
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記の理化学的性質を有する カプサイシン
分解合成酵素及びコバルトイオンの存在下、バニリルアミンと脂肪酸とを反応させること
を特徴とするカプサイシン又はカプサイシン類縁体を合成する方法。
(1)作用及び基質特異性　カプサイシンの分解反応及び／又は合成反応を触媒し、かつ、
分解反応の生成物及び合成反応の反応物が、バニリルアミン及び脂肪酸である。
(2)至適温度の範囲　 55℃近傍である。
(3)至適 pHの範囲　 7～ 8である。

【請求項２】
　

【発明の詳細な説明】
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Streptomyces mobaraensis IFO 13819由来の

(4)分子量が約 60kDaである。

下記の理化学的性質を有する Streptomyces mobaraensis IFO 13819由来のカプサイシン
分解合成酵素及びコバルトイオンの存在下、カプサイシン又はカプサイシン類縁体を加水
分解する方法。
(1)作用及び基質特異性　カプサイシンの分解反応及び／又は合成反応を触媒し、かつ、
分解反応の生成物及び合成反応の反応物が、バニリルアミン及び脂肪酸である。
(2)至適温度の範囲　 55℃近傍である。
(3)至適 pHの範囲　 7～ 8である。
(4)分子量が約 60kDaである。



