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高次構造情報などを基にした有機溶媒耐性酵素の改変 

(阪府大院工)  ○ 荻 野  博 康* 

【はじめに】 
機能性製品や医薬品等のファインケミカル製品の多く

は複雑な構造をしており、難水溶性であるため、ファイン

ケミカル製品の製造時の溶媒として有機溶媒が用いられ

る。また、ファインケミカル製品は極めて純度の高いもの

が必要とされ、製造に消費される資源・エネルギーの量や

排出される廃棄物量は莫大である。 
酵素は常温・常圧、中性の水溶液中で触媒機能を発揮し、

決まった反応を進行させる基質特異性や反応選択性が高

い。そのため、ファインケミカル製品の製造プロセスの触

媒として酵素を用いると、省資源・省エネルギーでしかも

環境負荷の少ない環境調和型物質生産プロセスの構築が

可能となる。しかし、ファインケミカル製品の製造の触媒

としては、有機溶媒存在下でも失活しない有機溶媒耐性酵

素が必要となる 1-3）。 
【有機溶媒耐性酵素を生産する有機溶媒耐性微生物】 

有機溶媒存在下でも失活しない酵素を効率よく見つけ

出すために、有機溶媒耐性酵素を産生する有機溶媒耐性微

生物の取得を試みた。その結果、有機溶媒耐性リパーゼを

産生する Pseudomonas aeruginosa LST-03 株 4）、有機溶媒耐

性プロテアーゼを産生する P. aeruginosa PST-01 株 5）を取

得した。これらの微生物は有機溶媒存在下でも良好に生育

し、有機溶媒耐性酵素を産生するため有機溶媒存在下での

微生物反応にも有用である 6）。 
【有機溶媒耐性微生物が産生する有機溶媒耐性酵素】 

P. aeruginosa LST-03 株が産生するリパーゼ（LST-03 リ

パーゼ）を精製し、有機溶媒耐性や有機溶媒存在下での活

性を調べたところ、本酵素はジメチルスルホキシド等の極

性有機溶媒やデカン等の非極性有機溶媒存在したでも高

い活性を保持していた 7）。また、本酵素の遺伝子をクロー

ニングしたところ、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いた 8）。本リパ

ーゼのシグナル配列を削除し、大腸菌で発現させると、封

入体を形成し、多量発現が達成できた。封入体は細胞破砕

液から遠心分離等で容易に回収でき、純度は 85%以上であ

った。この封入体は尿素等のタンパク質変性剤で可溶化で

き、さらに先のリパーゼ特異的分子シャペロンが作用する

と、容易に活性化することが可能であった 9）。特に、可溶

化、リパーゼ特異的分子シャペロンによる活性化を行った

後に、カルシウムイオンを添加すると、高い比活性を有す

る酵素を作成することができた。 
一方、P. aeruginosa PST-01 株が産生するプロテアーゼ

（PST-01 プロテアーゼ）の 30℃、水溶液中での活性の半

減期は 9.7 日であったのに対し、種々の有機溶媒を添加し

たときの半減期は 9.7 日以上であり、有機溶媒が存在した

方が安定性に優れていた。また、本プロテアーゼはサーモ

ライシン、ズブチリシン、および α-キモトリプシンより概

して有機溶媒存在下での安定性に優れていた 10）。 
【有機溶媒耐性酵素の特徴】 

種々の酵素の有機溶媒存在下での構造変化を調べたと

ころ、有機溶媒耐性酵素は有機溶媒存在下でもほとんど構

造が変化しなかった。また、α ヘリックスの割合が比較的

高く、β シートの割合が低いために有機溶媒存在下での構

造安定性に優れていることが示唆された 11）。 
また、ジスルフィド結合は酵素の有機溶媒耐性に重要な

役割を担っていることが部位特異的変異誘発により明ら

かとなった 12）。 
さらに、分子進化工学的手法より有機溶媒耐性が異なる

変異酵素の取得を試みたところ、溶媒に接する酵素表面に

存在するアミノ酸残基は酵素の有機溶媒耐性にとって重

要であり 13）、有機溶媒耐性が向上した変異酵素ではいく

つかのアミノ酸が塩基性にシフトしており、塩橋や水素結

合の形成により高次構造が安定化されていた 14）。 
【有機溶媒耐性酵素を基にした新規酵素の開発】 

有機溶媒耐性酵素の基質特異性、あるいは活性を向上さ

せることにより新規な有機溶媒耐性酵素が作成可能であ

る。例えば、PST-01 プロテアーゼは有機溶媒存在下でも高

い安定性を示し、ペプチド合成反応を触媒した 15-17）。しか

し、アスパルテーム前駆体合成活性はサーモライシンより

低い 18）。PST-01 プロテアーゼの活性中心付近のアミノ酸

を置換することにより、10 倍高活性化したアスパルテーム

前駆体合成酵素の開発に成功した 19）。 
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