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(57)【要約】
【課題】ｐＨ４からｐＨ１１という広い範囲で活性を発揮し、ｐＨ１０付近のアルカリ性
でも十分に活性を示すリパーゼ、同リパーゼをコードするポリヌクレオチド、同ポリヌク
レオチドを含む組換えベクター、同組換えベクターが導入された形質転換体、同リパーゼ
の製造法、グリセロ脂質を加水分解する方法及びグリセロ脂質の加水分解物を製造する方
法を提供する。
【解決手段】以下の（１）～（３）の性質を有するリパーゼ：
（１）ガラクトリパーゼ活性及びホスホリパーゼB活性を有する；
（２）分子量が20,000から50,000である；
（３）ストレプトマイセス（Streptomyces）属に属する微生物に由来する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（１）～（３）の性質を有するリパーゼ：
（１）ガラクトリパーゼ活性及びホスホリパーゼB活性を有する；
（２）分子量が20,000から50,000である；
（３）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２】
　前記ストレプトマイセス（Streptomyces）属が、ストレプトマイセス・サングリエリ（
Streptomyces sanglieri）である、請求項１に記載のリパーゼ。
【請求項３】
　下記（ａ）又は（ｂ）に記載のタンパク質である、リパーゼ：
（ａ）配列番号７に示すアミノ酸配列を含むタンパク質；
（ｂ）配列番号７に示すアミノ酸配列において、１～５０個のアミノ酸残基の置換、欠失
、挿入、または付加を含むアミノ酸配列を含み、且つ、ガラクトリパーゼ活性及びホスホ
リパーゼB活性を有するタンパク質。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項に記載のリパーゼをコードするポリヌクレオチド。
【請求項５】
　下記（Ａ）又は（Ｂ）に記載のポリヌクレオチド：
（Ａ）配列番号４に示す塩基配列を含むポリヌクレオチド；
（Ｂ）配列番号４に示す塩基配列と８０％以上の同一性を有する塩基配列を含み、且つ、
ガラクトリパーゼ活性及びホスホリパーゼB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。
【請求項６】
　請求項４または５に記載のポリヌクレオチドを含む組換えベクター。
【請求項７】
　請求項６に記載の組換えベクターを導入した形質転換体。
【請求項８】
　請求項７に記載の形質転換体を培地で培養し、請求項１～３のいずれか１項に記載のリ
パーゼを生成させること、および培養物より前記リパーゼを採取すること、を含む、リパ
ーゼの製造法。
【請求項９】
　請求項１～３のいずれか１項に記載のリパーゼをグリセロ糖脂質及び／又はグリセロリ
ン脂質に作用させることを含む、グリセロ脂質を加水分解する方法。
【請求項１０】
　請求項１～３のいずれか１項に記載のリパーゼをグリセロ糖脂質及び／又はグリセロリ
ン脂質に作用させることを含む、糖グリセロール、リゾ型糖グリセロール、1-アシルリゾ
グリセロリン脂質、２-アシルリゾグリセロリン脂質、グリセロール-3-リン酸からなる群
より選ばれる１種以上からなるグリセロ脂質の加水分解物を製造する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、リパーゼ、同リパーゼをコードするポリヌクレオチド、同ポリヌクレオチド
を含む組換えベクター、同組換えベクターが導入された形質転換体、同リパーゼの製造法
、グリセロ脂質を加水分解する方法及びグリセロ脂質の加水分解物を製造する方法に関す
るものである。
【背景技術】
【０００２】
　「リパーゼ」とは、グリセロ脂質を加水分解する酵素の総称である。
【０００３】
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　「グリセロ脂質」とは、グリセロール骨格を有する脂質をいう。グリセロ脂質としては
、グリセロ糖脂質、グリセロリン脂質、中性脂肪が挙げられる。
【０００４】
　「グリセロ糖脂質」とは、ジアシルグリセロールのフリーの水酸基に糖鎖が共有結合し
た化合物をいう。グリセロ糖脂質としては、モノガラクトシルジアシルグリセロール（Ｍ
ＧＤＧ）やジガラクトシルジアシルグリセロール（ＤＧＤＧ）等のガラクト脂質が挙げら
れる。
【０００５】
