識の理解や脂質関連酵素の特性解明に大きな貢献が期待されるだけではなく、環境負荷の少ないリン脂質の改変
や加工において産業利用の可能性を示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
産業に用いられる酵素製剤は、安全性・安定性に優れ、低コストで生産可能であることが必須
条件である。近年、市場の拡大・国際化により、宗教上の条件も加わってきた。現在、ブタ膵臓
PLA が広く用いられているが、イスラム教徒やユダヤ教徒の評価基準であるハラルやコーシャに
は、ブタ由来であるために認証されない。従って、多くの企業がその代替酵素を求めており、麹
菌などのホスホリパーゼ A（PLA）もこれまでに上市されているが、それらには高い生産コスト
や狭い反応条件などという問題点もある。 
リン脂質の１つであるレシチンは、本来、ホスファチジルコリン（PC）のことを示すが、PC を
多く含む製剤のこともレシチンと呼ばれ、様々な分野で利用されている。現在、PLA は油脂精製、
リゾレシチン（酵素処理レシチン）製造および食品加工などに使用されている。リン脂質とその
誘導体の日本での市場規模は年間約 50 億円程度だと言われ、その需要の増加が見込まれている。
さらに、機能性脂肪酸（ドコサヘキサエン酸やエイコサペンタエン酸など）を含む機能性リン脂
質の需要はさらに拡大すると考えられている。 
我々は、リン脂質の改変・加工に利用できる新規 PLA（PlaA）を産生する好熱性細菌をスクリ
ーニングした。その結果、新規好熱性細菌 Caenibacillus caldisaponilyticus B157T株（新属
新種）を単離し、さらに、そのゲノム遺伝子の配列を決定した（1,2）。PlaA は C末端側に pro 配
列を持つ不活性型 (PlaA-Cpro) として分泌され、細胞外で活性型 (PlaA) へとプロセシングさ
れることが示唆されている。一般的に PLA がリン脂質から成る細胞膜を破壊するため、微生物に
よる大量生産は困難であるが、我々は、本酵素遺伝子のクローニングと本酵素の大腸菌発現系と
大量調製法を確立した。また、予備実験的ではあるが、本酵素は、PLA 活性に加え、トランスア
シラーゼ活性も有することも分かり、リン脂質の改変・加工に利用できる可能性が示唆されてい
た。 
 
２．研究の目的 
本酵素遺伝子のホモロジー検索の結果、本酵素の相同性の高いタンパク質はほとんど報告が
なく、新規酵素であることが判った。そこで、本酵素の特徴を明らかにし、産業利用可能かどう
か評価することとした。 
一般的に、PLA は細胞膜成分であるリン脂質を加水分解し、細胞膜を破壊するため、異種発現
を含めた微生物生産による大量生産は不向きである。このことが、市販酵素が限られていること
や、酵素学的研究や応用例が意外に少ない大きな要因の一つである。本酵素は、不活性型のプロ
酵素として大量に発現できるという大きな利点がある。また、PLA で不活性型のプロ酵素が存在
する例はこれまで全く報告されておらず、本酵素の成熟メカニズムの解明は、学術的にも興味深
い。上記のように、PLA の研究例が少ないため、その応用例もほとんど報告が少ない現状である。
そこで、本研究では、本酵素の諸性質を明らかにし、産業利用可能かを検討することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
組換え PlaA-Cpro (rPlaA-Cpro) を大腸菌で発現し、in vitro プロセシングにより活性型組
換え PlaA (rPlaA) を得た。本酵素は、加水分解活性だけではなく、トランスアシラーゼ活性 
（アシル CoA 非依存的アシル基転位活性） を持つ可能性がある。本研究では、rPlaA の諸性質
解析を行い、産業応用を目標に、リン脂質改変に応用するための反応条件を検討した。大腸菌で
発現させた rPlaA-Cpro を Proteinase K で処理後、疎水性カラム等を用いて rPlaA を精製した。
酵素活性測定は、基質に卵黄 phosphatidylcholine (PC)、界面活性剤にタウロコール酸ナトリ
ウムを用い、60℃、pH 7 で行った。脂肪酸メチルエステル (FAME) 合成反応は、メタノール存
在下で行なった。脂肪酸置換反応は、卵黄 PC の加水分解後に水分を除去し、種々の中性脂質を
加えて反応させた。 
 
４．研究成果 
rPlaA は、広域の pH・温度で安定 (pH 
3.0-12.0, 0-65℃) かつ高活性 (pH 
6.0-11.0, 60-70℃) であり（図１）、至
適条件下で、～200 U/mg の比活性を示し
た。このように本酵素は、安定に優れて
おり産業利用しやすい酵素であると考
えられる。 



また、卵黄 PC を基質とした加水分
解反応では、生成物 FFA に sn-1 位に
多く存在する飽和脂肪酸が 98%含ま
れていた。この結果からは、位置では
なくて、飽和脂肪酸選択性の可能性
も考えられた。そこで、２つの合成基
質 、 1-palmitoyl-2-stearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine と 1-
stearoyl-2-palmitoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine を用いて加水分解
で生じた遊離脂肪酸を分析した結
果、約 80％が sn-1 位の脂肪酸であっ
た。従って、本酵素は sn-1 位への位
置選択性が非常に高い PLA1 であっ
た。さらに、種々の基質を用いて加水
分解活性を調査した結果、本酵素はリン脂質を認識するが中性脂質を認識にないことが明らか
となった（図２）。乳化剤として種々用いたが、中性脂質の加水分解活性は低かった。また、エ
ステル結合型界面活性化剤である tween20 と tween80 や、脂肪酸側鎖の異なる p-nitro-esters
は tritonX-100 との混合ミセル条件下で有意な活性を示した。 
次に、rPlaA は基質や界面活性剤の会合状
態 (ミセル) の認識機構を調査した。基質と
し て 単 独 では ミ セ ル形 成 が ない p-
nitrophenyl palmitate を用いた。この結果、
曇点が 64℃である triton X-100 では、60℃
でも高い加水分解活性を示したが、曇点が
23℃である triton X-114 では、60 での活性
は低かった（図３）。また、ミセルを形成しな
い乳化剤であるアラビアガムでは活性は低
かった（図３）。これらの結果は、本酵素が基
質そのものではなくて、基質を含む混合ミセルを認識していることを示している。 
また、長時間の加水分解反応の結果、リゾホスファチジルコリンの生成量は反応 2 h 以降一定
となった。この要因は、酵素の失活ではなく、反応産物である FFA による阻害であることが示唆
された。従って、酵素反応でリゾリン脂質からグリセロホスホコリンにまで加水分解することな
く、乳化性の優れたリゾリン脂質製造に用いることが可能であることが示された。 
バイオディーゼルとして知
られている脂肪酸メチルエス
テル（FAME）の合成活性は、基
質が卵黄 PC、10％メタノール
存在下で比活性は～20 U/mgで
あった。図４は、中性脂質とし
て食用油である、オリーブ油、
ココナッツ油、アマニ油を用い
た場合を示している。反応後の
PC の飽和脂肪酸が減少し、中
性脂質由来の不飽和脂肪酸含
量が増加することが明らかと
なった。 
これらの結果より、rPlaA は
大量調製が可能であり、温度安
定性に優れてるだけでなく、幅広い pH で活性を示すため、既存酵素に比べて産業利用しやすい
性質を持っていることが明らかとなった。また、リゾリン脂質や FAME の製造、さらには、リン
脂質の脂肪酸置換による高付加価値リン脂質の製造にも産業利用の可能性が示された。 
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