【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、新規な酵素、当該酵素を生産する能力を有する微生物、当該酵素の生産方法、
及び当該酵素を利用した有用物質の合成方法に関し、特にカプサイシンの分解又は合成反
応を触媒する酵素、当該酵素を生産する能力を有する微生物、当該酵素の生産方法、及び
当該酵素を利用したカプサイシン類の合成方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
カプサイシンは唐辛子（ Capsicum annuum）の辛味主成分の一種であり、食欲増進や鎮痛
作用などの有用な生理活性を有している。このようにカプサイシンは種々の生理活性を示
し、機能性食品素材や医薬品原料の分野においても有用であることから、現在世界的な注
目を集めている。
【０００３】
このようなカプサイシン及びカプサイシン類縁体は、たとえば、有機合成化学的方法によ
り合成することができる。
【０００４】
また、酵素を利用した合成法として、バニリルアミンとトリグリセドにリパーゼを作用さ
せてカプサイシン類の酵素的合成に成功した例も知られている。
【０００５】
さらに、ラット肝アセトン粉末を用いてカプサイシン類を合成できることも知られている
。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】
しかしながら、上記有機合成化学的方法によれば、使用する試薬類が食品加工用として認
められていないため、食品素材の製造方法として利用することができないという欠点を有
する。また、上述の酵素を利用した合成法や、ラット肝アセトン粉末を用いた方法におい
ては、前者では 20％以下、後者では 2日間でも収率が８～ 28％であり、共に合成収率が低
いという欠点を有する。その上、後者においては、本酵素標品は、ラット肝臓を原料とす
るため工業用途向けの大量生産が困難である。したがって、大量生産が容易で、なおかつ
高収率で、安定したカプサイシン類を合成し得る方法が望まれていた。
【０００７】
そこで、本発明の目的は、大量生産が容易で、なおかつ高収率で、安定したカプサイシン
類を合成するのに有用な酵素、当該酵素の生産方法、当該酵素を生産する能力を有する微
生物、当該酵素を用いたカプサイシン類の合成方法を提供することにある。
【０００８】
【課題を解決するための手段】
上記目的を達成するために、発明者らは、カプサイシン類を特異的に加水分解及び合成す
る能力に優れた酵素を求めて種々の微生物について検討した結果、本発明の酵素及び当該
酵素の生産方法を見出すに至った。
【０００９】
本発明のカプサイシン分解合成酵素は、下記 (1)～ (3)の理化学的性質を有することを特徴
とする。 (1)作用及び基質特異性　カプサイシンの分解反応及び／又は合成反応を触媒す
る。 (2)至適温度の範囲　 55℃近傍である。 (3)至適 pHの範囲　 7～ 8である。
【００１０】
本発明のカプサイシン分解合成酵素の好ましい実施態様において、カプサイシン分解合成
酵素が、 Streptomyces属に属する微生物由来であることを特徴とする。
【００１１】
　本発明のカプサイシンの分解合成酵素の好ましい実施態様において、 Streptomyces属に
属する微生物が、 Streptomyces mobaraensis IFO 13819又は  luteoreticuli
 IFO 13422であることを特徴とする。
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【００１２】
本発明の微生物は、下記 (1)～ (3)の理化学的性質を有するカプサイシン分解合成酵素の生
産能を有する Streptomyces属に属することを特徴とする。 (1)作用及び基質特異性　カプ
サイシンの分解反応又は合成反応を触媒する。 (2)至適温度の範囲　 55℃近傍である。 (3)
至適 pHの範囲　 7～ 8である。
【００１３】
本発明のカプサイシン分解合成酵素の生産方法は、 Streptomyces属に属し、カプサイシン
分解合成酵素を生産する能力を有する微生物を培養し、その培養液から前記カプサイシン
分解合成酵素を採取することを特徴とする。
【００１４】
　本発明のカプサイシン分解合成酵素の生産方法の好ましい実施態様において、前記微生
物が、 Streptomyces mobaraensis IFO 13819又は  luteoreticuli IFO 13422
であることを特徴とする。
【００１５】
本発明のカプサイシン又はカプサイシン類縁体を合成する方法は、請求項 1項に記載の酵
素の存在下、バニリルアミンと脂肪酸とを反応させることを特徴とする。
【００１６】
本発明のカプサイシン又はカプサイシン類縁体を合成する方法の好ましい実施態様におい
て、コバルトイオンの存在下で反応させることを特徴とする。
【００１７】
【発明の実施の形態】
本発明のカプサイシン分解合成酵素は、カプサイシンのみならずカプサイシン類縁体の加
水分解、及び合成反応を触媒する作用を有する酵素を広く意味するものである。カプサイ
シン分解合成酵素は、下記 (1)～ (3)の理化学的性質を有する。すなわち、 (1)作用及び基
質特異性　カプサイシンの分解反応又は合成反応を触媒する。 (2)至適温度の範囲　 55℃
近傍である。 (3)至適 pHの範囲　 7～ 8である。また、本発明の分解合成酵素の分子量は、
およそ 45kDa～ 60kDaの間にある。電気泳動によって単一のバンドが得られることから、単