　「グリセロリン脂質」とは、ジアシルグリセロールのフリーの水酸基にリン酸基を介し
てセリン、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をいう。
【０００６】
　グリセロ糖脂質に対してリパーゼ活性を示す酵素を、特に、ガラクトリパーゼともいい
、その活性をガラクトリパーゼ活性という。ガラクトリパーゼは、例えば、葉緑体を有す
るホウレンソウ等の高等植物においてその存在が知られている（非特許文献１）。また、
ガラクトリパーゼとしては、アスペルギルス・ジャポニクス（Aspergillus japonicus）
由来のガラクトリパーゼ（特許文献１）やクラミドモナス・レインハルティ（Chlamydomo
nas reinhardtii）由来のガラクトリパーゼ（非特許文献２）、ストレプトマイセス・エ
スピー（Streptomyces sp.）由来のガラクトリパーゼ（特許文献２）も知られている。
【０００７】
　グリセロリン脂質に対してリパーゼ活性を示す酵素を、特にホスホリパーゼともいう。
さらに、グリセロリン脂質におけるグリセロール基の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（その活性をホスホリパーゼA1活性という）、グ
リセロール基のsn-2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A2と称
する（その活性をホスホリパーゼA2活性という）。また、ホスホリパーゼA1活性とホスホ
リパーゼA2活性を併有する酵素をホスホリパーゼBと称する（その活性をホスホリパーゼB
活性という）。
【０００８】
　しかしながら、公知のガラクトリパーゼには、例えば、その生産量が低く、産業応用す
るのが困難であるという問題があった。また、公知の酵素はpH 5の弱酸性からpH 9の弱ア
ルカリ性で活性を示すが、pH 9以上では活性が著しく低下する。このため製麺工程（pH 1
0）などへの応用は期待できない。さらに、特許文献１に記載のガラクトリパーゼはカビ
由来であることから、食品分野で利用するためには抗生物質やアレルゲンなどの除去が必
要になるため、食品素材の加工に適するとはいえない。また、特許文献１に記載のガラク
トリパーゼには、遺伝子組換え法による発現法が確立されていないため、大量製造法がな
いという欠点もある。さらに、トリグリセリドなどの中性脂質にも作用するため、これが
デメリットとなる場合もある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２００８－２０６５１５号公報
【特許文献２】国際公開第２００６／００８６５３号
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Sakaki T, et al.,Plant Physiol. 1990 Oct;94(2):773-80.
【非特許文献２】Li X, et al., Plant Cell 11,4670 (2012)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は、ｐＨ４からｐＨ１１という広い範囲で活性を発揮し、ｐＨ１０付近のアルカ
リ性でも十分に活性を示すリパーゼ、同リパーゼをコードするポリヌクレオチド、同ポリ
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ヌクレオチドを含む組換えベクター、同組換えベクターが導入された形質転換体、同リパ
ーゼの製造法、グリセロ脂質を加水分解する方法及びグリセロ脂質の加水分解物を製造す
る方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、上記課題を解決するため鋭意研究を重ねた結果、新規リパーゼをストレ
プトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属に属する微生物から見出し、本発明を完成
させた。本リパーゼと既知のリパーゼとのアミノ酸配列の相同性は極めて低く、本リパー
ゼは既知のリパーゼとは全く異なる新規なリパーゼであった。
【００１３】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
［１］
　以下の（１）～（３）の性質を有するリパーゼ：
（１）ガラクトリパーゼ活性及びホスホリパーゼB活性を有する；
