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１．研究計画の概要 

日本を始めとする先進国における化学産

業はバルク製品の製造から、より付加価値の

高いファインケミカル製品の製造に移行し

ている。これらのファインケミカル製品の製

造の触媒として基質特異性の高い酵素を利

用することは、環境調和型の化学プロセスを

構築する上で大変有用である。しかしながら、

ファインケミカル製品の多くは難水溶性の

化合物であり、高効率に製造するために用い

られる有機溶媒存在下では酵素は容易に変

性し、その触媒機能を喪失する。本研究では、

酵素の有機溶媒耐性の要因を検討し、有機溶

媒耐性生体触媒の創製に必要な知見を得る

と共に、それらの知見を基にして、有機溶媒

耐性生体触媒を創製する。 

 

２．研究の進捗状況 

(1) 有 機 溶 媒 耐 性 微 生 物 Pseudomonas 

aeruginosa LST-03 株由来の LST-03 リパーゼ

遺伝子にランダム変異を誘発し、有機溶媒耐

性の異なるリパーゼの取得を試みた。その結

果、有機溶媒耐性が向上した数種の変異リパ

ーゼの取得に成功した。ランダム変異を誘発

により取得した有機溶媒耐性が向上した数

種の変異リパーゼの変異箇所を同定したと

ころ、これらの変異酵素には複数の変異が導

入されおり、変異には共通するいくつかの特

徴が見出された。さらに部位特異的変異によ

り単一の変異を有する変異リパーゼを種々

作成し、有機溶媒耐性に関与する部位・領域

を同定した。また、計算科学的手法を用いて、

有機溶媒耐性向上の理由についても考察し

た。 

(2)新たな有機溶媒耐性酵素の創製を目指し、

補酵素を必要としない酸化還元酵素遺伝子

の取得を試みた。具体的には、高価な補酵素

等を必要とせずに、反応性の高いハロゲン化

中間体を合成する酸化還元酵素の１つであ

る Streptomyces aureofaciens ATCC 10762

株由来の非金属型ブロモペルオキシダーゼ

を選択し、当該遺伝子をクローニングや異種

宿主での発現系を構築した。また、遺伝子産

物の精製手法を確立するとともに、当該酵素

の活性や安定性等の諸性質について検討し、

産業酵素としての有用性を評価した。 

(3)有機溶媒耐性微生物 P. aeruginosa 

PST-01 株由来の PST-01 プロテアーゼとサー

モライシンの活性中心の構造を比較し、アス

パルテーム前駆体合成活性に及ぼすプロテ

アーゼの活性中心付近の構造について検討

した。その検討結果を基に、PST-01 プロテア

ーゼの活性中心のアミノ酸を部位特異的変

異導入により改変し、高い有機溶媒耐性を有

し、アスパルテーム前駆体合成活性に優れた

高い酵素を開発した。 



 

３．現在までの達成度 

②おおむね順調に進展している。 

（理由） 

当初の計画以上に進展している部分や、や

や遅れている部分があるが、全体的にはおお

むね順調に進展している。 

 

４．今後の研究の推進方策 

リパーゼは難水溶性の脂質のエステル結

合を加水分解する酵素である。また、水分濃

度が低い場合には、その逆反応が進行し、機

能性食品油やバイオディーゼルなどの合成

に利用される。これらリパーゼの基質は難水

溶性であることや、水分濃度を低くするため

に、リパーゼの反応は有機溶媒存在下で用い

られることが多い。一般の酵素は有機溶媒存

在下で容易に変性し、その触媒機能を喪失す

るが、有機溶媒耐性リパーゼを産生する有機

溶媒耐性微生物が取得されている。しかしな

がら、本微生物はバイオセーフティーレベル

グループ 2に分類される微生物であり、有機

溶媒耐性リパーゼの生産性はあまり高くな

いため、有機溶媒耐性リパーゼの大量取得を

目的とした生産株としては必ずしも最適で

はない。高効率な多量取得には異種宿主とし

た高発現系の構築が必要である。また、本リ

パーゼ遺伝子をクローニングし、発現機構を

検討したところ、本リパーゼ遺伝子の下流に

はリパーゼ特異的分子シャペロンの遺伝子

が存在しており、リパーゼの活性発現には分

子シャペロンが必要である。そこで、大腸菌

で高発現を達成するプラスミドの構築、発現

したタンパク質の可溶化と高純度化に関す

る検討、分子シャペロンを用いた有機溶媒耐

性リパーゼの活性化などの項目について検

討する。 

 

５. 代表的な研究成果 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） 
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