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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リン脂質のｓｎ－１位およびｓｎ－２位のアシル基を加水分解して、リゾリン脂質、グ
リセロール－３－リン酸、及び、グリセロール－３－リン酸エステル化合物から選ばれる
１種以上を生成する酵素であって、以下の（ａ）から（ｃ）のいずれかに記載のポリペプ
チドを含む、酵素：
（ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
（ｂ）配列番号２に記載のアミノ酸配列において、１もしくは複数個のアミノ酸が置換、
挿入、欠失および／または付加されたアミノ酸配列を有し、かつ該加水分解活性を示すポ
リペプチド；または
（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％の相同性を有し、かつ該加水
分解活性を示すポリペプチド。
【請求項２】
　ジミリストイルホスファチジン酸を基質としたときに、ｐＨ８．４で３７℃にて５分間
の条件での加水分解活性を１００％とした場合に、ｐＨ７．２からｐＨ１０．０の範囲内
で５０％以上の加水分解活性を示す、請求項１に記載の酵素。
【請求項３】
　ジミリストイルホスファチジン酸を基質としたときに、ｐＨ８．４で５０℃にて５分間
の条件での加水分解活性を１００％とした場合に、該条件での加水分解活性が、ホスファ
チジルコリンに対して９５％以上、ホスファチジルイノシトール及びホスファチジルグリ
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セロールに対して２０％以上、ホスファチジルセリンに対して２５％以上であり、スフィ
ンゴミエリン、ホスファチジルエタノールアミン、トリステアリンおよびジパルミトイル
グリセリドに対してほぼ０％である基質特異性を有する、請求項１または２に記載の酵素
。
【請求項４】
　アミノ酸配列から算出した等電点が６．２～６．６の範囲内である、請求項１から３の
いずれかに記載の酵素。
【請求項５】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥで測定した場合の分子量が３８，０００～４０，０００の範囲内であ
り、アミノ酸組成より分析した場合の分子量が４１，０００～４３，０００の範囲内であ
る、請求項１から４のいずれかに記載の酵素。
【請求項６】
　ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物に由来する、請求
項１から５のいずれかに記載の酵素。
【請求項７】
　請求項１から６のいずれかに記載の酵素をコードする、ポリヌクレオチド。
【請求項８】
　以下の（ａ）又は（ｃ）に記載のポリヌクレオチドを含む、請求項７に記載のポリヌク
レオチド：
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列からなるポリヌクレオチド；または
（ｃ）配列番号１に記載の塩基配列と少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌクレ
オチド。
【請求項９】
　ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物に由来する、請求
項７または８に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　請求項７から９のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含む、ベクター。
【請求項１１】
　請求項７から９のいずれかに記載のポリヌクレオチドまたは請求項１０に記載のベクタ
ーが導入され、リン脂質からリゾリン脂質、グリセロール－３－リン酸、及び、グリセロ
ール－３－リン酸エステル化合物から選ばれる１種以上を生成する酵素を産生する能力を
保有する、形質転換体。
【請求項１２】
　前記形質転換体の宿主が、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属す
る微生物である、請求項１１に記載の形質転換体。
【請求項１３】
　リン脂質に作用し、該リン脂質を加水分解してリゾリン脂質、グリセロール－３－リン
酸、及び、グリセロール－３－リン酸エステル化合物から選ばれる１種以上を生成する酵
素を製造する方法であって、
　請求項７から９のいずれかに記載のポリヌクレオチドまたは請求項１０に記載のベクタ
ーを宿主に導入して、該酵素を産生する形質転換体を得る工程；および
　該形質転換体を培養して該酵素を産生させる工程；
　を含む、製造方法。
【請求項１４】
　前記宿主が、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物であ
る、請求項１３に記載の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規なホスホリパーゼＢおよびその製造方法に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　ホスホリパーゼＢは、グリセロールリン脂質に作用し、リゾリン脂質あるいはグリセロ
ール－３－リン酸ないしグリセロール－３－ホスホコリンなどのグリセロール－３－リン
酸エステル化合物を生成する酵素であり、酵素番号Ｅ．Ｃ．３．１．１．５として知られ
ている。ホスホリパーゼはリン脂質を加水分解する酵素の総称である。リン脂質（グリセ
ロールリン脂質）は、グリセロールの一方のα位（ｓｎ－１位）及びβ位（ｓｎ－２位）
のヒドロキシル基に脂肪酸がエステル結合しており、他方のα位のヒドロキシル基にリン
酸基を介してコリン、エタノールアミン、イノシトール等が結合している化合物である。
【０００３】
　グリセロールリン脂質におけるグリセロール基のα位の脂肪酸エステル結合を加水分解
する酵素をホスホリパーゼＡ１と称し、グリセロール基のβ位の脂肪酸エステル基を加水
分解する酵素をホスホリパーゼＡ２と称する。また、ホスホリパーゼＡ１活性及びホスホ
リパーゼＡ２活性を併有する酵素をホスホリパーゼＢ（ＰＬＢ）と称する。
【０００４】
　また、リン脂質中のα位又はβ位の脂肪酸アシル基のうち、一方のみが除去されたリン
脂質をリゾリン脂質と称し、リゾリン脂質に作用して、残っている脂肪酸エステル結合を
加水分解する酵素も、分解生成物が前記ＰＬＢの場合と同じであるため、ＰＬＢに含めら
れる。なお、リゾリン脂質への作用は、リゾホスホリパーゼ活性と称せられる。
【０００５】
　他方、リン脂質のグリセロール基とリン酸基との間のエステル結合を加水分解する酵素
をホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）と称する。また、リン酸基とコリンやエタノールアミン等
との間の結合を加水分解する酵素をホスホリパーゼＤ（ＰＬＤ）と称する。
【０００６】
　上記のようにＰＬＢはリゾホスホリパーゼ活性も併せ持っており、動植物やペニシリウ
ム属の糸状菌、大腸菌、又は酵母などにその存在が知られている。しかしながら、ＰＬＢ
は、リゾレシチンに対する活性は強い一方でジアシル体であるリン脂質に対する作用は極
めて弱く、通常のリン脂質を効率よく加水分解する点においては実用的でなかった。また
、公知のＰＬＢはホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチ
ジルセリン、又はホスファチジルイノシトール等のリン脂質に幅広く作用することが報告
されているのみであり、基質特異性を有するものではなかった（非特許文献１、２）。さ
らに、これら既知のＰＬＢは生産性が極めて低いものであった。
【０００７】
　ホスファチジルイノシトールは、大豆レシチンに含まれるものであり、細胞の情報伝達
と深く関与していることが数多く報告されてきた。近年、ホスファチジルイノシトールの
摂取が血中のトリアシルグリセロール（ＴＧ）濃度を減少させ、ＨＤＬ－Ｃ（高比重リポ
タンパク質コレステロール、一般に言う善玉コレステロール）濃度を上昇させることが報
告されている（非特許文献３、４）。そのため、その代謝誘導体であるリゾホスファチジ
ルイノシトールおよびグリセリルホスフォリルイノシトールと共にその生理作用が注目さ
れている。
【０００８】
　また、リゾホスファチジルエタノールアミンは、神経細胞栄養物質として、神経細胞の
分化誘導作用、および、神経細胞をアポトーシスから保護する作用（アポトーシス抑制作
用）を持つことが報告されている（非特許文献５、６）。この他にも、リゾホスファチジ
ルエタノールアミンには、移所運動活性抑制作用、神経活性化作用、細胞保護作用、中枢
神経沈静化作用が認められたことが報告されている（非特許文献６）。これらの報告より
、リゾホスファチジルエタノールアミンは、虚血性脳障害後に起こるアルツハイマー病や
、神経細胞死のような脳神経系の障害に対する予防や治療に期待されている。
【０００９】
　さらに、リゾホスファチジルイノシトールは抗カビ作用を持つことも報告されている（
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特許文献１）。また、リゾホスファチジン酸は、血管収縮作用（非特許文献７）や、強い
細胞増殖作用とＤＮＡ合成促進作用があることが知られている（非特許文献８）。また、
リゾホスファチジルセリンは、肥満細胞の活性化（アレルギーやアトピー性皮膚炎）に関
与していることが報告されている（非特許文献７）。また、リゾホスファチジルグリセロ
ールは、麺類改質剤として優れた麺の改質作用を有することが報告されている（特許文献
２）。この他にも、リゾホスファチジルグリセロールには強い界面活性作用があり、強い
起泡作用を有することが知られている。例えば、強力な乳化力によるＯ／Ｗ乳化の強化、
Ｏ／Ｗ系エマルションの熱安定性の向上、保存性に優れたエマルションの形成、蛋白質や
澱粉との優れた結合性、抗菌効果、優れた保湿性、抗酸化作用が知られている。
【００１０】
　大豆リゾレシチンは、（１）Ｏ／Ｗ乳化性が強い、（２）酸性下及び塩類存在下でのエ
マルジョン安定性が高い、（３）蛋白質との結合や澱粉との結合能で優れた効果を発揮す
る、（４）離型作用が優れている、等の特徴を有しているところから、近年、その需要が
高まっていることが記載されている（特許文献３）。
【００１１】
　ホスファチジルエタノールアミンは、大豆レシチンや卵黄レシチンなどに含まれるリン
脂質の一成分であり、乳化物の安定化作用があることが知られている。また、卵黄レシチ
ンに存在するホスファチジルエタノールアミンの、特にβ位（ｓｎ－２位）には、不飽和
脂肪酸が多く結合しており、この不飽和脂肪酸が遊離すると苦みの素となる。したがって
、食品加工においては、特にホスファチジルエタノールアミンの加水分解は生じないこと
が望ましいと言える。しかしながら、これまでにこの目的に適した酵素は見出されていな
い。
【００１２】
　また、グリセロール－３－ホスホコリンは、認知症予防などが期待されている（特許文
献４）。この特許文献４では、キャンディダ・シリンドラッセ由来ホスホリパーゼＢが報
告されているが、このものにおいて分解作用はリパーゼ活性によるものである。また、こ
の文献で、その他に、ペニシリウム・ノタツムとジクティオスレリウム・ディスコイデウ
ム由来のホスホリパーゼＢも報告されている。
【００１３】
　しかしながら、これらのホスホリパーゼＢはすべて糸状菌由来のもので、培養液中への
酵素生産に時間を要するといった問題点や、得られる酵素の力価（生産量）が低いなどの
問題点がある。さらに、これらの酵素は糸状菌由来であるが故に、その作用ｐＨが酸性域