（２）分子量が20,000から50,000である；
（３）ストレプトマイセス（Streptomyces）属に属する微生物に由来する。
［２］
　前記ストレプトマイセス（Streptomyces）属が、ストレプトマイセス・サングリエリ（
Streptomyces sanglieri）である、前記リパーゼ。
［３］
　下記（ａ）又は（ｂ）に記載のタンパク質である、リパーゼ：
（ａ）配列番号７に示すアミノ酸配列を含むタンパク質；
（ｂ）配列番号７に示すアミノ酸配列において、１～５０個のアミノ酸残基の置換、欠失
、挿入、または付加を含むアミノ酸配列を含み、且つ、ガラクトリパーゼ活性及びホスホ
リパーゼB活性を有するタンパク質。
［４］
　前記リパーゼをコードするポリヌクレオチド。
［５］
　下記（Ａ）又は（Ｂ）に記載のポリヌクレオチド：
（Ａ）配列番号４に示す塩基配列を含むポリヌクレオチド；
（Ｂ）配列番号４に示す塩基配列と８０％以上の同一性を有する塩基配列を含み、且つ、
ガラクトリパーゼ活性及びホスホリパーゼB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。
［６］
　前記ポリヌクレオチドを含む組換えベクター。
［７］
　前記組換えベクターを導入した形質転換体。
［８］
　前記形質転換体を培地で培養し、前記リパーゼを生成させること、および培養物より前
記リパーゼを採取すること、を含む、リパーゼの製造法。
［９］
　前記リパーゼをグリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質に作用させることを含む、
グリセロ脂質を加水分解する方法。
［１０］
　前記リパーゼをグリセロ脂質及び／又はグリセロリン脂質に作用させることを含む、糖
グリセロール、リゾ型糖グリセロール、1-アシルリゾグリセロリン脂質、２-アシルリゾ
グリセロリン脂質、グリセロール-3-リン酸からなる群より選ばれる１種以上からなるグ
リセロ脂質の加水分解物を製造する方法。
【発明の効果】
【００１４】
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　本発明によれば、ｐＨ４からｐＨ１１という広い範囲で活性を発揮する。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】Streptomyces sanglirei A14株由来リパーゼ(GL)のSDS-PAGEによる解析結果を示
す写真である。
【図２】pH７．２条件下、種々の温度でのＧＬの相対活性を示すグラフである。
【図３】37℃条件下、種々のｐＨでのＧＬの相対活性を示すグラフである。
【図４】pH 10.5、４５℃におけるＧＬの基質特異性（加水分解活性の相対比較）を示す
グラフである。
【図５】pH８．０条件下、３０分間の条件で種々の温度で処理した後のＧＬについての残
存活性を相対活性として示すグラフである。
【図６】温度４℃において２時間の条件で種々のｐＨで処理した後のＧＬについての残存
活性を相対活性として示すグラフである。
【図７】金属イオン又はＥＤＴＡを添加したときのＧＬについての相対活性を示すグラフ
である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　＜１＞本発明のリパーゼ
　本発明は、新規リパーゼを提供する。本発明において提供されるリパーゼを「本発明の
リパーゼ」ともいう。
【００１７】
　本発明において、「リパーゼ」とは、グリセロ脂質のエステル結合（カルボキシルエス
テル結合）を加水分解する反応を触媒する活性を有するタンパク質をいう。
【００１８】
　本発明において、リパーゼとは、精製されたものに限定されず、粗精製物、固定化物な
ども含む。リパーゼの精製は、当業者に周知の方法を用いて行われ、種々の精製度のリパ
ーゼ（ほぼ単一までに精製されたリパーゼを含む）が得られ得る。
【００１９】
　微生物由来のリパーゼの場合、例えば、その微生物の培養液を、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方法で精製することができる。
【００２０】
　「グリセロ糖脂質」とは、ジアシルグリセロールのフリーの水酸基に糖鎖が共有結合し
た化合物をいう。「フリーの水酸基」とは、脂肪酸とエステル結合していない水酸基をい
う。例えば、ジアシルグリセロールが1,2-ジアシルグリセロールである場合、グリセロー