量体であると考えられる。
【００１８】
　このような本発明のカプサイシン分解合成酵素は、好ましくは、 Streptomyces属に属す
る微生物由来のものである。より好ましくは、本酵素は、 Streptomyces属に属する微生物
のうち、 Streptomyces mobaraensis IFO 13819又は  luteoreticuli IFO 134
22由来である。
【００１９】
また、本発明のカプサイシン分解合成酵素は、好ましくは、コバルトイオンの存在下で、
酵素活性が促進する。このような酵素活性の高い酵素を利用すれば、後述するようなカプ
サイシン又はカプサイシン類縁体の高効率な合成に有益である。
【００２０】
本発明のカプサイシン又はカプサイシン類縁体を合成する方法は、上述の本発明の分解合
成酵素を用いる。具体的には、当該分解合成酵素の存在下、バニリルアミンと脂肪酸とを
反応させる。反応式を以下に示す。
【００２１】
【化１】
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なお、上記式において、一例としてバニリルアミンを用いたが、脂肪酸と反応させて目的
とするカプサイシン類縁体を得るのに、バニリルアミンに類似する種々の類似アミン化合
物を用いることができる。同様に、脂肪酸としては、特に限定されず、目的とするカプサ
イシン類縁体に応じて、種々の脂肪酸を用いることができる。例えば、オクタン酸、デカ
ン酸、ラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸等を挙げることができる
。
【００２２】
パルミチン酸より高い炭素数の脂肪酸を用いる場合には、溶媒の種類によっては、溶媒に
溶解しないことも生じるので、適宜溶媒を選択して反応させることができる。また、この
場合、酸素濃度を高めたり、コバルトイオンを添加して反応を促進させることも可能であ
る。
【００２３】
本発明の微生物は、下記 (1)～ (3)の理化学的性質を有するカプサイシン分解合成酵素の生
産能を有する Streptomyces属に属する。 (1)作用及び基質特異性　カプサイシンの分解反
応又は合成反応を触媒する。 (2)至適温度の範囲　 55℃近傍である。 (3)至適 pHの範囲　 7
～ 8である。
【００２４】
Streptomyces 属に属する微生物の菌学的性質としては、真正法線菌に属し、菌糸状の状
態で生育するグラム陽性（グラム染色性が陽性）の偏性好気性菌であることが挙げられる
。
【００２５】
　本発明のカプサイシン分解合成酵素の生産性が高いという観点から、微生物としては、
Streptomyces mobaraensis IFO 13819又は  luteoreticuli IFO 13422である
ことが好ましい。
【００２６】
　 Streptomyces mobaraensis IFO 13819又は  luteoreticuli IFO 13422は、
大阪の財団法人発酵研究所（ IFO）より入手可能であり、 IFO 13819、  IFO 13422は、 IFO
の寄託番号を示す。
【００２７】
なお、 IFO13819は、他の微生物保存期間にも同一菌株が寄託されており、理化学研究所微
生物系統保存施設（ JCM）では JCM4168、米国の American Type Culture Collection（ ATCC
）では ATCC29032、同じく米国 National Center for Agricultural Utilization Research
（ NRRL）では NRRL B-3729である。また、 IFO 13422は、同一菌株が ATCCでは Streptomyces
 mobaraensis ATCC 27446である。
【００２８】
本発明のカプサイシン分解合成酵素の生産方法は、 Streptomyces属に属し、カプサイシン
分解合成酵素を生産する能力を有する微生物を、通常の方法で培養し、その培養液から前
記カプサイシン分解合成酵素を採取すればよい。また、上記微生物の自然的又は人工的変
異株の培養物から、本発明の分解合成酵素を採取してもよい。培養の形態としては、液体
培養、固体培養等を挙げることができ、いずれも適用可能である。工業的に有利に培養す
るために、振盪培養、通気攪拌培養等を行なっても良い。
【００２９】
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　培地の栄養原としては、特に限定されることはなく、微生物の培養に通常用いられる炭
素原、窒素源等を挙げることができる。炭素源としては、酵母エキス、グリセリン、グル
コースなどを、または窒素源としては、ペプトン、肉エキス、コーンスチープリカー等の
有機窒素化合物を挙げることができる。その他、無機塩類、例えば、食塩、リン酸塩類、
硫酸塩類、カリウム、マグネシウム、カルシウム、亜鉛などの金属塩類を適宜培地に加え
ても良い。培養温度、培養時間等の培養条件について、使用する微生物の発育に適し、か
つ本発明の分解合成酵素の生産が最高になるような条件を適宜選択する。例えば、培地の
pHは、中性、好ましくは 6.0～ 8.0、より好ましくは 7.0近傍である。また、放線菌の生育
温度は一般的には 28～ 37℃である。これらの菌体の好ましい培養温度としては 28～ 32℃の
範囲である。特に、 IFOでは、以下に述べる Streptomyces mobaraensis IFO 13819及び