に偏っているため、食品工業などの分野への利用に適していない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】特開平６－２５６３６６号公報
【特許文献２】特開２００８－１１７４５号公報
【特許文献３】特開平１０－２８７６８６号公報
【特許文献４】国際公開第２００７／０１０８９２号
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Biochimica BiophysicaActa (1974) 369, 245-253
【非特許文献２】Biochimica BiophysicaActa (1975) 403, 412-424
【非特許文献３】Biochem. J (2004) 382, 441-449
【非特許文献４】Jim W. Burgessら、Journal of Lipid Research(46) 350-355
【非特許文献５】関口昭博、仁科淳良、群馬産業技術センター研究報告23-28（２００６
）
【非特許文献６】関口昭博、仁科淳良、群馬産業技術センター研究報告29-34（２００６
）
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【非特許文献７】小林哲幸、室伏きみ子、蛋白質　核酸　酵素（１９９９）44, 1118-112
5
【非特許文献８】室伏きみ子、蛋白質　核酸　酵素（１９９３）38, 1396-1401
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本発明は、上記の事情に鑑みてなされたものであり、新規なＰＬＢおよびその製造方法
を提供することを目的とするものである。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明者らは、新規なＰＬＢ（酵素）を得ることを目的として、該酵素を生産する微生
物を検索した結果、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物
から新規な性質を有するＰＬＢを見出した。
【００１８】
　［酵素］
　本発明に係る酵素は、リン脂質のｓｎ－１位およびｓｎ－２位のアシル基を加水分解し
て、リゾリン脂質、グリセロール－３－リン酸、及び、グリセロール－３－リン酸エステ
ル化合物から選ばれる１種以上を生成する酵素であって、以下の（ａ）から（ｃ）のいず
れかに記載のポリペプチドを含む酵素である。
（ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
（ｂ）配列番号２に記載のアミノ酸配列において、１もしくは複数個のアミノ酸が置換、
挿入、欠失および／または付加されたアミノ酸配列を有し、かつ該加水分解活性を示すポ
リペプチド；または
（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％の相同性を有し、かつ該加水
分解活性を示すポリペプチド。
【００１９】
　上記の酵素の好ましい形態は、ジミリストイルホスファチジン酸を基質としたときに、
ｐＨ８．４で３７℃にて５分間の条件での加水分解活性を１００％とした場合に、ｐＨ７
．２からｐＨ１０．０の範囲内で５０％以上の加水分解活性を示す。
【００２０】
　上記の酵素の好ましい形態は、ジミリストイルホスファチジン酸を基質としたときに、
ｐＨ８．４で５０℃にて５分間の条件での加水分解活性を１００％とした場合に、該条件
での加水分解活性が、ホスファチジルコリンに対して９５％以上、ホスファチジルイノシ
トール及びホスファチジルグリセロールに対して２０％以上、ホスファチジルセリンに対
して２５％以上であり、スフィンゴミエリン、ホスファチジルエタノールアミン、トリス
テアリンおよびジパルミトイルグリセリドに対してほぼ０％である基質特異性を有する。
【００２１】
　上記の酵素の好ましい形態は、アミノ酸配列から算出した等電点が６．２～６．６の範
囲内である。
【００２２】
　上記の酵素の好ましい形態は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで測定した場合の分子量が３８，００
０～４０，０００の範囲内であり、アミノ酸組成より分析した場合の分子量が４１，００
０～４３，０００の範囲内である。
【００２３】
　上記の酵素の好ましい形態は、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に
属する微生物に由来する。
【００２４】
　［ポリヌクレオチド］
　本発明に係るポリヌクレオチドは、上記の酵素をコードするポリヌクレオチドである。
【００２５】
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　上記のポリヌクレオチドの好ましい形態は、以下の（ａ）又は（ｃ）に記載のポリヌク
レオチドを含む。
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列からなるポリヌクレオチド；または
（ｃ）配列番号１に記載の塩基配列と少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌクレ
オチド。
【００２６】
　上記のポリヌクレオチドの好ましい形態は、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙ
ｃｅｓ）属に属する微生物に由来する。
【００２７】
　［ベクター］
　本発明に係るベクターは、上記のポリヌクレオチドを含むベクターである。
【００２８】
　［形質転換体］
　本発明に係る形質転換体は、上記のポリヌクレオチドまたは上記のベクターが導入され
、リン脂質からリゾリン脂質、グリセロール－３－リン酸、及び、グリセロール－３－リ
ン酸エステル化合物から選ばれる１種以上を生成する酵素を産生する能力を保有する形質
転換体である。
【００２９】
　上記の形質転換体の好ましい形態は、前記形質転換体の宿主が、ストレプトマイセス（
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物である。
【００３０】
　［酵素の製造方法］
　本発明に係る酵素の製造方法は、リン脂質に作用し、該リン脂質を加水分解してリゾリ
ン脂質、グリセロール－３－リン酸、及び、グリセロール－３－リン酸エステル化合物か
ら選ばれる１種以上を生成する酵素を製造する方法であって、上記のポリヌクレオチドま
たは上記のベクターを宿主に導入して、該酵素を産生する形質転換体を得る工程；および
、該形質転換体を培養して該酵素を産生させる工程；を含む製造方法である。
【００３１】
　上記の酵素の製造方法の好ましい形態は、前記宿主が、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅ
ｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物である。
【発明の効果】
【００３２】
　本発明によれば、酵素活性の高い新規なホスホリパーゼＢを提供することが可能になる
。さらに、該酵素を微生物によって効率よく生産する方法を提供することができる。それ
により、金属塩の添加なしでも高いＰＬＢ活性を有し、リン脂質に対して基質特異性を有
する新規なリン脂質加工剤を得ることができる。また、リゾリン脂質、グリセロール－３
－リン酸、及び、グリセロール－３－ホスホコリンなどのグリセロール－３－リン酸エス
テル化合物を、効率良く製造することができる。また、純度の高い、ホスファチジルエタ
ノールアミン、グリセロール－３－リン酸、又は、グリセロール－３－ホスホコリンを効
率良く製造することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）培養液から得られた精製画
分についてのＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析の結果を示す電気泳動写真である。
【図２】ｐＨが８．４である場合の酵素活性を基準（１００％）とした、種々のｐＨでの
ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来の精製酵素についてのホスホリ
パーゼＢの相対活性を示すグラフである。
【図３】反応温度が５０℃である場合の酵素活性を基準（１００％）とした、種々の温度
でのストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来の精製酵素についてのホス
ホリパーゼＢの相対活性を示すグラフである。
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【図４】ｐＨが８．４、３０分間の条件で、種々の温度での処理後のストレプトマイセス
・エスピー（Streptomyces sp.）由来の精製酵素についての残存活性を示すグラフである
。
【図５】ｐＨが８．４、温度が３７℃の条件で処理した後のストレプトマイセス・エスピ
ー（Streptomyces sp.）由来の精製酵素についての時間ごとの残存活性を示すグラフであ
る。
【図６】４℃で３時間の条件で、種々のｐＨでの処理後のストレプトマイセス・エスピー
（Streptomyces sp.）由来の精製酵素についての残存活性を示すグラフである。
【図７Ａ】ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来のホスホリパーゼＢ
遺伝子を含む領域の塩基配列および構造遺伝子についての推定アミノ酸配列の一部を示す
図である。
【図７Ｂ】ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来のホスホリパーゼＢ
遺伝子を含む領域の塩基配列および構造遺伝子についての推定アミノ酸配列の一部（図７
Ａの続き）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　［酵素］
　本明細書において、酵素とは、精製酵素に限定されず、粗精製物、固定化物なども含む
。酵素の精製は、例えば、微生物の培養液を用いて、硫安沈澱、イオン交換クロマトグラ
フィー、疎水クロマトグラフィーなどの、当業者に周知の方法を用いて行われる。それに
より、種々の精製度の酵素（ほぼ単一までに精製された酵素を含む）が得られ得る。
【００３５】
　本明細書において、微生物とは、野性株、変異株（例えば、紫外線照射などにより誘導
されたもの）、あるいは、細胞融合もしくは遺伝子組換え法などの遺伝子工学的手法によ
り誘導される組換え体などのいずれの株であってもよい。組換え体などの遺伝子操作され
た微生物は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ，第２版（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９）に記載されるような、当業者
に公知な技術を用いて容易に作成され得る。微生物の培養液とは、微生物菌体を含む培養
液、および遠心分離などにより微生物菌体を除いた培養液の両方を意味する。
【００３６】
　［ホスホリパーゼＢ］
　グリセロールリン脂質中のグリセロール基のα位（ｓｎ－１位）の脂肪酸エステル結合
を加水分解する酵素をホスホリパーゼＡ１と称し、グリセロール基のβ位（ｓｎ－２位）
の脂肪酸エステル基を加水分解する酵素をＡ２と称する。また、ホスホリパーゼＡ１活性
及びホスホリパーゼＡ２活性を併有する酵素をホスホリパーゼＢ（ＰＬＢ）と称する。す
なわち、ＰＬＢは、α位とβ位の両方に酵素活性を有する。
【００３７】
　したがって、ＰＬＢは、リン脂質からリゾリン脂質、グリセロール－３－リン酸、及び
、グリセロール－３－ホスホコリンなどのグリセロール－３－リン酸エステル化合物の少
なくとも１種以上、好ましくは３種全てを生成する酵素である。
【００３８】