ル骨格の3位の水酸基がフリーの水酸基である。糖鎖の種類や長さは特に制限されない。
グリセロ糖脂質としては、ガラクト脂質が挙げられる。「ガラクト脂質」とは、ジアシル
グリセロールのフリーの水酸基にガラクトース鎖（例えば、ガラクトースの１分子や２分
子）が共有結合した化合物をいう。ガラクト脂質としては、モノガラクトシルジアシルグ
リセロール（ＭＧＤＧ）やジガラクトシルジアシルグリセロール（ＤＧＤＧ）が挙げられ
る。また、その他のグリセロ糖脂質としては、スルホキノボシルジアシルグリセロール（
ＳＱＤＧ）が挙げられる。モノガラクトシルジアシルグリセロール（ＭＧＤＧ）、ジガラ
クトシルジアシルグリセロール（ＤＧＤＧ）、およびスルホキノボシルジアシルグリセロ
ール（ＳＱＤＧ）は、それぞれ、糖鎖が１分子のガラクトース、２分子のガラクトース、
および１分子のスルホキノボースである場合のグリセロ糖脂質である。
【００２１】
　「グリセロリン脂質」とは、ジアシルグリセロールのフリーの水酸基にホスホリル塩基
が共有結合した化合物をいう。塩基としては、コリン、エタノールアミン、イノシトール
、セリン、グリセロールが挙げられる。
【００２２】
　すなわち、グリセロールのα位及びβ位のヒドロキシル基に脂肪酸がエステル結合して
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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、セリン、グリセロール等が結合している化合物である。グリセロリン脂質とし
ては、例えば、レシチンの他、1-パルミトイル-2-オレオイルフォスファチジルセリン（
ＰＯＰＳ）、1-パルミトイル-2-オレオイルフォスファチジルグリセロール（ＰＯＰＧ）
、ホスファチジルイノシトール（ＰＩ）、1,2-ジミリストイルホスファチジン酸（ＤＭＰ
Ａ）、ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）、1,2-ジパルミトイル
ホスファチジルエタノールアミン（ＤＰＰＥ）、1-パルミトイル-2-オレオイルホスファ
チジルエタノールアミン（ＰＯＰＥ）、リゾホスファチジルエタノールアミン（ＬＰＥ）
、1-パルミトイル-2-オレオイルホスファチジルコリン（ＰＯＰＣ）等が挙げられる。
【００２３】
　「中性脂質」とは、モノアシルグリセロール（ＭＡＧ）、ジアシルグリセロール（ＤＡ
Ｇ）、トリアシルグリセロール（ＴＡＧ）の総称である。「モノアシルグリセロール（Ｍ
ＡＧ）」とは、グリセロールの３つの水酸基の内、１つの水酸基に脂肪酸がエステル結合
した化合物をいう。「ジアシルグリセロール（ＤＡＧ）」とは、グリセロールの３つの水
酸基の内、２つの水酸基に脂肪酸がエステル結合した化合物をいう。「トリアシルグリセ
ロール（ＴＡＧ）」とは、グリセロールの３つの水酸基全てに脂肪酸がエステル結合した
化合物をいう。
【００２４】
　グリセロ糖脂質に対するリパーゼ活性を「ガラクトリパーゼ活性」、同活性を有するリ
パーゼを「ガラクトリパーゼ」ともいい、グリセロリン脂質に対するリパーゼ活性を「ホ
スホリパーゼ活性」、同活性を有するリパーゼを「ホスホリパーゼ」という。
【００２５】
　ガラクトリパーゼ活性とは、より具体的には、グリセロ脂質を構成するグリセロール骨
格の水酸基と脂肪酸との間のエステル結合の加水分解反応を触媒する活性のことをいう。
このエステル結合の加水分解により、カルボン酸（脂肪酸）が遊離する。
【００２６】
　ホスホリパーゼについて、さらに、グリセロリン脂質におけるグリセロール基の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（その活性をホスホ
リパーゼA1活性という）、グリセロール基本のsn-2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A2と称する（その活性をホスホリパーゼA2活性という）。また、
ホスホリパーゼA1活性とホスホリパーゼA2活性を併有する酵素をホスホリパーゼBと称す
る（その活性をホスホリパーゼB活性という）。なお、リン脂質中のsn-1位又はsn-2位の
脂肪酸アシル基の内一方のみが除去されたグリセロールリン脂質をリゾグリセロールリン
脂質と称するが、リゾグリセロールリン脂質に作用して残っている脂肪酸エステル結合を
加水分解反応を触媒する活性（リゾホスホリパーゼ活性）のことも、ここではホスホリパ
ーゼB活性に含まれる。
【００２７】