 luteoreticuli IFO 13422の２つの菌株の培養温度として 28℃を推奨している
。
【００３０】
このようにして得られた培養物から本発明の分解合成酵素を得るには、代謝産物を採取す
るのに通常用いられる方法を適宜利用することができる。例えば、当該分解合成酵素と不
純物との溶解度の差を利用する方法、親和力を利用する方法、分子量の差を利用する方法
等を、単独又は組み合わせて、あるいは反復して使用することができる。例えば、本発明
の分解合成酵素は、微生物の体外に分泌されるので、微生物の培養を行ない、培溶液から
濾過、あるいは遠心分離によって微生物を取り除いた培養上清を得、この培養上清から硫
酸アンモニウムを用いた塩析、各種のイオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマト
グラフィー等を組み合わせて本発明の分解合成酵素を精製すればよい。
【００３１】
【実施例】
以下、本発明を実施例により更に具体的に説明するが、本発明は、下記実施例に限定して
解釈される意図ではない。
【００３２】
実施例１
＜カプサイシン分解合成酵素の精製＞
まず、カプサイシン分解合成酵素が菌体内と菌体外のどちらに多く含まれているかを調べ
た。菌体を超音波破砕して得た溶液と、培養上清について活性測定したところ、菌体外の
比活性は培養日数と共に増加するが、菌体内の活性は培養 6日間で殆ど見られなくなった
。よって、本菌株の産生するカプサイシン分解合成酵素は効率よく菌体外に分泌されてい
ると考えられる。
【００３３】
ついで、カプサイシン加水分解酵素活性の高いもの選別する目的で、種々の Streptomyces
 sp．についてスクリーニングを行った。スクリーニング方法は以下の通りである。
【００３４】
培地は４％ beef extract、２％ polyPepton等を用いて精製し、初期 pH7.0、振盪速度 120st
rokes／ min、温度 30℃で 7日間培養を行った。活性については、 0.13mMカプサイシンを基
質として、 37℃でインキュベート後に HPLC測定を行った。なお、酵素活性１ Uは、 1μ mol
のカプサイシンを 37℃、 1時間で加水分解するのに必要な酵素量として定義した。その結
果、 S， mobaraensis IFO 13819の活性が 1.2（ U／ mL）、 S． luteoreticuli IFO 13422の活
性が 1.0（ U／ mL）と相対的に高い活性を示した。ただし、 S.luteoreticuliは ATCCによる
分類では S.mobaraensisに分類されている。
【００３５】
これらの知見から、菌株として S.mobaraensis IFO 13819を用いて、培養を行った。可溶
性澱粉 2.0％、ポリペプトン 2.0％、肉エキス 4.0％、酵母エキス 0.2％、リン酸水素カリウ
ム 0.2％、硫酸マグネシウム 0.1％からなる pH７の液体培地に Streptomyces mobaraensis I
FO 13819の胞子懸濁液を接種し、 30℃で 7日間培養した。
【００３６】
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その後、酵素を培養上清に終濃度５０％になるように硫酸アンモニウムを加え、硫安沈澱
を行った。得られた沈澱をバッファーに溶解後、 CM Sephadex C-50で分画し、さらに二回
ヒドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィーを用いて精製した。
【００３７】
CM-Sephadex C-50カラムクロマトグラフィーの溶出曲線を図 3に示す。タンパク質濃度は
、 OD280で、カプサイシン（ CAP）加水分解活性は加水分解率で表した。活性分画は、 NaCl
濃度 400mM付近で溶出した。この活性分画をヒドロキシアパタイトカラムクロマトグラフ
ィーで分画して活性分画を得た (図４ (a))が、不純なタンパク質の混在が認められたため
、この活性分画を再度ヒドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィーで分画した。その
結果、図 4(b)に示すように、リン酸濃度 350mM付近で精製酵素を得た。
【００３８】
このようにして、遠心除菌して当該酵素を含む上清を得た。ついで、得られた上清につい
ての活性を調べた。その結果、上清 0.6L中の当該酵素の総活性は 345U、比活性は 0.061　
Ｕ /mgであった。ここで、酵素活性１ Uは、 37℃、 1時間で１μ molのカプサイシンを加水分
解する酵素量であった。この上清に５０％飽和となるように硫酸アンモニウムを添加して
沈澱画分を得た後、陽イオン交換クロマトグラフィー及びヒドロキシアパタイトクロマト
グラフィー (2回 )を行なうことにより、比活性は 197.0 U/mgとなり (表 1)、ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動的に単一 (分子量約 60kDa)に精製された酵素が得られた (図 1)。
【００３９】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
なお、この比活性はこれまでに報告されているカプサイシン分解活性を有する諸酵素に比
べると非常に高い値であった。
【００４０】
＜カプサイシン分解合成酵素の特性＞
次に、精製酵素の反応特性について検討した。種々の試薬に対する安定性について調べた
結果、精製された当該酵素のカプサイシン加水分解活性はコバルトイオンにより増加した
(表２ )。また、セリンプロテアーゼの阻害剤として知られる PMSF(フェニルメタンスルホ
ニルフルオリド )の添加により活性が阻害されることが示された。
【００４１】
【表２】
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また、カプサイシン分解合成酵素の至適 pHは 8付近であった (図 2)。コバルトイオンを添加
した場合と無添加の場合について、各温度で一時間インキュベートした後の残存活性を調
べた。その結果を図 3に示す。耐熱性に関しては、およそ 50℃まで安定であった (図 3)。 50
℃以上では、コバルトイオン添加時の方が、残存活性が高いことが示された。このことか
ら、コバルトイオンは本酵素の活性促進に加え、安定性にも寄与している可能性が示唆さ
れる。また、活性の温度依存性について検討したところ、５５℃で最も高い反応性を示し
た (図５ )。
【００４２】
実施例２
次に、本発明のカプサイシン分解合成酵素を用いて、カプサイシン類縁体の合成を試みた
。
【００４３】
当該酵素のカプサイシン類縁体合成能力を示す例は、以下のとおりである。水／ｎ－へキ
サン二相系 (ヘキサン相容積／水相容積＝１９ )で、全反応液量 20ml、水相 (0.5mM CoCl2含
有 100mMトリス－塩酸緩衝液 )の初期 pH7.3、 10mMバニリルアミン塩 (終濃度 )とラウリン酸
１００ｍ M(終濃度 )の条件下で、 30Uの酵素を用いて攪拌しながら、 8日間反応を行なった
。反応温度は、 37℃であった。
【００４４】
比較例として、アミノアシラーゼを用いた。へキサン相の HPLC分析を行ってカプサイシン
誘導体を定量した。表３に両酵素を用いた場合の種々の脂肪酸を基質とした反応の結果を
示す。
【００４５】
【表３】

