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研究成果の概要（和文）：機能性リン脂質ホスファチジルイノシトール(PI)の高純度合成を目的とし、リン脂質変換酵
素であるホスホリパーゼD（PLD)の蛋白工学的改変を行った。基質ポケットに変異を導入した変異酵素から、PIを位置
選択的に与える変異酵素を同定した。また，PLDの不安定ループを除去することで、安定かつ高選択性を併せ持ったPLD
の作出にも成功した。さらにPIの収率を高める為に酵素反応条件を詳細に検討し、反応系に高濃度のNaClの添加という
極めて単純な方法でPI収率を飛躍的に高める事に成功した。さらに、反応後の副生物であるホスファチジン酸を分解す
る酵素を探索し、適した酵素を産生する微生物を同定した。

研究成果の概要（英文）：Protein engineering study on a phospholipase D (PLD) was performed in to 
synthesize phosphatidylinositol (PI), a functional phospholipid, with high purity. Analysis of many PLD 
variants with mutations at its substrate-binding pocket successfully identified some variants with 
excellent positional specificity. In addition, trimming an unstable loop structure from PLD molecule lead 
to the creation of another variant with both improved stability and high positional specificity. 
Moreover, during the optimization of the reaction conditions, we found that very high concentration of 
NaCl enhanced the PI yield. Furthermore, we discovered another enzyme that hydrolyzes phosphatidic acid 
(a unwanted side product) from a microorganism by screening.

研究分野： protein engineering

キーワード： phospholipase D　phosphatidylinositol
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１．研究開始当初の背景 
 ホスホリパーゼD(PLD)のホスファチジル基
転移活性を利用すると，天然に豊富に存在す
るリン脂質であるホスファチジルコリン(PC) 
とアルコールから様々なリン脂質を合成する
ことができる．天然リン脂質のうちホスファ
チジルイノシトール(PI)は脂質代謝向上作用
が認められる機能性脂質であるが，これまで
実用的な合成法は存在しなかった.  
 代表者は PLD による PI の酵素合成を可能
とすべく，元来 PI 合成活性を持たない放線
菌 PLD の分子進化工学的改変により，困難と
されていた PI 合成活性を有する改変型 PLD
の創出に世界で初めて成功したが，得られる
PI は複数の位置異性体の混合物であるとい
う問題があり，実用的な PI 製造には酵素の
位置選択性を高める必要があった．さらに酵
素の安定性の向上及び、副生物の軽減方法と
いった問題があった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，PI の酵素合成を位置異性体選
択的かつ高収率で達成するため，現有する改
変型 PLD の蛋白工学的改変により，1)イノシ
トールに体する位置特異性， 2)安定性，お
よび 3) PI 合成の高収率化をめざした．さら
に，4) PI 合成時に副生するホスファチジン
酸（PA)を分解除去する為の PA ホスファター
ゼの探索も行った．  
 
３．研究の方法 
 従前課題(基盤研究 C 22560770) において
NYR変異体のG186位とD189位への変異導
入が酵素の位置選択性向上に有効である事
が判明していた．そこで、さらなる選択性の
向上のため、186 位と 189 位の変異を掛け合
わせた次世代の変異型 PLD を作成し、その
位置選択性を解析した。また、酵素の安定化
に関し不安定ループを欠損した変異体を作
成し、耐熱性を指標としてその安定性を評価
した。さらに、高位置選択性が向上した変異
体と安定性の向上した変異体を掛け合わせ、
高選択性且つ高安定な変異型 PLD の作出を
行った。また，得られた改変型 PLD につい
てPI合成反応の諸条件を検討した．さらに、
PAP を産生する微生物を探索した。 
 
４．研究成果 
 従前課題の結果から G186 位を L,M, V, T,S
に D198 位 L,Y,R, W,N に置換した 25 種類
(=5x5)の変異 PLDを作成して PI合成を行い、
生成した PI の位置異性体組成を分析した。
その結果、25種の変異体では単変異体の選択
性を上回るものは見られなかった．従って、
単変異体である NYR-G186T を最も 1-PI 選択
性の高い酵素とした． 
 一方、PLD の安定化に関しては従前課題で
見いだしていた不安定ループ(9 残基）欠損さ
せた変異体を作成し、その耐熱性を解析した

ところ、親酵素に比べて 70℃での半減期が
11 倍に延長された。一般に酵素の安定性はそ
の産業応用に直結した重要な課題である。本
課題で示した「不安定ループ除去による安定
化」（ループトリミング）は本酵素のみなら
ず、広く産業酵素の安定化に応用できるもの
考えられる（図 1）。 

 
 さらに，G186T 変異とΔ38-46 変異を掛け
合わせた変異体NYR-G186TΔ38-46を作成し、
高選択性と安定性を兼ね備えた酵素を作成
した．  
 次に、開発した変異 PLD を用いて PI 合成
反応条件の最適化を行った。反応温度は酵素
の位置選択性に大きく影響し、低温ほど 1-PI
選択性が向上した。20℃での反応では
1-PI/3-PI 比は 97/3 に達した。これは検討開
始当初の74/26と比較して大幅な改善である。
図 2 は 10 種の変異 PLD の位置選択性の温度
依存性を示した。また、検討過程で GYR-190A
型変異 PLDはその位置選択性が完全に逆転し、
非天然型 PIである 3-PI を選択的に与える事
をみとめた。 

 
 PI の収率改善を検討した。PI 合成反応有
機溶媒と水からなる二相反応系で行われる
が、様々な検討の結果、水相に高濃度の塩類
を添加すると、PI 収率が極めて向上する事を
発見した。塩無添加時は PI のリン脂質中の
含量は 10 数%に過ぎなかったが、4.3M NaCl
存在下では 40%程度まで向上した。各種の生
化学的解析により、高濃度塩により PI 収率

図 1 ループトリミングによる安定性向上 

図 2 変異 PLD の位置選択性の温度依存 

図 3 高濃度塩による PI 収率向上 



の向上は、疎水性相互作用の増強により酵素
が溶媒-水の界面に吸着し、リン脂質との接
触頻度が増加した事によると結論された（図
3）。 
 最適化した条件を用いて、各種の PI の合
成を行った。di-C18:1 型、C16:0-C18:1 型、
C18:0-C20:4型, およびC18:0-C22:6型PIの
合成を行い、シリカカラムで精製した。いず
れの PI も収率約 30%、異性体純度は 95%以上
で得る事ができた(表 1)．  
 

 
 さらに，副生物である PA を簡便に取り除
き PI を高純度化するため，PA を選択的に分
解する酵素 PAP の探索を行った。種々の放線
菌を探索したところ、PAP を培地中に分泌す
る株を見いだした。この菌株の培養上清濃縮
物を用いて PI 合成物(副生物として PA を含
有)に作用させたところ、PA は選択的に分解
されてジアシルグリセロールとなる一方、PI
は分解されずに残存することが確認された。 
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