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研究成果の概要（和文）：安定かつ高立体選択的リパーゼは、工業的利用の観点から注目されている。ステアリルアル
コールの添加は、オリーブ油で生育させた場合に比べて、熱安定・高立体選択的リパーゼ活性の数十倍以上の増強をも
たらした。リパーゼのみならず表面活性タンパク質（EliA）が多量に強く誘導、分泌した。我々の実験結果から、ステ
アリルアルコールのような難水溶性のリパーゼ超誘導剤の添加、EliAの誘導と分泌、分泌EliAによるステアリルアルコ
ールの乳化と細胞内への取り込み、リパーゼ大量誘導と分泌の機構を提案することができる。この機構の応用により高
立体選択的リパーゼを大量に得ることが可能になった。

研究成果の概要（英文）：Stable and high stereo-selective lipase has attracted attention from the viewpoint
 of industrial usage. As compared with the case where it was olive growing, the addition of stearyl alcoho
l resulted in enhanced several tens folds of thermo-stable and high stereo-selective lipase activity. Not 
only lipase but also surface active protein (EliA) was strongly induced in a large amount and secreted. Fr
om our experimental results, We can propose a model of lipase super-production system as follows: uptake o
f a small amount of lipase super-inducer, induction of EliA and secretion, emulsification of stearyl alcoh
ol by EliA, uptake of a large amount of lipase super-inducer, and strong induction of lipase and secretion
. It has become possible to obtain a large amount of high stereo-selective lipase by application of the me
chanism.
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１．研究開始当初の背景 
 Pseudomonas 類似細菌由来リパーゼの一
連のスーパーインデューサー群（ステアリル
アルコール等の高級アルコール類や長鎖エ
ーテル等）を発見した。リパーゼ・スーパー
インデューサーは、既知のオリーブ油等によ
る誘導とは桁違いの効果がある。更に、平成
１８～２０年度には文部科学省科学研究費
「萌芽研究」助成により、リパーゼ・スーパ
ーインデューサー添加によるリパーゼ大量
分泌（最大 2,500 U/ml, 約 1g/L）菌株のスク
リーニングの成功に加えて、リパーゼと同程
度以上の 15kDa タンパク質、17kDa タンパク
質の分泌現象も発見した。15kDa タンパク質
は長鎖炭化水素や脂質の分解促進作用（乳化
作用）を有し、久塚らによって見出された
Protein activator類似物と推定されるが、17kDa
タンパク質の機能は不明である。この現象は、
転写におけるセンサーキナーゼとレスポン
スレギュレーターからなる二成分制御シス
テムだけでは十分な説明はできないことが
わかった。 
 以上の研究を踏まえて、n-アルカン等資化
システムの中間代謝産物の高級アルコール
が、これとは異なったトリグリセリド資化シ
ステムにおいて、トリグリセリドや脂肪酸よ
り格段に優れたリパーゼ超誘導剤であると
いう現象の分子機構解明は、細菌細胞内外脂
質のリピッドメタボロームや転写における
センサーキナーゼとレスポンスレギュレー
ターからなる二成分制御システムも含めて、
リパーゼ・スーパーインデューサー作用ネッ
トワーク機構の総合的解明の総合的理解の
糸口となると考えるに至った。 
 また、このリパーゼ・スーパーインデュー
サーシステムを利用した、改良型高立体選択
性リパーゼ大量分泌生産への応用は極めて
有用であろう。今までに蓄積したタンパク質
の熱や有機溶媒耐性、高次構造を再構成に関
するデータを活用しつつ、リパーゼ・スーパ
ーインダクションシステムを適用すれば、リ
パーゼに加えて他の有用タンパク質の大量
生産も可能になると考えるに至った。反応溶
媒系の工夫、蛋白工学、ランダム変異技術に
よる耐熱化や反応特異性の改良については、
多くの研究者によって蓄積されてきている
が、リパーゼ・スーパーインデューサーによ
る Pseudomonas 類似細菌（リパーゼやラクト
ン特異的エステラーゼ遺伝子解析等により
帰属済の Pseudomonas sp. NT-92、Ralstonia sp. 
NT-80（NT-40) ）を含む）の超分泌作用を活
用した、有機溶媒中でも安定で、純粋な有用
タンパク質を迅速かつ大量に生産する研究
は始まったばかりである。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、我々が見出したステアリ
ルアルコール等の高級アルコール類や長鎖
エーテル等のリパーゼ分泌超誘導剤（スーパ
ーインデューサー）による Pseudomonas 類似