　ＰＬＢ活性は、例えば、以下のようにして確認され得るが、確認方法はこれに限定され
るものではない。具体的には、例えば、酵素反応の結果、生成する遊離脂肪酸量を測定す
ることにより、ＰＬＢ活性を確認することができる。
【００３９】
　具体的な手法としては、まず、１０％（ｗ／ｖ）トライトン（Ｔｒｉｔｏｎ）Ｘ－１０
０（ナカライテスク（株）製）１０ｍＬにジミリストイルホスファチジン酸１ｇ（フナコ
シ製）を溶解し、１０％（ｗ／ｖ）ジミリストイルホスファチジン酸を調製する。この１
０％（ｗ／ｖ）ジミリストイルホスファチジン酸０．００５ｍＬに、０．２Ｍ　トリス－
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塩酸緩衝液（ｐＨ８．４）０．０２５ｍＬと、０．５Ｍ　ＥＤＴＡ二ナトリウム（和光純
薬工業（株）製）０．００２ｍＬと、蒸留水０．０６３ｍＬとを加える。そして、３７℃
で５分間予備加温した後、酵素活性を確認する試料０．００５ｍＬを添加し、３７℃で５
分間反応させる。酵素反応後、１００℃で５分間加熱し、反応を停止させる。反応停止後
、反応液５μＬ中に含まれる遊離脂肪酸量を、例えば遊離脂肪酸測定キットである「ＮＥ
ＦＡ　Ｃテストワコー」（和光純薬工業（株）製）を用いて、キットに添付の指示書に記
載のとおりに測定する。１分間に１μｍｏｌの遊離脂肪酸を生成する酵素量を、１単位と
する。
【００４０】
　本発明における酵素は、リン脂質のｓｎ－１位およびｓｎ－２位のアシル基を加水分解
して、リゾリン脂質、グリセロール－３－リン酸、及び、グリセロール－３－リン酸エス
テル化合物から選ばれる１種以上を生成する酵素であって、以下の（ａ）から（ｃ）のい
ずれかに記載のポリペプチドを含むものである。
（ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド；
（ｂ）配列番号２に記載のアミノ酸配列において、１もしくは複数個のアミノ酸が置換、
挿入、欠失および／または付加されたアミノ酸配列を有し、かつ該加水分解活性を示すポ
リペプチド；または
（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％の相同性を有し、かつ該加水
分解活性を示すポリペプチド。
【００４１】
　上記の酵素は、例えば、緩衝液として、酢酸－酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ４．１～５
．６）、ビストリス－塩酸緩衝液（ｐＨ５．６～７．２）、トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ７
．２～８．８）、および、グリシン－水酸化ナトリウム緩衝液（ｐＨ８．８～１０．５）
、を用いて、上記のホスファチジン酸と酵素とを反応条件下におくと、そのｐＨ範囲内（
ｐＨ４．１～１０．５）でＰＬＢ活性を示し得る。至適ｐＨは、ｐＨ８～８．８付近とす
ることができる。
【００４２】
　上記の酵素は、例えば、上記のようにジミリストイルホスファチジン酸と酵素とを３７
℃にて５分間反応させた条件下でｐＨ８．４における加水分解活性を１００％とした場合
、ｐＨ７．２からｐＨ１０．０の範囲内で５０％以上の活性を示すことが好ましい。
【００４３】
　上記の酵素は、例えば、上記のようにジミリストイルホスファチジン酸と酵素との反応
条件下においては、約２０～６５℃で作用し得る。至適温度は、この範囲内にあり得る。
好ましくは約３７～６０℃の範囲内であり、より好ましくは４５～５５℃の範囲内であり
、さらにより好ましくは約５０℃である。
【００４４】
　上記の酵素は、例えば、１６０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．４）で３０分間処
理した場合、４℃から４５℃まででは、ほぼ活性の低下が見られず安定であり得、そして
好ましくは、５０℃でも８０％程度（例えば７５％）以上の活性が残存している。
【００４５】
　上記の酵素は、例えば、緩衝液としてトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．４）を用いて、上
記のリン脂質と酵素溶液とを反応条件下におくと、１０ｍＭのＥＤＴＡによって阻害を受
けず、ＥＤＴＡを添加しない場合とほぼ同一の活性を示すことが好ましい。また、１０ｍ
Ｍ　Ｃａ２＋の存在下では、約９０％の活性（例えば８５～９５％程度の活性）を示すこ
とが好ましい。一方、１０ｍＭのＭｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｏ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、
Ｆｅ３＋、Ｆｅ２＋では活性が阻害され得るものである。
【００４６】
　上記の酵素は、ｐＨ８．４の条件下で上記のように該酵素と基質とを５０℃にて５分間
反応させた場合、ジミリストイルホスファチジン酸が基質である場合に対する加水分解活
性を１００％とすると、ホスファチジルコリン（ＰＣ）に対して９５％以上、ホスファチ
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ジルイノシトール（ＰＩ）、及び、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）に対して２０％
以上、ホスファチジルセリン（ＰＳ）に対して２５％以上の活性を有することが好ましい
。また、同じ条件において、スフィンゴミエリン、ホスファチジルエタノールアミン（Ｐ
Ｅ）、トリステアリンおよびジパルミトイルグリセリドに対する活性がほぼ０％（例えば
５％以下、３％以下、又は１％以下、あるいは検出限界以下）であることが好ましい。こ
のような基質特異性を有することが好ましいものである。
【００４７】
　上記の酵素は、電気泳動条件などにより若干変化し得るが、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおける
分子量が３８，０００～４０，０００の範囲内（例えば、約３９，０００、又は、３８，
９００）を示すことが好ましい。また、上記の酵素は、アミノ酸組成から計算した分子量
が、４１，０００～４３，０００の範囲内であることが好ましい。例えば、ストレプトマ
イセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４株由来の天然の酵素では、ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥにおける分子量が約３９，０００、具体的には３８，９００を示す。このストレプ
トマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４株由来の天然の酵素では、そのア
ミノ酸組成から計算した分子量は約４２，０００である。
【００４８】
　上記の酵素は、６．２～６．６の範囲内（例えば６．４）の等電点を示すことが好まし
い。酵素の等電点は、そのアミノ酸配列から、ＧＥＮＥＴＹＸにより算出され得る。
【００４９】
　上記の酵素、すなわちホスホリパーゼＢの一態様は、配列番号２に記載のアミノ酸配列
からなるものである。ホスホリパーゼＢは、好ましくは配列番号２の３１位から４１２位
までのアミノ酸配列（本明細書では、「配列番号２に記載内のアミノ酸配列」ともいう）
を有する。
【００５０】
　上記の酵素は、ＰＬＢ活性を有する限り、配列番号２に記載のアミノ酸配列、又は、配
列番号２に記載内のアミノ酸配列に対して、１または複数のアミノ酸が、置換、欠失、挿
入、および／または付加したアミノ酸配列を有する酵素であっても良い。当業者であれば
、例えば、部位特異的変異導入法（ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ Ｒｅｓ．，１９８２年，１
０巻，ｐｐ．６４８７；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎＥｎｚｙｍｏｌ．，１９８３年，１００巻
，ｐｐ．４４８；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，第２版，ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ．１９８９年；ＰＣＲ：ＡＰｒａｃｔｉｃａ
ｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９９１年，ｐｐ．２００）などを用いて
、適宜置換、欠失、挿入、および／または付加変異を導入することにより、タンパク質の
構造を改変することができる。本明細書において、置換、欠失、挿入、および／または付
加することができるアミノ酸残基数は、通常５０以下、例えば３０以下、あるいは２０以
下、好ましくは１６以下、より好ましくは５以下、さらに好ましくは０～３である。また
、アミノ酸の変異は、人工的に変異させた酵素のみならず、自然界において変異した酵素
も、ＰＬＢ活性を有する限り、上記の酵素（ＰＬＢ）に含まれる。
【００５１】
　配列番号２に記載のアミノ酸配列、又は、配列番号２に記載内のアミノ酸配列に対して
、相同性を有するアミノ酸配列を有するタンパク質も、ＰＬＢ活性を有する限り、上記の
酵素（ＰＬＢ）に含まれる。ＰＬＢは、好ましくは、配列番号２に記載のアミノ酸配列、
又は、配列番号２に記載内のアミノ酸配列と、少なくとも９０％、好ましくは少なくとも
９５％、さらにより好ましくは少なくとも９９％の相同性を有するアミノ酸配列を有する
タンパク質であり得る。
【００５２】
　タンパク質の相同性の（ホモロジー）検索は、例えばＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ、ＰＩＲ、
ＤＡＤなどのタンパク質のアミノ酸配列に関するデータベース、またはＤＤＢＪ、ＥＭＢ
Ｌ、あるいはＧｅｎｅ－ＢａｎｋなどのＤＮＡデータベースなどを対象に、ＢＬＡＳＴ、
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ＦＡＳＴＡなどのプログラムを利用して、例えば、インターネットを通じて行うことがで
きる。タンパク質の活性の確認は、上記に記載の手順を利用して行い得る。
【００５３】
　ＰＬＢの供給源は特に限定されるものではないが、ＰＬＢは、微生物などの生体細胞か
ら得ることができる。そのような微生物としては、例えば、ストレプトマイセス（Ｓｔｒ
ｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物が挙げられる。好ましくは、ストレプトマイセス
・エスピー（Streptomyces sp.）、ストレプトマイセス・チャッタノゲンシス（Streptom
yces chattanoogensis）およびストレプトマイセス・リディカス（Streptomyces lydicus
）が挙げられる。これらの菌株は近縁であることから同種の活性のＰＬＢが得られると考
えられる。
【００５４】
　例えば、上記ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４（受託番
号：ＮＩＴＥ　ＢＰ－１０１５）は適当な栄養培地で液体培養することにより該酵素を菌
体外に分泌するので、その培養上清を凍結乾燥、塩析、有機溶媒などにより処理したもの
をＰＬＢ酵素製剤として製造することができる。
【００５５】
　また、ストレプトマイセス・チャッタノゲンシス（Streptomyces chattanoogensis）Ｎ
ＢＲＣ１２７５４でもＮＡ６８４株と同様の活性が得られることを実験で確認している。
したがって、ストレプトマイセス・エスピーＮＡ６８４とストレプトマイセス・チャッタ
ノゲンシスとは同様の活性を示すものである。
【００５６】