　加水分解されるエステル結合の位置および数は特に制限されない。グリセロ糖脂質、グ
リセロリン脂質の、２つのエステル結合のいずれか一方または両方が加水分解されてよい
。
【００２８】
　リパーゼは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで測定される分子量が、20,000～50,000であってよい。
【００２９】
　本発明のリパーゼの供給源等は特に限定されないが、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、ストレプトマイセス（Streptomyces）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・サングリエリ（Streptomyces s
anglieri）（受託番号：NITE BP-1392)）が挙げられるが、これに限られるものではなく
、本発明のリパーゼを生産し得る微生物であればよい。
【００３０】
　また、それらの生物種の天然または人為的変異株や、本発明のリパーゼ活性の発現に必
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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本発明に用
いることができる。
【００３１】
　例えば、ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株(NITE B
P-1392)は適当な栄養培地で培養することによりリパーゼ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リパーゼ製剤として製造
することができる。
【００３２】
　本発明において、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
れる）、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、Co
ld Spring Harbor 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。
【００３３】
　ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株(NITE BP-1392)
に由来する本発明のリパーゼのアミノ酸配列、およびそれをコードする遺伝子の塩基配列
を、それぞれ、配列番号５、４に示す。すなわち、本発明のリパーゼは、例えば、配列番
号５に示すアミノ酸配列を有するタンパク質であってよい。また、本発明のリパーゼは、
例えば、配列番号４に示す塩基配列を有する遺伝子にコードされるタンパク質であってよ
い。なお、「（アミノ酸または塩基）配列を有する」という表現は、当該「（アミノ酸ま
たは塩基）配列を含む」場合および当該「（アミノ酸または塩基）配列からなる」場合を
包含する。
【００３４】
　また、配列番号５に示すアミノ酸配列はシグナル配列を含む。本発明のリパーゼは、例
えば、配列番号５に示すアミノ酸配列の内、シグナル配列を除いた部分のアミノ酸配列（
すなわち成熟タンパク質のアミノ酸配列、配列番号７）を有するタンパク質であってもよ
い。また、本発明のリパーゼは、例えば、配列番号４に示す塩基配列の内、成熟タンパク
質のアミノ酸配列をコードする塩基配列を有する遺伝子にコードされるタンパク質であっ
てもよい。
【００３５】
　本発明のリパーゼは、元の機能が維持されている限り、上記例示したリパーゼ（例えば
、配列番号５または７に示すアミノ酸配列を有するタンパク質）のバリアントであっても
よい。同様に、本発明のリパーゼをコードする遺伝子（「リパーゼ遺伝子」ともいう）は
、元の機能が維持されている限り、すなわち元の機能が維持されたタンパク質をコードす
る限り、上記例示したリパーゼ遺伝子（例えば、配列番号４に示す塩基配列を有する遺伝
子）のバリアントであってもよい。なお、このような元の機能が維持されたバリアントを
「保存的バリアント」という場合がある。保存的バリアントとしては、例えば、上記例示
したリパーゼやそれをコードする遺伝子のホモログや人為的な改変体が挙げられる。
【００３６】
　「元の機能が維持されている」とは、タンパク質のバリアントが、元のタンパク質の活
性（または性質）に対応する活性（または性質）を有することをいう。すなわち、「元の