細菌（リパーゼやラクトン特異的エステラー
ゼ遺伝子解析等により帰属済の Pseudomonas 
sp. NT-92、Ralstonia sp. NT-80（NT-40) ）を含
む）のリパーゼ超分泌現象の分子機構解明と
それを活用した高立体選択性リパーゼの大
量創製システムを構築することである。 
 研究期間内に明らかにしようとするのは
以下の点である。 
第１段階：リパーゼ・スーパーインデューサ
ー作用ネットワーク機構の総合的解明 
1) リパーゼ、P15 界面活性タンパク質超誘

導（転写、翻訳、分泌レベル）の詳細を
明らかにする。 

2) リパーゼ、P15 タンパク質の発現・分泌
効率制御因子と相互の関連性を解明する。 

3) P17 タンパク質の機能同定と遺伝子の発
現調節機構を解明する。 

第２段階：このシステムを利用した、改良型
高立体選択性リパーゼや他の一般有用タン
パク質の大量分泌システム（コンビナトリア
ルシステム）確立 
1) タンパク質工学や進化分子工学による改

良型高立体選択性リパーゼの創製 
2) 改良型高立体選択性リパーゼ遺伝子の本

システムへの導入による大量分泌生産の
確立 

3) 既に改良に成功した熱安定・ラクトン特
異的エステラーゼの大量分泌生産の確立 

 
３．研究の方法 
（平成２３年度） 
１）リパーゼ超発現・分泌機構の解明：
Pseudomonas 類似細菌（リパーゼやラクトン
特異的エステラーゼ遺伝子解析等により帰属
済のPseudomonas sp. NT-92、Ralstonia sp. 
NT-80（NT-40) ）を含む）由来リパーゼ超発
現・分泌への一連のスーパーインデューサー
群の作用機構を分子レベルで明らかにする。
リパーゼ遺伝子発現レベル（転写、翻訳）、
膜の透過性等への寄与を特定する。研究分担
者（赤沼）の研究の中心となる。二成分系転
写制御に関わると考えられる転写活性化因子
(TAF)の寄与度を調べる。並行して一成分系、
ECF (extra cytoplasmic function) σ因子の寄与
度も測定する。翻訳レベルにおいては、リパ
ーゼ遺伝子の非翻訳領域を付加したgfp 遺伝
子のmRNAをin vitro で翻訳してGFP蛍光検出
により寄与度を調べる。膜の透過性について
は、誘導剤と転写・翻訳阻害剤存在下でリパ
ーゼの分泌量の変動を調べる。 
２）P15界面活性タンパク質超発現・分泌機構
の解明：(1) と同様に、Pseudomonas 類似細
菌（リパーゼやラクトン特異的エステラーゼ
遺伝子解析等により帰属済のPseudomonas sp. 
NT-92、Ralstonia sp. NT-80（NT-40) ）を含む
）由来P15 (15kDa) タンパク質超発現・分泌へ
の一連のスーパーインデューサー群の作用機
構を分子レベルで明らかにする。P15タンパク
質遺伝子発現レベル（転写、翻訳）、膜の透
過性等への寄与を特定する。長鎖アルカンや