　ＰＬＢ酵素製剤の製造に用い得る微生物はストレプトマイセス・エスピー（Streptomyc
es sp.）ＮＡ６８４に限られるものではなく、ストレプトマイセス属に属し、かつ、ＰＬ
Ｂを生産し得る微生物であってもよい。また、それらの生物種の天然または人為的変異株
や、ＰＬＢ活性の発現に必要な遺伝子断片を人為的に取り出し、それを組み入れた他の生
物種であってもＰＬＢの製造に用いることができる。また、ストレプトマイセス属に属さ
なくても、上記のＰＬＢを生産し得る微生物であれば、それを用いることもできる。
【００５７】
　ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４を用いたＰＬＢ酵素製
剤を例に挙げて、その製造について説明する。
【００５８】
　この菌は栄養培地で液体培養することにより該酵素を菌体外に分泌するので、その培養
上清を凍結乾燥、塩析、有機溶媒などにより処理する、あるいはこの処理物を固定化する
などして酵素製剤を製造することができる。さらに具体的に説明すると、まず、この菌を
適当な培地、例えば適当な炭素源、窒素源、無機塩類を含む培地中で培養し、該酵素を分
泌させる。ここで炭素源としては、澱粉および澱粉加水分解物、グルコース、シュークロ
ースなどの糖類、グリセロールなどのアルコール類、および有機酸（例えば、酢酸および
クエン酸）またはその塩（例えば、ナトリウム塩）などが挙げられる。窒素源としては、
酵母エキス、ペプトン、肉エキス、コーンスチープリカー、大豆粉などの有機窒素源およ
び硫酸アンモニウム、硝酸アンモニウム、尿素などの無機窒素化合物挙げられる。無機塩
類としては、塩化ナトリウム、リン酸１カリウム、硫酸マグネシウム、塩化マンガン、塩
化カルシウム、硫酸第１鉄などが挙げられる。炭素源の濃度は、例えば１～２０％（ｗ／
ｖ）、好ましくは１～１０％（ｗ／ｖ）の範囲である。窒素源の濃度は、例えば１～２０
％（ｗ／ｖ）、好ましくは１～１０％（ｗ／ｖ）の範囲である。培養温度は、上記の酵素
が安定であり、そして培養される微生物が十分に生育できる温度であることが好ましく、
例えば、２０～３７℃であることが好ましい。培養時間は、上記酵素が十分に生産される
時間であることが好ましく、例えば、１～７日間程度であることが好ましい。培養は、好
ましくは、好気的な条件下で、例えば、通気攪拌または振とうしながら行うことができる
。
【００５９】
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　ＰＬＢは、タンパク質の溶解度による分画（有機溶媒による沈殿や硫安などによる塩析
など）；陽イオン交換、陰イオン交換、ゲルろ過、疎水性クロマトグラフィー；キレート
、色素、抗体などを用いたアフィニティークロマトグラフィーなどの公知の方法を適当に
組み合わせることにより精製することができる。例えば、上記微生物の培養上清を回収し
た後、硫安沈殿、さらに陰イオン交換クロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、
及び／又は、陽イオン交換クロマトグラフィーを行うことにより精製することができる。
これにより、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）において、ほぼ単一
バンドにまで精製することができる。すなわち、上記酵素（ＰＬＢ）は、ＨＰＬＣ分析お
よびゲル濾過クロマトグラフィー分析により、単量体と推定できる。
【００６０】
　ところで、既知のＰＬＢおよび前記の特許文献４にあるＰＬＢは生産性が極めて低く、
特許文献４に記載のキャンディダ・シリンドラッセに至っては培養上清中に０．２Ｕ／ｍ
ｌしか生産することができない。一方、上記のＰＬＢによれば、１３．７Ｕ／ｍｌ以上（
ジミリストイルホスファチジン酸に対して）という極めて高い酵素活性を示す培養上清お
よび新規なホスホリパーゼＢを提供することが可能になる。
【００６１】
　［ＰＬＢをコードするポリヌクレオチド］
　本発明におけるポリヌクレオチドは、上記のＰＬＢをコードするものである。このポリ
ヌクレオチドは、好ましくは、以下の（ａ）又は（ｃ）に記載のポリヌクレオチドを含む
。
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列からなるポリヌクレオチド；または
（ｃ）配列番号１に記載の塩基配列と少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌクレ
オチド。
【００６２】
　上記のポリヌクレオチドは、ＤＮＡ、ＲＮＡなどの天然のポリヌクレオチドに加え、人
工的なヌクレオチド誘導体を含む人工的な分子であり得る。また、ポリヌクレオチドは、
ＤＮＡ－ＲＮＡのキメラ分子であり得る。上記のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドは
、例えば、配列番号１の１位から１２３９位までの塩基配列（本明細書では、「配列番号
１に記載の塩基配列」ともいう）を有する。配列番号１に記載の塩基配列は、配列番号２
に記載のアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、このアミノ酸配列を含むタン
パク質は、ＰＬＢの好ましい形態を構成する。
【００６３】
　上記のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドとしては、上記のような配列番号２に記載
のアミノ酸配列に１または複数のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加した
アミノ酸を含み、かつＰＬＢ活性を有するタンパク質をコードするポリヌクレオチドもま
た挙げられる。当業者であれば、配列番号１に記載の塩基配列を有するポリヌクレオチド
に部位特異的変異導入法（上述）などを用いて、適宜置換、欠失、挿入、および／または
付加変異を導入することによりポリヌクレオチドのホモログを得ることが可能である。
【００６４】
　上記のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドとしてはまた、配列番号１に記載の塩基配
列を有するポリヌクレオチドに相補的な塩基配列を有するポリヌクレオチドとストリンジ
ェントな条件でハイブリダイズでき、かつＰＬＢ活性を有するタンパク質をコードするポ
リヌクレオチドもまた挙げられる。
【００６５】
　ポリヌクレオチドは、本明細書中に記載した塩基配列情報に基づいて、目的とする遺伝
子を、上記の微生物、好ましくは、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属
に属する微生物、さらに好ましくは、ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.
）ＮＡ６８４から取得することができる。遺伝子の取得には、ＰＣＲやハイブリダイズス
クリーニングを用いることができる。
【００６６】
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　また、ポリヌクレオチドは、ＤＮＡ合成によって遺伝子の全長を化学的に合成して得る
こともできる。また、上記の塩基配列情報に基づいて、上記以外の生物に由来する上記Ｐ
ＬＢをコードするポリヌクレオチドを取得することもできる。例えば、上記塩基配列もし
くはその一部の塩基配列を用いてプローブを設計し、他の生物から調製したＤＮＡに対し
てストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーションを行うことにより、種々の生物由
来のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドを単離することができる。
【００６７】
　さらに、上記の塩基配列情報に基づいて、ＤＮＡ　Ｄａｔａｂａｎｋ　ｏｆ　Ｊａｐａ
ｎ（ＤＤＢＪ）、ＥＭＢＬ、Ｇｅｎｅ－ＢａｎｋなどのＤＮＡに関するデータベースに登
録されている配列情報を用いてホモロジーの高い領域からＰＣＲ用のプライマーを設計す
ることもできる。このようなプライマーを用い、染色体ＤＮＡもしくはｃＤＮＡを鋳型と
してＰＣＲを行うことにより、上記ＰＬＢをコードするポリヌクレオチドを種々の生物か
ら単離することもできる。同様に、環境中から抽出したＤＮＡあるいはＲＮＡを鋳型とし
てＰＣＲを行うことにより、上記ＰＬＢをコードするポリヌクレオチドを種々の生物から
単離することもできる。
【００６８】
　ストリンジェントな条件でハイブリダイズできるポリヌクレオチドとは、配列番号１に
記載の塩基配列中の少なくとも２０個、好ましくは少なくとも３０個、例えば、４０個、
６０個、または１００個の連続した配列を１つまたは複数選択してプローブを設計し、例
えばＥＣＬ　ｄｉｒｅｃｔｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｌａｂｅｌｉｎｇ　ａｎｄ　ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社製）を用いて、マニュア
ルに記載の条件（例えば、洗浄条件：４２℃、０．５×ＳＳＣを含むｐｒｉｍａｒｙ　ｗ
ａｓｈ　ｂｕｆｆｅｒ）において、ハイブリダイズするポリヌクレオチドを指す。
【００６９】
　より具体的には、「ストリンジェントな条件」とは、例えば、通常、４２℃、２×ＳＳ
Ｃ、０．１％ＳＤＳの条件であり、好ましくは５０℃、２×ＳＳＣ、０．１％ ＳＤＳの
条件であり、さらに好ましくは６５℃、０．１×ＳＳＣ、０．１％ ＳＤＳの条件である
が、これらの条件に特に制限されるものではない。
【００７０】
　ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響する要素としては、温度や塩濃度
など複数の要素があり、当業者であればこれら要素を適宜選択することで最適なストリン
ジェンシーを実現することが可能である。
【００７１】
　さらに、上記のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドとしては、配列番号２に記載のア
ミノ酸配列と少なくとも９０％、好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少
なくとも９９％の相同性を有するアミノ酸配列を有し、かつＰＬＢ活性を有するタンパク
質をコードするポリヌクレオチドを含む。タンパク質の相同性（ホモロジー）検索は、上
記で説明したとおりである。
【００７２】
　また、上記のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドとしては、配列番号１に記載の塩基
配列と少なくとも９０％、好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくと
も９９％の配列同一性を有する塩基配列を有し、かつＰＬＢ活性を有するタンパク質をコ
ードする、ポリヌクレオチドもまた挙げられる。塩基配列の配列同一性の決定および検索
についても、上記で説明したとおりである。
【００７３】
　上記のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドは、遺伝子組換え技術を用いて、同種もし
くは異種の宿主中で発現され得る。
【００７４】
　［ベクターおよび形質転換体］
　本発明におけるベクターは、上記のポリヌクレオチドを含むものである。また、ポリヌ
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クレオチド又はベクターを宿主に導入することにより、リン脂質に作用し、リゾリン脂質
、グリセロール－３－リン酸、及び、グリセロール－３－ホスホコリンなどのグリセロー