機能が維持されている」とは、リパーゼにあっては、タンパク質のバリアントが、リパー
ゼ活性を有することをいう。
【００３７】
　リパーゼのホモログとしては、例えば、上記アミノ酸配列を問い合わせ配列として用い
たUniprotKBやSwissProtなどで提供されているBLAST検索によって公開データベースから
取得されるタンパク質が挙げられる。また、上記リパーゼ遺伝子のホモログは、例えば、
各種微生物（原核生物）の染色体を鋳型にして、これら公知の遺伝子配列に基づいて作製



(8) JP 2017-60424 A 2017.3.30

10

20

30

40

50

したオリゴヌクレオチドをプライマーとして用いたPCRにより取得することができる。一
方、真核微生物の場合は、cDNAライブラリーを鋳型として、同様にPCRにより上記リパー
ゼ遺伝子のホモログを取得することができる。
【００３８】
　本発明のリパーゼは、元の機能が維持されている限り、上記アミノ酸配列（例えば、配
列番号７に示すアミノ酸配列）において、１若しくは数個の位置での１若しくは数個のア
ミノ酸が置換、欠失、挿入または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質であっても
よい。なお上記「１若しくは数個」とは、アミノ酸残基のタンパク質の立体構造における
位置や種類によっても異なるが、具体的には、例えば、１～５０個、１～４０個、１～３
０個、好ましくは１～２０個、より好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個、
特に好ましくは１～３個を意味する。
【００３９】
　上記の１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、または付加は、タンパク質の機
能が正常に維持される保存的変異である。保存的変異の代表的なものは、保存的置換であ
る。保存的置換とは、置換部位が芳香族アミノ酸である場合には、Phe、Trp、Tyr間で、
置換部位が疎水性アミノ酸である場合には、Leu、Ile、Val間で、極性アミノ酸である場
合には、Gln、Asn間で、塩基性アミノ酸である場合には、Lys、Arg、His間で、酸性アミ
ノ酸である場合には、Asp、Glu間で、ヒドロキシル基を持つアミノ酸である場合には、Se
r、Thr間でお互いに置換する変異である。保存的置換とみなされる置換としては、具体的
には、AlaからSer又はThrへの置換、ArgからGln、His又はLysへの置換、AsnからGlu、Gln
、Lys、His又はAspへの置換、AspからAsn、Glu又はGlnへの置換、CysからSer又はAlaへの
置換、GlnからAsn、Glu、Lys、His、Asp又はArgへの置換、GluからGly、Asn、Gln、Lys又
はAspへの置換、GlyからProへの置換、HisからAsn、Lys、Gln、Arg又はTyrへの置換、Ile
からLeu、Met、Val又はPheへの置換、LeuからIle、Met、Val又はPheへの置換、LysからAs
n、Glu、Gln、His又はArgへの置換、MetからIle、Leu、Val又はPheへの置換、PheからTrp
、Tyr、Met、Ile又はLeuへの置換、SerからThr又はAlaへの置換、ThrからSer又はAlaへの
置換、TrpからPhe又はTyrへの置換、TyrからHis、Phe又はTrpへの置換、及び、ValからMe
t、Ile又はLeuへの置換が挙げられる。また、上記のようなアミノ酸の置換、欠失、挿入
、付加、または逆位等には、タンパク質が由来する生物の個体差、種の違いに基づく場合
などの天然に生じる変異（mutant又はvariant）によって生じるものも含まれる。
【００４０】
　また、リパーゼは、元の機能が維持されている限り、上記アミノ酸配列全体に対して、
80％以上、好ましくは90％以上、より好ましくは95％以上、さらに好ましくは97％以上、
特に好ましくは99％以上の相同性を有するタンパク質であってもよい。尚、本明細書にお
いて、「相同性」（homology）は、「同一性」（identity）を指すことがある。
【００４１】
　また、リパーゼは、元の機能が維持されている限り、上記塩基配列（例えば、配列番号
４に示す塩基配列）から調製され得るプローブ、例えば上記塩基配列の全体または一部に
対する相補配列、とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするDNAにコードされる
タンパク質であってもよい。そのようなプローブは、例えば、上記塩基配列に基づいて作
製したオリゴヌクレオチドをプライマーとし、上記塩基配列を含むDNA断片を鋳型とするP
CRによって作製することができる。「ストリンジェントな条件」とは、いわゆる特異的な
ハイブリッドが形成され、非特異的なハイブリッドが形成されない条件をいう。一例を示
せば、相同性が高いDNA同士、例えば80％以上、好ましくは90％以上、より好ましくは95
％以上、さらに好ましくは97％以上、特に好ましくは99％以上の相同性を有するDNA同士
がハイブリダイズし、それより相同性が低いDNA同士がハイブリダイズしない条件、ある
いは通常のサザンハイブリダイゼーションの洗いの条件である60℃、1×SSC、0.1％ SDS
、好ましくは60℃、0.1×SSC、0.1％ SDS、より好ましくは68℃、0.1×SSC、0.1％ SDSに
相当する塩濃度および温度で、１回、好ましくは２～３回洗浄する条件を挙げることがで
きる。また、例えば、プローブとして、300 bp程度の長さのDNA断片を用いる場合には、
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ハイブリダイゼーションの洗いの条件としては、50℃、2×SSC、0.1％ SDSが挙げられる
。
【００４２】
　リパーゼ遺伝子は、元の機能が維持されている限り、任意のコドンをそれと等価のコド
ンに置換したものであってもよい。例えば、リパーゼ遺伝子は、使用する宿主のコドン使
用頻度に応じて最適なコドンを有するように改変されてよい。
【００４３】
　なお、本発明において、「遺伝子」という用語は、目的のタンパク質をコードする限り
、ＤＮＡに限られず、任意のポリヌクレオチドを包含してよい。すなわち、「リパーゼ遺
伝子」とは、リパーゼをコードする任意のポリヌクレオチドを意味してよい。リパーゼ遺
伝子は、ＤＮＡであってもよく、ＲＮＡであってもよく、その組み合わせであってもよい
。リパーゼ遺伝子は、一本鎖であってもよく、二本鎖であってもよい。リパーゼ遺伝子は
、一本鎖ＤＮＡであってもよく、一本鎖ＲＮＡであってもよい。リパーゼ遺伝子は、二本
鎖ＤＮＡであってもよく、二本鎖ＲＮＡであってもよく、ＤＮＡ鎖とＲＮＡ鎖からなるハ
イブリッド鎖であってもよい。リパーゼ遺伝子は、単一のポリヌクレオチド鎖中に、ＤＮ
Ａ残基とＲＮＡ残基の両方を含んでいてもよい。リパーゼ遺伝子がＲＮＡを含む場合、上
記例示した塩基配列等のＤＮＡに関する記載は、ＲＮＡに合わせて適宜読み替えてよい。
リパーゼ遺伝子の態様は、その利用態様等の諸条件に応じて適宜選択できる。
【００４４】
　＜２＞リパーゼの製造
　リパーゼは、リパーゼを生産する能力を有する宿主を利用して製造することができる。
すなわち、本発明は、リパーゼを生産する能力を有する宿主を培地で培養し、リパーゼを
生成させること、および培養物よりリパーゼを採取すること、を含む、リパーゼの製造法
を提供する。なお、リパーゼは、リパーゼ遺伝子を無細胞タンパク質合成系で発現させる
ことによっても製造できる。
【００４５】
　リパーゼを生産する能力を有する宿主は、本来的にリパーゼを生産する能力を有するも
のであってもよく、リパーゼを生産する能力を有するように改変されたものであってもよ
い。
【００４６】
　リパーゼを生産する能力を有する宿主としては、上記のようなストレプトマイセス（St
reptomyces）属に属する微生物、例えばストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyc
essanglieri）A14株（NITE BP-1392）が挙げられる。
【００４７】
　リパーゼを生産する能力を有する宿主としては、リパーゼ遺伝子が導入された宿主も挙
げられる。
【００４８】
　リパーゼ遺伝子を導入する宿主は、機能するリパーゼを発現できるものであれば特に制
限されない。宿主としては、例えば、細菌、放線菌、酵母、真菌、植物細胞、昆虫細胞、
および動物細胞が挙げられる。好ましい宿主としては、細菌や酵母等の微生物が挙げられ
る。より好ましい宿主としては、細菌が挙げられる。細菌としては、グラム陰性細菌やグ
ラム陽性細菌が挙げられる。グラム陰性細菌としては、例えば、エシェリヒア（Escheric
hia）属細菌、シュードモナス（Pseudomonas）属細菌、エンテロバクター（Enterobacter