脂質の乳化作用を有するP15タンパク質の他
の機能の有無も調べる。 
３）リパーゼとP15界面活性タンパク質との共
超発現・分泌ネットワークの予備検討：スー
パーインデューサーによるリパーゼと界面活
性保有P15(15kDa)タンパク質の共超分泌シス
テムの検討を行い、次年度の詳細な解析に繋
げる。 
４）P17機能未知タンパク質の機能解明：酸素
限定培養条件下で、リパーゼ・スーパーイン
デューサーの添加よって菌体外に大量分泌さ
れる機能未知のP17 (17kDa)タンパク質の機能
を解明する。 
５）蛋白質工学による高立体選択性リパーゼ
の創製：部位特異的変異法により高立体選択
性リパーゼの創製を試みる。この方法で十分
な結果が得られない場合は、次年度に予定し
ている分子進化工学的手法による高立体選択
性リパーゼの創製を試みる。 
（平成２４年度） 
１）共超発現・分泌ネットワークの統一的理
解：平成２３年度に判明したスーパーインデ
ューサーによるリパーゼと界面活性保有P15 
(15kDa)タンパク質の相互関連性に、機能未知
のP17 (17kDa) タンパク質を加えて同様の検
討を行い、超共分泌システムの統一的分子機
作を解明する。 
２）分子進化工学による高立体選択性リパー
ゼの創製：平成２３年度の部位特異的変異法
で満足な高立体選択性リパーゼの創製を試み
る。結果が得られない場合は、分子進化工学
的手法による高立体選択性リパーゼの創製を
試みる。本研究室では既にこの手法を用いた
耐熱性ラクトン特異的エステラーゼの創製に
成功している。改変リパーゼの不斉反応解析
は牛尾連携研究者に協力してもらう。 
３）超発現・分泌システムを用いた改良リパ
ーゼの大量生産：リパーゼ超発現・分泌制御
領域を付加した発現ベクターを構築して、改
良された高立体選択性リパーゼ遺伝子を組み
込み、アフィニティによる精製の為の工夫も
行って、大量生産コンビナトリアルシステム
を構築する。改変リパーゼの不斉反応解析は
牛尾連携研究者に協力してもらう。 
（平成２５年度） 
１）エステラーゼ等の非分泌タンパク質への
超発現・分泌システムの応用：Pseudomonas 類
似細菌由来のラクトン特異的エステラーゼは
既に分子進化工学的手法により12 の熱安定
性向上に成功しているので平成24年度の(3)で
構築したリパーゼ超発現・分泌システムを適
用する。改変エステラーゼ等の不斉反応解析
は牛尾連携研究者に協力してもらう。 
２）余裕があれば、超発現・分泌システムの
大腸菌等の他菌種への移植を試みる。 
 