ル－３－リン酸エステル化合物のいずれか１種以上を生成する酵素を産生する能力を保有
する形質転換体を作製することができる。
【００７５】
　形質転換体の作製のための手順および宿主に適合した組換えベクターの構築は、分子生
物学、生物工学、遺伝子工学の分野において慣用されている技術に準じて行うことができ
る（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ＡＬａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９年参照）。特に放
線菌に関しては、「ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＳＴＲＥＰＴＯＭＹＣＥＳ　ＧＥＮＥＴＩＣＳ
（Ｋｉｅｓｅｒら、Ｊｏｈｎ　Ｉｎｎｅｓ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ、２０００年）」を参
照して行うことができる。
【００７６】
　微生物中で、ＰＬＢをコードするポリヌクレオチドを発現させるためには、まず微生物
中で安定に存在するプラスミドベクターやファージベクターにこのＤＮＡを導入し、その
遺伝情報を転写・翻訳させる。そのために、転写・翻訳を制御するユニットにあたるプロ
モーターをＤＮＡ鎖の５’側上流に組み込むことが好ましい。また、転写・翻訳を制御す
るユニットにあたるターミネーターをＤＮＡ鎖の３’側下流に組み込むことが好ましい。
より好ましくは、上記プロモーターとターミネーターの両方をそれぞれの部位に組み込む
。このプロモーターおよびターミネーターとしては、宿主として利用される微生物中にお
いて機能することが知られているプロモーターおよびターミネーターが用いられる。これ
らの各種微生物において利用可能なベクター、プロモーター、ターミネーターなどに関し
ては、「微生物学基礎講座８　遺伝子工学、共立出版」、特に放線菌に関しては、「ＰＲ
ＡＣＴＩＣＡＬ　ＳＴＲＥＰＴＯＭＹＣＥＳ　ＧＥＮＥＴＩＣＳ（Ｋｉｅｓｅｒら、Ｊｏ
ｈｎＩｎｎｅｓ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ、２０００年）」などに詳細に記述されており、
その方法を利用することが可能である。また、必要に応じてシグナル配列を用いることで
細胞外に効率的に分泌生産させることができる。この時使用するシグナル配列は上記のＰ
ＬＢのものでもその他のものでも良い。
【００７７】
　形質転換の対象となる宿主は、上記のＰＬＢをコードするポリヌクレオチドを含むベク
ターにより形質転換されて、ＰＬＢ活性を発現することができる生物であれば特に制限は
ない。例えば、細菌、放線菌、枯草菌、大腸菌、酵母、カビなどが挙げられる。より具体
的には、例えば、エシェリヒア（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）属、バチルス（Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ）属、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）属、セラチア（Ｓｅｒｒａｔｉａ
）属、ブレビバクテリウム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）属、コリネバクテリウム（
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）属、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕ
ｓ）属、ラクトバチルス（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）属など宿主ベクター系の開発が
されている細菌；ロドコッカス（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）属、ストレプトマイセス（Ｓ
ｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属など宿主ベクター系の開発がされている放線菌；サッカロマ
イセス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属、クライベロマイセス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙ
ｃｅｓ）属、シゾサッカロマイセス（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属、チ
ゴサッカロマイセス（Ｚｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属、ヤロウイア（Ｙａｒｒ
ｏｗｉａ）属、トリコスポロン（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ）属、ロドスポリジウム（Ｒ
ｈｏｄｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ）属、ピキア（Ｐｉｃｈｉａ）属、キャンディダ（Ｃａｎｄ
ｉｄａ）属などの宿主ベクター系の開発がされている酵母；ノイロスポラ（Ｎｅｕｒｏｓ
ｐｏｒａ）属、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）属、セファロスポリウム（Ｃ
ｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍ）属、トリコデルマ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）属などの宿
主ベクター系の開発がされているカビなどが挙げられる。遺伝子組換えの操作の容易性か
らは大腸菌が好ましく、遺伝子の発現の容易性からは放線菌が好ましい。
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【００７８】
　また、微生物以外でも、植物、動物において様々な宿主・ベクター系が開発されており
、例えば、蚕などの昆虫（Ｎａｔｕｒｅ３１５，５９２－５９４（１９８５））や菜種、
トウモロコシ、ジャガイモなどの植物中に大量に異種蛋白質を発現させる系が開発されて
おり、これらを利用してもよい。
【００７９】
　得られた形質転換体は、上記のように酵素製剤（ＰＬＢ）の製造に用いることができる
。具体的には、形質転換体を適当な栄養培地で液体培養して、発現したＰＬＢを細胞外に
分泌させ、その培養上清を凍結乾燥、塩析、有機溶媒などにより処理してＰＬＢ酵素製剤
を製造することができる。
【００８０】
　宿主細胞に依存して培養条件は変動し得るが、培養は、同業者が通常用いる条件下で行
われ得る。例えば、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属のような放線菌
を宿主として用いる場合、チオストレプトンを含むトリプチックソイ培地（例えば、ベク
トン・ディッキンソン社製）が用いられ得る。形質転換体により産生された酵素は、上述
のようにしてさらに精製され得る。
【００８１】
　［ＰＬＢの利点］
　以上のようにして生産され得るＰＬＢの好ましい形態の利点について、以下、説明する
。
【００８２】
　（１）従来のＰＬＢ（旭化成ファーマテック社製ＰＬＢ）はリパーゼ活性を有するのに
対し、上記のＰＬＢはリパーゼ活性を有していない。このことから、食品などに含まれる
中性脂質（グリセリド）に作用して食品品質を低下させることがなく、リン脂質のみに作
用させることができる。その結果、食品品質をより向上させることが期待できる。
【００８３】
　（２）上記の手法で製造する場合、培養日数が短期間ですみ、かつ高活性を示すことか
ら、生産性が高い。
【００８４】
　（３）従来のＰＬＢはカルシウムイオンなどの金属イオンが無いと触媒活性が低いため
に、食品加工においては食品素材に金属塩を添加して酵素処理する必要があった。これに
対して、上記のＰＬＢでは、酵素反応に金属塩の添加が不要である。そのため、そのまま
食品素材を加工することができ、使用範囲が広がるとともに金属塩による食品品質の劣化
の防止、安全性の向上が期待できる。さらに、反応器を用いて酵素処理を行う場合、金属
塩の添加が不要なため反応器に缶石が付着することがなく、メンテナンスが容易でランニ
ングコストが低く抑えられる。
【００８５】
　（４）従来のＰＬＢ（旭化成ファーマテック社製ＰＬＢ）はＰＩ（ホスファチジルイノ
シトール）に作用しないのに対し、上記のＰＬＢはＰＩに作用可能である。このように、
上記のＰＬＢは、ＰＥ（ホスファチジルエタノールアミン）以外のリン脂質にも作用する
ことが可能で、特に、ＰＡ（ホスファチジン酸）とＰＣ（ホスファチジルコリン）によく
作用する。特徴的なのは、ＰＥに作用しない点であり、この性質を利用すれば粗リン脂質
からＰＥのみを残存させ、その純度を高めることが可能である。これによって、高純度の
ＰＥを製造することが可能である。また、多くの様々なリン脂質（例えば大豆レシチンな
ど）に作用することから、使用範囲が広く、さまざまなグリセロール－３－リン酸エステ
ル化合物の製造が可能となる。
【００８６】
　（５）上記のＰＬＢは、ｐＨ７．２～１０．０の範囲において最大活性に対して５０％
以上の活性を示すことから、従来のＰＬＢに比べて使用できるｐＨ範囲が極めて広く、中
性からアルカリ性の条件下で使用できる。そのため、反応制御がしやすく、広範な応用範
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囲が期待できる。
【００８７】
　（６）上記のＰＬＢは、３７～６０℃の範囲を超える範囲で５０％以上の活性を示すこ
とから、従来のＰＬＢに比べて使用できる温度範囲が広い。特に、６０℃以上でも相当の
活性を示すことから高温処理も可能である。したがって、反応制御がしやすく、広範な応
用範囲が期待できる。
【００８８】
　（７）上記のＰＬＢは、還元剤や阻害剤、界面活性剤などによって阻害を受けにくい。
そのため、反応制御がしやすい。
【００８９】
　（８）従来のＰＬＢ（旭化成ファーマテック社製ＰＬＢ）の安定ｐＨはｐＨ５～９であ
るのに対し、上記のＰＬＢの安定ｐＨはｐＨ４～１０．５である。したがって、取り扱い
が容易である。
【００９０】
　（９）従来のＰＬＢ（旭化成ファーマテック社製ＰＬＢ）の安定温度は５５℃であるの
に対し、上記のＰＬＢの安定温度は４５～５０℃である。したがって、より低温で酵素を
失活させることが可能である。
【００９１】
　（１０）ＮＢＲＣ標準株（ストレプトマイセス・チャッタノゲンシス（Streptomyces c
hattanoogensis）ＮＢＲＣ１２７５４）でも活性が認められた。そのため、種レベルでの
請求が可能である。
【００９２】
　［ＰＬＢの利用］
　以下に、ＰＬＢの好ましい形態についての利用方法を説明する。
【００９３】
　（１）ＰＬＢは、細胞膜を分解できる。そして、ＰＬＢは、細胞を溶解させる。したが
って、卵黄汚れや血液汚れなどの洗浄剤をはじめとする細胞分解剤あるいは細胞溶解剤に
利用できる。
【００９４】
　（２）リゾリン脂質は極めて乳化特性に優れているため、様々な分野に利用できる乳化
剤あるいは界面活性剤となる。また、リゾリン脂質は、近年様々な生理作用が発見されて
いるため医薬品やサプリメントとして利用可能性がある。したがって、上記のＰＬＢを利
用して、様々な高機能リゾリン脂質が製造可能である。
【００９５】
　（３）油脂の精製において、不純物となるリン脂質を上記ＰＬＢを利用して効率良く分
解し、油脂からの物理的な分離を可能にする。
【００９６】
　（４）ＰＬＢをパン生地や麺生地などの小麦粉に加えることで、小麦粉中に元々含まれ
ているリン脂質をリゾレシチンやグリセロール－３－ホスホコリン等に変換する。生地中