10

20

30

40

50

(7) JP 3951008 B2 2007.8.1



　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００４６】
その結果、収率約 28％でカプサイシン合成が確認できた (図６ )。また、バニリルアミンと
各種飽和脂肪酸とを基質とする合成反応活性に関しては、ラウリン酸 (C12)の場合が最も
高く、比較的炭素鎖の長い脂肪酸 (パルミチン酸： C16)にも作用することが特徴である。
【００４７】
以上、具体例を挙げながら発明の実施の形態に基づいて本発明を詳細に説明したが、本発
明は上記内容に限定されることを意図するものではなく、本発明の要旨を逸脱しない限り
においてあらゆる変更が可能であることは、当業者にとって明白であろう。
【００４８】
【発明の効果】
本発明によれば、大量生産が容易で、なおかつ高収率で、安定したカプサイシン類を合成
するのに有用な酵素、及び当該酵素を用いたカプサイシン類の生産方法を提供し得るとい
う有利な効果を奏する。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明の一実施例である精製酵素の SDS－ PAGEの結果を示す図である。
【図２】　酵素活性の pH依存性を示す図である。
【図３】　本発明の一実施例である精製酵素の熱安定性を示す図である。
【図４】　ヒドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィーの結果を示す図である。 (ａ )
が 1回目、 (ｂ )が 2回目を示す。
【図５】　本発明の一実施例である精製酵素の酵素活性に対する温度依存性を示す図であ
る。
【図６】　カプサイシン誘導体合成反応の経過を示す図である。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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