４．研究成果 
 平成 23 (2011) 年度の研究成果は以下のと

おりである。リパーゼ（LipA）超誘導発現に
おいて、難水溶性の stearyl alcohol 及び水溶性
の Brij 98 を培地に添加すると、LipA 遺伝子
の転写活性が非常に増大することが確認さ
れた。Brij 98 の方が stearyl alcohol より早い段
階で LipA 遺伝子の転写が増加していた。
LipA 遺伝子転写促進因子が結合すると推定
される反復配列を見出し、反復配列破壊実験
による転写活性の減少が見出された。転写促
進因子遺伝子候補のうちの１つの機能解析
に成功した。翻訳阻害剤存在下で、Brij 98 が
LipA の菌体外への分泌を促していることが
確認できた。P15 界面活性タンパク質（EliA
（effector protein of lipase induction）と命名）
遺伝子の転写活性も、超誘導剤によって非常
に高くなることが確認された。P15（EliA）遺
伝子破壊株では LipA 分泌量が低下したが、
精製 P15（EliA）添加により LipA 生産が相補
できることがわかった。P15（EliA）遺伝子と
LipA 遺伝子の転写調節領域の塩基配列相同
性がほとんどないことから別の転写制御を
受けていることが考えられる。P15（EliA）の
機能を解明するため、P15（EliA）を大量発現
させて精製し、その特性を評価した結果、溶
液の表面張力を低下させる能力を確認した。
LipA と P15（EliA）との共超発現・分泌ネッ
トワークの予備検討のために、stearyl alcohol
と Brij 98:を用いて培養し、分泌タンパク質の
プロテオーム解析を行った。LipA 超誘導剤の
添加よって菌体外に分泌される機能未知タ
ンパク質（P17）についても、その機能の特
定を試みた。部位特異的変異法により LipA
の熱安定性に関与すると推定されるアミノ
酸残基の特定を行った。また、LipA 特異的シ
ャペロン固定化カラムを用いた相互作用に
よる LipA 精製法を確立して、至適温度、至
適 pH、熱安定性を決定した。高立体選択性
LipA 創製が成功すれば、改変 LipA の迅速な
精製が可能になると期待できる。上記のよう
に、平成 23 (2011) 年度はおおむね順調に進
行した。「研究の目的」の達成度について、
平成 23 (2011) 年度の研究実施計画に基づい
て、リパーゼ、P15（EliA）界面活性タンパク
質超誘導（転写、分泌レベル）の詳細が明ら
かになった。翻訳レベルについても検討した。
リパーゼ遺伝子発現制御因子の 1 つを見出す
ことに成功した。超誘導剤を用いた培養分泌
外液のプロテオーム解析を行い、「第１段
階：リパーゼ・スーパーインデューサー作用
ネットワーク機構の総合的解明」に向けた第
1 年目の結果を得ることができた。部位特異
的変異法によりリパーゼの熱安定性に関与
すると推定されるアミノ酸残基の特定を行
った。また、リパーゼ特異的シャペロン固定
化カラムを用いた相互作用によるリパーゼ
精製法を確立して、至適温度、至適 pH、熱
安定性を決定した。次年度の高立体選択性リ
パーゼ創製の試みが成功すれば、迅速な精製
が可能になると期待できる。これにより「第
２段階：このシステムを利用した、改良型高



立体選択性リパーゼや他の一般有用タンパ
ク質の大量分泌システム確立」に向けて第 1
歩を踏み出すことができた。 
 平成 24 (2012) 年度は前年度までに解析さ
れたリパーゼ超誘導剤添加時におけるリパ
ーゼ（LipA）と界面活性保有 15kDa タンパク
質（EliA（effector protein of lipase induction））
と命名）の相互関連性に、機能未知の 17kDa
タンパク質（P17）を加えて、超共分泌シス
テムの統一的分子機作を解明するために、難
水溶性高級アルコールの stearyl alcohol（SA）
あ る い は 水 溶 性 長 鎖 エ ー テ ル の
polyoxyethylene (20) oleyl ether（Brij 98）を添
加して培養し、分泌タンパク質と膜タンパク
質のプロテオーム解析を行った。二次元電気
泳動と Peptide Mass Fingerprinting（PMF）法
により各誘導条件下で特異的に発現する幾
つかのタンパク質を同定することができ、こ
の共超発現・分泌ネットワークの統一的理解
が可能になると考えられる。P17 については、
タンパク質の分泌装置を構成するパーツと
示唆されているタンパク質と高相同性があ
った。熱安定性を有する LipA は tert-butyl-3- 
acetoxybutanoate や phenethyl butanoate 等に対
する基質特異性が高かったが、部位特異的変
異法に加えて分子進化工学的手法による、更
なる高立体選択性LipAの創製を試みている。 
遺伝子操作技術により LipA 高活性発現株の
作製に成功した。この高発現株は stearyl 
alcohol あるいは Brij 98 の添加により、野生
株とほぼ同量の LipA 超発現・分泌能力を有
するが、SA の添加で超発現・分泌された高
発現株由来 LipA の比活性は野生株由来 LipA
の約 15 倍に達したことから、SA によって
LipA の活性を高める新たな因子が誘導され
ていることが示唆され、LipA 超発現・分泌シ
ステムと LipA 高活性化システムの組み合わ
せによる大量生産コンビナトリアルシステ
ム構築の目途が立ったと言える。上記のよう
に、平成 24 (2012) 年度はおおむね順調に進
行した。「研究の目的」の達成度について、
平成 24 (2012) 年度の研究実施計画に基づい
てリパーゼ（LipA）と界面活性保有 15kDa タ
ンパク質（EliA）の超誘導システムの詳細と
相互の関連性に加えて、17kDa タンパク質
（P17）の機能の一端が明らかになった。超
誘導剤を用いた培養分泌外液と膜タンパク
質のプロテオーム解析を行い「第１段階：リ
パーゼ・スーパーインデューサー作用ネット
ワーク機構の総合的解明」に向けた第 2 年目
の結果を得ることができた。更に、遺伝子操
作技術により作製した LipA 高活性発現株で
は、stearyl alcohol (SA) の添加で超発現・分
泌された高発現株由来 LipA の比活性は野生
株由来 LipA の約 15 倍に達したことから、SA
によって LipA の活性を高める新たな因子が
誘導されていることが示唆され、超発現・分
泌システムと高活性化システムによる大量
生産コンビナトリアルシステム構築の目途
が立ったと言える。これにより「第２段階：