でリゾレシチンやグリセロール－３－ホスホコリン等が生成することで、蛋白質や澱粉と
結合してグルテンの網目構造の形成を助け、パンや麺の物性を改善したり、老化を防止し
たりする。
【００９７】
　（５）化粧品材料として優れた特性、効果を示す環状ホスファチジン酸はリゾリン脂質
から製造することが可能である。したがって、上記ＰＬＢを利用すれば、効率的に環状ホ
スファチジン酸が製造可能になる。
【００９８】
　（６）グリセロール－３－ホスホコリンは、認知症予防などが期待される。その他のグ
リセロール－３－リン酸エステル化合物にも高機能が期待できる。よって、上記のＰＬＢ
では高機能のグリセロール－３－リン酸エステルを製造できる。
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【００９９】
　（７）グリセロール－３－リン酸は、解糖系の代謝中間体である。そのため、上記のＰ
ＬＢでは、代謝を亢進する可能性を有するグリセロール－３－リン酸を製造することがで
きる。
【実施例】
【０１００】
　以下、実施例により、本発明をさらに詳細に説明する。本発明はこれらの実施例に限定
されるものではない。
【０１０１】
　［ＰＬＢの酵素活性の測定方法］
　本実施例において、酵素活性の測定は、基本的には、以下のように行った。この方法を
、以下、「ＰＬＢ活性標準測定方法」という。この方法では、ジミリストイルホスファチ
ジン酸を基質として用いた場合を例示する。
【０１０２】
　１０％（ｗ／ｖ）トライトン（Ｔｒｉｔｏｎ）Ｘ－１００（ナカライテスク（株）製）
１０ｍＬにジミリストイルホスファチジン酸１ｇ（フナコシ製）を溶解し、１０％（ｗ／
ｖ）ジミリストイルホスファチジン酸を調製した。この１０％（ｗ／ｖ）ジミリストイル
ホスファチジン酸０．００５ｍＬに、０．２Ｍ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．４）０．
０２５ｍＬと、０．５Ｍ　ＥＤＴＡ二ナトリウム（和光純薬工業（株）製）０．００２ｍ
Ｌと、蒸留水０．０６３ｍＬとを加えた。そして、３７℃で５分間予備加温した後、酵素
を含む試料０．００５ｍＬを添加し、３７℃で５分反応させた。酵素反応後、１００℃で
５分間加熱し、酵素反応を停止させた。反応停止後、反応液５μＬ中に含まれる遊離脂肪
酸量を、遊離脂肪酸測定キットである「ＮＥＦＡ　Ｃテストワコー」（和光純薬工業（株
）製）を用いて、キットに添付の指示書に記載のとおりに測定した。１分間に１μｍｏｌ
の遊離脂肪酸を生成する酵素量を、１単位とした。
【０１０３】
　［実施例１：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来酵素の精製］
　（ａ）培養
　ＮＢ培地「１％ ペプトン（べクトン・ディンキンソン社製）、１％肉エキス（極東製
薬工業（株）製）、０．５％ 塩化ナトリウム（和光純薬工業（株）製）、ｐＨ７．２」
３００ｍＬを調製し、５００ｍＬ容三角フラスコに１００ｍｌずつ分注して、さらに１％
大豆レシチンと０．１％ツィーン（Ｔｗｅｅｎ）８０を添加した後、１２１℃で１５分間
蒸気殺菌を行った。予め平板培地に生育したストレプトマイセス・エスピー（Streptomyc
es sp.）ＮＡ６８４のコロニーを適当量とり、トリプチックソイ培地（べクトン・ディン
キンソン社製）５ｍＬを入れたφ１８試験管（１８×１８０ｍｍ）に接種し、２８℃で良
好な生育が得られるまで振とう培養した。この培養液を先の滅菌した培地１００ｍＬに１
ｍｌずつ接種し、２８℃で１０８時間振とう培養した。遠心分離機を用いて、この培養液
から上清を回収した。
【０１０４】
　（ｂ）硫安分画
　上記（ａ）で回収した培養上清に、８０％（ｗ／ｖ）飽和となるように硫酸アンモニウ
ムを添加し、生じた沈殿を遠心分離（１０,０００ｒｐｍ、３０分、４℃）により回収し
た。この沈殿を可溶化し、２０ｍＭトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）で透析し、粗酵素
液を得た。
【０１０５】
　（ｃ）ＤＥＡＥ－Ｔｏｙｏｐｅａｒｌカラムクロマトグラフィー
　上記（ｂ）で得られた粗酵素液を、２０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）で予
め平衡化した「ＤＥＡＥ－Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ　６５０Ｍカラム」（内径２６ｍｍ、高さ
５５ｍｍ、東ソー社製）にアプライした。同緩衝液でカラムを洗浄した後、塩化ナトリウ
ム（０Ｍから１Ｍまで）のリニアグラジェントにより、活性画分を溶出させた。
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【０１０６】
　（ｄ）ＨｉＴｒａｐ　Ｑカラムクロマトグラフィー
　上記（ｃ）で得られた活性画分を集め、Ｖｉｖａ　ｓｐｉｎ（ザルトリウス社製）を用
い濃縮脱塩した。これに、２０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）を加えた。これ
を、２０ｍＭトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）で予め平衡化した「ＨｉＴｒａｐ　Ｑ」
（５ｍｌ）カラム（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）にアプライし、同緩衝液でカ
ラムを洗浄した後、塩化ナトリウム（０Ｍから１Ｍまで）のリニアグラジェントにより、
活性画分を溶出させた。
【０１０７】
　（ｅ）ＲＥＳＯＵＲＣＥ　ＰＨＥカラムクロマトグラフィー
　上記（ｄ）で得られた活性画分を集め、Ｖｉｖａ　ｓｐｉｎを用い濃縮脱塩した。これ
に、１Ｍ硫酸アンモニウムを含む２０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）を加えた
。１Ｍ硫酸アンモニウムを含む２０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）で予め平衡
化した「ＲＥＳＯＵＲＣＥ　ＰＨＥ」（１ｍｌ）カラム（ＧＥヘルスケアバイオサイエン
ス社製）にアプライし、同緩衝液でカラムを洗浄した後、硫酸アンモニウム（１Ｍから０
Ｍまで）のリニアグラジェントにより、活性画分を溶出させた。
【０１０８】
　（ｆ）Ｍｏｎｏ　Ｓカラムクロマトグラフィー
　上記（ｅ）で得られた活性画分を集め、Ｖｉｖａ　ｓｐｉｎを用い濃縮脱塩した。これ
に、２０ｍＭ　メス－水酸化ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）を加えた。２０ｍＭ　メス
－水酸化ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）で予め平衡化した「Ｍｏｎｏ　Ｓ」（１ｍｌ）
カラム（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）にアプライし、同緩衝液でカラムを洗浄
した後、塩化ナトリウム（０Ｍから０．５Ｍまで）のリニアグラジェントにより、活性画
分を溶出させた。
【０１０９】
　（ｇ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
　上記（ｅ）で溶出した活性画分を集めてＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１２％（ｗ／ｖ）ポリアク
リルアミドゲル）により解析した。
【０１１０】
　図１は、この溶出画分のＳＤＳ－ＰＡＧＥによる解析の結果を示す電気泳動写真である
。レーン１（図の左側）は、分子量マーカーであり、レーン２（図の右側）は、溶出画分
のバンドを示す。図１に示すように、溶出画分において、単一のバンドが観察された。
【０１１１】
　以上のようにして、ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４株
より、電気泳動的に単一に精製された酵素を得た。
【０１１２】
　この酵素は、ＨＰＬＣ分析およびゲル濾過クロマトグラフィー分析により、単量体と推
定された。
【０１１３】
　［実施例２：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来酵素の性質の測
定］
　（ＰＬＢ活性）
　実施例１で得た精製酵素と、基質として１－パルミトイル－２－オレオイルホスファチ
ジンコリンとを「ＰＬＢ活性標準測定方法」の反応条件で酵素反応を行った。
【０１１４】
　その後、反応液をクロロホルム／メタノール（２／１，ｖ／ｖ）で抽出した。抽出液を
ガスクロマトグラフィー分析して、加水分解により生じた脂肪酸を定量分析することで、
ＰＬＢ活性を有することを確認した。
【０１１５】
　（酵素学的性質）
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　実施例１で得た精製酵素の酵素学的性質について検討した。
【０１１６】
　（１）作用ｐＨ
　緩衝液として酢酸－酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ４．１～５．６）、ビストリス－塩酸
緩衝液（ｐＨ５．６～７．２）、トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ７．２～８．８）、又は、グ
リシン－水酸化ナトリウム緩衝液（ｐＨ８．８～１０．５）、を用いてｐＨを変化させた
こと以外は、上記「ＰＬＢ活性標準測定方法」の方法に従って、ジミリストイルホスファ
チジン酸を基質として用い、ＰＬＢ活性を測定した。その結果、実施例１で得た酵素は、
反応の至適ｐＨが８～８．８であることが分かった。
【０１１７】
　図２は、種々の反応ｐＨでの酵素活性を、反応ｐＨが８．４である場合の酵素活性を基
準（１００％）とする相対活性として示したグラフである。図２のグラフから分かるよう
に、この酵素は、ｐＨ７．２からｐＨ１０．０という広い範囲で最大活性（１００％）に
対して相対的な活性が５０％以上の活性を示した。
【０１１８】
　（２）作用温度
　酵素反応の際の反応温度を変化させたこと以外は、上記「ＰＬＢ活性標準測定方法」の
方法に従って、ジミリストイルホスファチジン酸を基質として用い、ＰＬＢ活性を測定し
た。
【０１１９】
　図３は、種々の反応温度での酵素活性を、反応温度が５０℃である場合の活性を基準（
１００％）とする相対活性として示したグラフである。図３のグラフに示されるように、
この酵素は、２０～６５℃で活性を発揮し、そして反応の至適温度は５０℃付近（例えば
４５～５５℃）であった。
【０１２０】
　（３）温度安定性
　実施例１で得た精製酵素を１６０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．４）中で、種々
の温度で３０分間処理した後の残存活性を、上記「ＰＬＢ活性標準測定方法」の方法に従
って、ジミリストイルホスファチジン酸を基質として用い、ｐＨ８．４で５０℃にて５分
間で測定した。温度処理前の酵素活性を基準（１００％）として、各温度処理後の酵素活
性の残存割合として残存活性を示した。
【０１２１】
　図４は、種々の温度での処理後の酵素の残存活性を示すグラフである。図４のグラフに
示されるように、この酵素は、４℃から４５℃までの温度での処理後では、処理前の９０
％以上の活性が残存していた。５０℃の処理後では、処理前の８０％程度（約７５～８０
％）の活性が残存していた。
【０１２２】
　また、実施例１で得た精製酵素を５０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．４）中で、
３７℃で６０分まで処理する間の残存活性を、上記「ＰＬＢ活性標準測定方法」の方法に
従って、ジミリストイルホスファチジン酸を基質として用い、ｐＨ８．４で５０℃にて５
分間で測定した。温度処理前の酵素活性を基準（１００％）として、各時間処理後（１０
分ごと）の酵素活性の残存割合として残存活性を示した。
【０１２３】
　図５は、種々の時間での処理後の酵素の残存活性を示すグラフである。図５のグラフに
示されるように、この酵素は、温度３７℃では６０分の処理後でも、処理前と同程度の活
性が残存していた。
【０１２４】
　（４）ｐＨ安定性
　実施例１で得た精製酵素を４０ｍＭの各緩衝液（「作用ｐＨ」の欄参照）中で、種々の
ｐＨで４℃、３時間処理した後の残存活性を、上記「ＰＬＢ活性標準測定方法」の方法に
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従って、ジミリストイルホスファチジン酸を基質として用い、ｐＨ８．４で５０℃にて５
分間で測定した。処理前の酵素活性を基準（１００％）として、各処理後の酵素活性の残
存割合として残存活性を示した。
【０１２５】
　図６は、種々のｐＨでの処理後の酵素の残存活性を示すグラフである。図６のグラフに
示されるように、この酵素は、ｐＨ４．１から１０．５まで活性が残存していた。
【０１２６】
　（５）各種金属塩およびＥＤＴＡ等の化学物質の影響
　酵素反応の際に、各種金属イオン又はＥＤＴＡを添加して、上記「ＰＬＢ活性標準測定
方法」の方法に従って、ジミリストイルホスファチジン酸を基質として用い、ｐＨ８．４
で５０℃にて５分間でＰＬＢ活性を測定した。
【０１２７】
　表１は、１０ｍＭのＥＤＴＡを添加した条件を１００％としたときの、各種添加物を添
加した相対活性の結果である。実施例１で得た酵素は、１０ｍＭのＥＤＴＡ、並びに、２
ｍＭのヨードアセタミド、２－メルカプトエタノール、ＰＭＳＦ（フッ化フェニルメチル
スルホニル）、及び、ＳＤＳによって阻害を受けず添加しない場合とほぼ同一の活性を示
した。また、カルシウムイオン（１０ｍＭ　Ｃａ２＋）存在下では、約９０％の活性を示
した。一方、１０ｍＭのＭｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｏ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋

、Ｆｅ２＋、および、２ｍＭのジチオトレイトールで活性が阻害され得ることが確認され
た。
【０１２８】

【表１】

 
【０１２９】
　（６）基質特異性
　ジミリストイルホスファチジン酸の代わりに各種リン脂質を基質として用いたこと以外
は、上記「ＰＬＢ活性標準測定方法」の方法に従って、ＰＬＢ活性を測定した。
【０１３０】
　表２は、ジミリストイルホスファチジン酸を基質としてｐＨ８．４で５０℃にて５分間
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での加水分解活性を１００％とした場合の相対活性の結果である。実施例１で得た酵素は
、表２に示すような基質特異性を示した。
【０１３１】
【表２】

 
【０１３２】
　（７）分子量
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法（１２％（ｗ／ｖ）ポリアクリルアミドゲル）に従って、実施例１
で得た精製酵素の分子量を測定した結果、精製酵素の分子量は約３９，０００であった（
図１）。なお、単位はＤａ（ダルトン）である。
【０１３３】
　（８）等電点
　Ｇｅｎｅｔｙｘを用いて酵素のアミノ酸配列に基づいて酵素の等電点を予測した結果、
酵素の等電点は６．４であった。
【０１３４】
　［実施例３：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来酵素のＮ末端ア
ミノ酸配列の解析］
　実施例１で得た精製酵素を用いて、プロテインシーケンサーによりＮ末端アミノ酸配列
の解析を行った。また、ｎａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳにより内部アミノ酸配列の解析を行っ
た。解析から、この精製酵素のＮ末端アミノ酸配列は、配列番号３に示すものであること
が確認された。また、内部アミノ酸配列は、配列番号４、５、６に示すものであることが
確認された。なお、配列番号３は、配列番号２の３１位からに示される配列となっている
（１～３０位が分泌シグナル配列で成熟（精製）酵素では除去されている）。また、配列
番号４は、配列番号２の１８７位からに示される配列となっている。また、配列番号５は
、配列番号２の３２７位からに示される配列となっている。なお、配列番号２における３
３５位のアミノ酸、すなわち、配列番号５の９位のアミノ酸が一致していないのは、ｎａ
ｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳによるデノボアミノ酸配列解析ではＬｅｕとＩｌｅが判別できなか
ったためである。また、配列番号６は、配列番号２の１４５位からに示される配列となっ
ている。
【０１３５】
　［実施例４：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４の染色体
ＤＮＡの分離］
　ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４を、ＹＥＭＥ培地（０
．３％酵母エキス、０．５％ペプトン、０．３％麦芽エキス、１％グルコース、３４％シ
ュークロース、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．５％グリシン）３０ｍｌを用いて２８℃で４日
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間培養し、集菌した。
【０１３６】
　 次いで、この菌体を、７５ｍＭ　ＮａＣｌ、２５ｍＭ　ＥＤＴＡ、２０ｍＭ　トリス
－塩酸（ｐＨ７．５）および１ｍｇ／ｍｌリゾチームからなる溶液５ｍｌに懸濁し、３７
℃で一晩処理した。これに、１０％（ｗ／ｖ）ＳＤＳを７５０μｌ、ｐｒｏｔｅｉｎａｓ
ｅ　Ｋを５ｍｇ添加し、５５℃で２時間処理した。この溶液にクロロホルム７．５ｍｌを
加えて攪拌し、遠心分離により水相を５ｍｌ分取した。
【０１３７】
　この水相に３ｍｌのイソプロパノールを添加混合してＤＮＡ画分を回収し、１０ｍＭ　
トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）および１ｍＭ　ＥＤＴＡからなる溶液５００μｌに溶
解した。これに、ＲＮａｓｅＡを２０μｇ／ｍｌとなるように加え、３７℃で１時間処理
した後、０．８ＭのＮａＣｌを含む１３％ＰＥＧ溶液を５００μｌ加え攪拌し、遠心分離
により、水相を５００μｌ分取した。これにフェノール／クロロホルム混合液５００μｌ
を加えて攪拌し、遠心分離により、水相を５００μｌ分取した。
【０１３８】
　この水相に３Ｍ　酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２）５０μＬおよびエタノール１ｍｌを添
加混合し、ＤＮＡを回収した。
【０１３９】
　このＤＮＡを７０％（ｖ／ｖ）エタノールに１０分間浸漬した後、１０ｍＭ　トリス－
塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）および１ｍＭ　ＥＤＴＡからなる溶液２００μｌに溶解した。
【０１４０】
　［実施例５：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４由来ＰＬ
Ｂ遺伝子のコア領域のクローニング］
　ＰＬＢのＮ末端および内部アミノ酸配列とストレプトマイセス属の使用コドンに基づい
て、ＰＣＲ用の縮重オリゴヌクレオチドプライマーＳ１センスプライマー「ｐｒｉｍｅｒ
　Ｓ１」（配列番号７）、及び、３種のＡ１アンチセンスプライマーとして「ｐｒｉｍｅ
ｒ　Ａ１－１」（配列番号８）、「ｐｒｉｍｅｒ　Ａ１－２」（配列番号９）、「ｐｒｉ
ｍｅｒ　Ａ１－３」（配列番号１０）を設計した。ここで、配列中のｓはｃまたはｇを表
し、ｗはａまたはｔを表し、ｋはｇまたはｔを表している。
【０１４１】
　ＰＣＲの反応液組成は次のとおりである。
【０１４２】
　実施例４で得た鋳型染色体ＤＮＡ５０ｎｇ、２×ＭｉｇｈｔｙＡｍｐ　Ｂｕｆｆｅｒ　
２５μＬ、プライマー各３００ｎＭ、およびＭｉｇｈｔｙＡｍｐ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅ
ｒａｓｅ　１．２５ユニットに、蒸留水を全量５０μｌとなるように添加した。
【０１４３】
　ＰＣＲ反応条件は次のとおりである。
【０１４４】
　　ステップ１：９８℃、２分；
　　ステップ２：９８℃、１０秒；
　　ステップ３：６６℃、３０秒；
　　ステップ２からステップ３を３０サイクル繰り返す；
　　ステップ４：６６℃、１分３０秒。
【０１４５】
　配列番号７～１０を用いたＰＣＲによって、約５００ｂｐの特異的な増幅産物を得た。
【０１４６】
　このＰＣＲ反応液についてアガロースゲル電気泳動を行い、目的の５００ｂｐのバンド
部分を切り出し、ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ　Ｖｅｃｔｏｒ　ＳｙｓｔｅｍＩ（Ｐｒｏｍｅ
ｇａ）を用いて、ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ　Ｖｅｃｔｏｒに結合させ、大腸菌を形質転換
した。形質転換株をアンピシリン５０μｇ／ｍｌを含むＬＢ培地（トリプトン１％、酵母
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エキス０．５％、塩化ナトリウム０．４％、ｐＨ７．２）で培養し、Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　
ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ製）を用いてＤＮＡシーケン
ス用のプラスミドを抽出・精製した。
【０１４７】
　続いて、ベクター（ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ　Ｖｅｃｔｏｒ）に由来するＴ７プライマ
ーおよびＳＰ６プライマーを用いて自動シークエンサーによって、挿入断片の塩基配列を
決定した。この塩基配列を、配列番号１１に示す。
【０１４８】
　［実施例６：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来ＰＬＢ遺伝子の
コア領域周辺のクローニング］
　実施例５で決定した遺伝子配列の周辺領域の配列を明らかにするために、インバースＰ
ＣＲによりその上流側と下流側を含むＤＮＡ断片を増幅した。
【０１４９】
　実施例４で得た染色体ＤＮＡをＳａｌＩで完全消化し、Ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｈｉｇｈ　
 Ｖｅｒ．２（Ｔｏｙｏｂｏ社製）により自己閉環化させた。これを鋳型にして、ホスホ
リパーゼＢの部分遺伝子配列に基づいて作製したセンスプライマーＳＥ１「ｐｒｉｍｅｒ
　ＳＥ１」（配列番号１２）とアンチセンスプライマーＡＮ１「ｐｒｉｍｅｒ　ＡＮ１」
（配列番号１３）とを用いて、Ｉｎｖｅｒｓｅ　ＰＣＲを行った。
【０１５０】
　ＰＣＲの反応液組成は次のとおりである。
【０１５１】
　鋳型ＤＮＡ ２００ｎｇ、２×ＭｉｇｈｔｙＡｍｐ　Ｂｕｆｆｅｒ　２５μｌ、プライ
マー各３００ｎＭ、およびＭｉｇｈｔｙＡｍｐ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　１．２
５ユニットに、蒸留水を全量５０μｌとなるように添加した。
【０１５２】
　ＰＣＲ反応条件は次のとおりである。
【０１５３】
　　ステップ１：９８℃、２分；