このシステムを利用した、改良型高立体選択
性リパーゼや他の一般有用タンパク質の大
量分泌システム確立」への着実な進展があっ
た。 
 平成 25 (2013) 年度は前年度までの研究成
果に加えて、以下の研究成果を得た。難水溶
性の高級アルコールを誘導剤として用いた
場合、P15 界面活性タンパク質（EliA）遺伝
子破壊株ではリパーゼ分泌量が著しく低下
したが、P15（EliA）遺伝子補完株では回復し
た。この P15 界面活性タンパク質（EliA）が
EliA（effector protein of lipase induction）の名
称で、FEMS Microbiology Letter 誌に掲載され
たが、更に EliA（P15）の構造と機能の詳細
を明らかにするために、ドイツ、フライブル
ク大学の Oliver Einsle 教授と EliA（P15）の
結晶化と構造解析に関する共同研究を開始
した。EliA（P15）の結晶を得ることが出来、
X 線回折実験により 2.1～3.0 の解像度が得
られた。高相同性配列を有するタンパク質あ
るいはペプチドの X 線結晶解析がなされて
いないので、位相を特定するために重原子置
換法、あるいは Se-Met 置換タンパク質創製法
を試みている。リパーゼ遺伝子と EliA 遺伝子
（eliA）の転写調節領域の塩基配列相同性が
ほとんどないことから別の転写制御を受け
ていると示唆された。リパーゼ超誘導剤添加
時における LipA（リパーゼ）と EliA（P15）
の超共分泌システムの統一的分子機作を解
明するために、難水溶性高級アルコールある
いは水溶性長鎖エーテルを添加して培養し、
分泌タンパク質、膜タンパク質、細胞質タン
パク質のプロテオーム解析を行った。二次元
電気泳動と Peptide Mass Fingerprinting（PMF）
法により各誘導条件下で特異的に発現する
幾つかのタンパク質を同定することができ、
この共超発現・分泌ネットワークの統一的理
解が可能になると考えられる。Stearyl alcohol 
(SA) などの難水溶性高級アルコールを誘導
剤として用いて、Ralstonia sp. NT-80 菌を培養
した場合には、ポリエステル（PHB）と多糖
が蓄積したが、EliA 欠損（ΔeliA）株では蓄
積しなかったので、脂質代謝における EliA の
更なる重要性が示唆された。 
本助成研究により、リパーゼ・スーパーイ

ンデューサー作用のより詳細な分子機構解明
と応用への糸口を開くことができた。 
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