　　ステップ２：９８℃、１０秒；
　　ステップ３：６８℃、５分；
　　ステップ２からステップ３を２０サイクル繰り返す；
　　ステップ４：６８℃、２分。
【０１５４】
　このＰＣＲによって、約４，０００ｂｐの特異的な増幅産物が得られ、これをｐＭＤ２
０－Ｔベクター（ＴａＫａＲａ製）にてクローニングし、塩基配列を決定した。
【０１５５】
　実施例５で決定した塩基配列と併せて上記で決定した塩基配列に基づいて、ストレプト
マイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来ＰＬＢ遺伝子を含む領域の塩基配列を決定
した（配列番号１４の上段）。さらに、構造遺伝子部分についてその塩基配列からアミノ
酸配列を推定した（配列番号１４の下段、及び、配列番号１５）。
【０１５６】
　図７Ａ及び図７Ｂ（以下、まとめて図７という）は、この決定したＰＬＢ遺伝子を含む
領域の塩基配列、および、この塩基配列から推定される構造遺伝子の推定アミノ酸配列を
示しており、上段に塩基配列、下段に推定アミノ酸配列を示している。なお、図７の配列
は、ＤＤＢＪ　ACCESSION　Ｎｏ．AB602789として非公開登録済みである。
【０１５７】
　図７に示す配列解析の結果から、ＰＬＢをコードする構造遺伝子は１，１４６ｂｐのヌ
クレオチド（終止コドンを含めると１，１４９ｂｐ）からなり、３８２残基のアミノ酸を
コードしていることが明らかとなった。この３８２残基は、配列番号１４（図７）のアミ
ノ酸配列の３１位～４１２位である。配列番号１４（図７）のアミノ酸配列の１～３０位
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が分泌シグナル配列である。
【０１５８】
　実施例３にて決定したストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来の精製
酵素のＮ末端および内部アミノ酸配列が、上記の推定アミノ酸配列中に存在し、ほぼ完全
に一致していた（図７中に下線で示す）。
【０１５９】
　すなわち、配列番号３のアミノ酸配列は、配列番号１４（図７）のアミノ酸配列の３１
位からに示される配列となっている。また、配列番号４のアミノ酸配列は、配列番号１４
（図７）のアミノ酸配列の１８７位からに示される配列となっている。また、配列番号５
のアミノ酸配列は、配列番号１４（図７）のアミノ酸配列の３２７位からに示される配列
となっている。ただし、配列番号１４（図７）のアミノ酸配列における３３５位のアミノ
酸「Ｉｌｅ」は、配列番号５のアミノ酸配列の９位のアミノ酸では「Ｌｅｕ」となってい
る。これは、ｎａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳではＬｅｕとＩｌｅが判別できないために、Ｌｅ
ｕと判定されたためである。また、配列番号６のアミノ酸配列は、配列番号１４（図７）
のアミノ酸配列の１４５位からに示される配列となっている。

　配列類似性検索プログラムＢＬＡＳＴおよびＦＡＳＴＡを用いることにより、上記の推
定アミノ酸配列を４種類のタンパク質配列データベース（ＰＴＲ、ＰＲＦ、 ＵＮＩ－Ｐ
ＲＯＴおよびＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ）内の配列と比較した。その結果、上記推定アミノ酸
配列は、Streptomyces sp. C.のPutative uncharacterized protein（ＤＤＢＪ　ACCESSI
ON　Ｎｏ．D9VPC7）と４４％一致した。　また、ストレプトマイセス・エスピー（Strept
omyces sp.）由来の精製酵素（すなわちＰＬＢ）は、この推定アミノ酸配列のアミノ酸組
成に基づいて計算したところ、約４２，０００の分子量を有することが推定された。
【０１６０】
　［実施例７：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来ＰＬＢ遺伝子を
含む組換えプラスミドの作製］
　放線菌においてストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来ＰＬＢを発現
させるために、形質転換に用いる組換えプラスミドを作製した。
【０１６１】
　まず、ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来ＰＬＢの構造遺伝子の
上流域配列にＮｈｅＩ部位を付加したセンスプライマーＳ２「ｐｒｉｍｅｒ　Ｓ２」（配
列番号１６）、および、この構造遺伝子の下流域配列にＢｇｌＩＩ部位を付加したアンチ
センスプライマーＡ２「ｐｒｉｍｅｒ　Ａ２」（配列番号１７）を設計した。次いで、こ
れらのプライマーを用いて、実施例４で得た染色体ＤＮＡを鋳型としてＰＣＲを行った。
【０１６２】
　ＰＣＲの反応液組成は次のとおりである。
【０１６３】
　鋳型染色体ＤＮＡ　２００ｎｇ、１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　１５μｌ、プライマー
 各５００ｎＭ、ｄＮＴＰ混合物　各０．３ｍＭ、ＭｇＣｌ２　１．２５ｍＭ、ＤＭＳＯ
　３％、およびＫＯＤ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　２．５ユニットに、蒸留水を全
量５０μｌとなるように添加した。
【０１６４】
　ＰＣＲ反応条件は次のとおりである。
【０１６５】
　　ステップ１：９８℃、２分；
　　ステップ２：９８℃、１５秒；
　　ステップ３：６５℃、２秒；
　　ステップ４：７４℃、３０秒；
　　ステップ２からステップ４を３０サイクル繰り返す；
　　ステップ５：７４℃、１分３０秒。
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【０１６６】
　このＰＣＲにより約１２００ｂｐの特異的な増幅産物が得られた。
【０１６７】
　この増幅された断片をＮｈｅＩとＢｇｌＩＩで消化し、発現ベクターである放線菌プラ
スミドのＮｈｅＩ－ＢｇｌＩＩ部位に挿入して、組換えプラスミドを得た。ここで、シグ
ナル配列とターミネーターは、ホスホリパーゼ酵素遺伝子のものを用いたが、別の遺伝子
由来のものを適宜組み合わせて用いても良い。
【０１６８】
　［実施例８：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来ＰＬＢ遺伝子を
発現する組換え放線菌の作製］
　実施例７で得た組換えプラスミドを用いて、「ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＳＴＲＥＰＴＯＭ
ＹＣＥＳ　ＧＥＮＥＴＩＣＳ（Ｋｉｅｓｅｒら、Ｊｏｈｎ　Ｉｎｎｅｓ　Ｆｏｕｎｄａｔ
ｉｏｎ、２０００年）」に記載の方法に従い、プロトプラスト化された放線菌ストレプト
マイセス・リビダンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｌｉｖｉｄａｎｓ）１３２６を形質
転換し、組換え放線菌を得た。
【０１６９】
　［実施例９：ストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）由来ホスホリパーゼ
Ｂ遺伝子を発現する組換え放線菌の酵素活性測定］
　実施例８で得た組換え放線菌を、２０μｇ／ｍＬのチオストレプトンを含む１００ｍＬ
のトリプチックソイ培地（ベクトン・ディッキンソン社製）で培養した。得られた培養液
から遠心分離（１５０００ｒｐｍ、５分、４℃）にて上清を回収し、８０％（ｗ／ｖ）飽
和となるように硫酸アンモニウムを加えた。４℃で１６時間放置し、遠心分離（１５００
０ｒｐｍ、１５分、４℃）にて、沈殿を回収した。回収した沈殿を１０ｍｌの２０ｍＭト
リス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）に溶解し、２０ｍＭ　トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０
）を外液として透析を行い、１５ｍｌの酵素溶液を得た。
【０１７０】
　この酵素溶液の酵素活性を、上記「ＰＬＢ活性標準測定方法」に記載した酵素活性の測
定方法に従って、ジミリストイルホスファチジン酸を基質として用い、ｐＨ８．４で５０
℃で酵素活性を測定した。その結果、１００Ｕ／ｍｌ（下限は６０Ｕ／ｍｌ）を超える強
い活性を示す培養上清が得られた。また、透析後の酵素溶液（１５ｍｌ）の酵素活性はさ
らに強い活性（７７０Ｕ／ｍｌ以上）を示した。なお、ベクターであるプラスミドをその
まま用いて形質転換した放線菌では、ＰＬＢ活性は検出されなかった。
【０１７１】
　［菌種の特定］
　上記の実施例で用いたストレプトマイセス・エスピー（Streptomyces sp.）ＮＡ６８４
は、生理性状試験と、塩基配列に基いた１６Ｓ　ｒＤＮＡ塩基配列解析との結果によって
、菌種が特定された。
【産業上の利用可能性】
【０１７２】
　本発明によれば、新規なＰＬＢおよびその製造方法が提供される。ＰＬＢをリン脂質に
作用させて生成されるリゾリン脂質、グリセロール－３－リン酸、及び、グリセロール－
３－ホスホコリンなどのグリセロール－３－リン酸エステル化合物は、食品および化粧品
の基材などとして有用である。本発明による酵素は、ＰＥ以外のリン脂質によく作用する
ことが可能で、特に、ＰＡとＰＣによく作用する。ＰＥにほとんど作用しない性質を利用
すれば粗リン脂質からＰＥのみを残存させ、その純度を高めることが可能である。これに
よって、高純度のＰＥを製造することが期待できる。また、リゾホスファチジルイノシト
ール（ＬＰＩ）は抗カビ剤、リゾホスホグリセロール（ＬＰＧ）は起泡力安定剤、澱粉の
老化防止剤、麺類の改質剤、リゾホスファチジルエタノールアミン（ＬＰＥ）：神経栄養
作用（ストレス、うつ、認知症など）、リゾホスファチジン酸（ＬＰＡ）：受精卵着床の
促進（着床改善薬）、毛の形成（育毛）、強い細胞増殖作用、リゾホスファチジルセリン
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（ＬＰＳ）：肥満細胞の活性化を促進（アレルギーやアトピーに関与）など多くの生理活
性を示すリゾレシチンを製造するのに有効である。さらに、食品素材に本発明による酵素
を混合し、素材中に存在するリン脂質を加水分解することでその素材の機能性を高めたり
、物性を改良することが可能となる。
【０１７３】
　本発明による酵素を用いて製造可能なグリセロール－３－ホスホコリン（ＧＰＣ）は認
知症予防などが期待されている。また、グリセロール－３－ホスホイノシトール（ＧＰＩ
）は善玉コレステロール増加効果が認められるなど有用性が期待できる。
【受託番号】
【０１７４】
寄託機関の名称：独立行政法人製品評価技術基盤機構特許微生物寄託センター（ＮＰＭＤ
）
寄託機関のあて名：日本国 〒292-0818 千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8
寄託の日付：２０１１年１月２６日
受託番号：ＮＩＴＥ　ＢＰ－１０１５
【配列表フリーテキスト】
【０１７５】
配列番号１：ＰＬＢ（ポリペプチド）
配列番号２：ＰＬＢ発現遺伝子
配列番号３：ＰＬＢのＮ末端配列
配列番号４：ＰＬＢの内部配列
配列番号５：ＰＬＢの内部配列
配列番号６：ＰＬＢの内部配列
配列番号７：プライマーＳ１
配列番号８：プライマーＡ１－１
配列番号９：プライマーＡ１－２
配列番号１０：プライマーＡ１－３
配列番号１１：ＰＬＢ発現遺伝子の内部配列
配列番号１２：プライマーＳＥ１
配列番号１３：プライマーＡＮ１
配列番号１４：ＰＬＢ発現遺伝子
配列番号１５：ＰＬＢ（ポリペプチド）
配列番号１６：プライマーＳ２
配列番号１７：プライマーＡ２
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