）属細菌、パントエア（Pantoea）属細菌等の腸内細菌科（Enterobacteriaceae）に属す
る細菌が挙げられる。グラム陽性細菌としては、バチルス（Bacillus）属細菌、ブレビバ
チルス（Brevibacillus）属細菌、コリネバクテリウム（Corynebacterium）属細菌等のコ
リネ型細菌が挙げられる。また、放線菌としては、ストレプトマイセス（Streptmyces）
属細菌などが挙げられる。なお、宿主としては、中でも、ストレプトマイセス・リビダン
ス（Streptmyces lividans）、エシェリヒア・コリ（Escherichiacoli）を好適に用いる
ことができる。
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【００４９】
　リパーゼ遺伝子は、リパーゼ遺伝子を有する生物からのクローニングにより取得できる
。クローニングには、同遺伝子を含むゲノムＤＮＡやｃＤＮＡ等の核酸を利用できる。ま
た、リパーゼ遺伝子は、化学合成によっても取得できる（Gene, 60(1), 115-127 (1987)
）。
【００５０】
　また、取得したリパーゼ遺伝子を適宜改変してそのバリアントを取得することもできる
。遺伝子の改変は公知の手法により行うことができる。例えば、部位特異的変異法により
、DNAの目的部位に目的の変異を導入することができる。すなわち、例えば、部位特異的
変異法により、コードされるタンパク質の特定の部位のアミノ酸残基が置換、欠失、挿入
または付加を含むように、遺伝子のコード領域を改変することができる。部位特異的変異
法としては、PCRを用いる方法（Higuchi, R., 61, in PCRtechnology, Erlich, H. A. Ed
s., Stockton press (1989)；Carter,P., Meth. in Enzymol., 154, 382 (1987)）や、フ
ァージを用いる方法（Kramer,W.and Frits, H. J., Meth. in Enzymol., 154, 350 (1987
)；Kunkel,T. A. et al., Meth. in Enzymol., 154, 367 (1987)）が挙げられる。
【００５１】
　リパーゼ遺伝子を宿主に導入する手法は特に制限されない。宿主において、リパーゼ遺
伝子は、当該宿主で機能するプロモーターの制御下で発現可能に保持されていればよい。
宿主において、リパーゼ遺伝子は、プラスミドのように染色体外で自律複製するベクター
上に存在していてもよく、染色体上に導入されていてもよい。宿主は、リパーゼ遺伝子を
１コピーのみ有していてもよく、２またはそれ以上のコピーで有していてもよい。宿主は
、１種類のリパーゼ遺伝子のみを有していてもよく、２またはそれ以上の種類のリパーゼ
遺伝子を有していてもよい。
【００５２】
　リパーゼ遺伝子を発現させるためのプロモーターは、宿主において機能するものであれ
ば特に制限されない。「宿主において機能するプロモーター」とは、宿主においてプロモ
ーター活性を有するプロモーターをいう。プロモーターは、宿主由来のプロモーターであ
ってもよく、異種由来のプロモーターであってもよい。プロモーターは、リパーゼ遺伝子
の固有のプロモーターであってもよく、他の遺伝子のプロモーターであってもよい。
【００５３】
　リパーゼ遺伝子の下流には、転写終結用のターミネーターを配置することができる。タ
ーミネーターは、宿主において機能するものであれば特に制限されない。ターミネーター
は、宿主由来のターミネーターであってもよく、異種由来のターミネーターであってもよ
い。ターミネーターは、リパーゼ遺伝子の固有のターミネーターであってもよく、他の遺
伝子のターミネーターであってもよい。
【００５４】
　リパーゼ遺伝子は、例えば、同遺伝子を含むベクターを用いて宿主に導入することがで
きる。リパーゼ遺伝子を含むベクターを、リパーゼ遺伝子の発現ベクターまたは組換えベ
クターともいう。リパーゼ遺伝子の発現ベクターは、例えば、リパーゼ遺伝子を含むＤＮ
Ａ断片を宿主で機能するベクターと連結することにより、構築することができる。リパー
ゼ遺伝子の発現ベクターで宿主を形質転換することにより、同ベクターが導入された形質
転換体が得られる、すなわち、同遺伝子を宿主に導入することができる。ベクターとして
は、宿主の細胞内において自律複製可能なベクターを用いることができる。また、ベクタ
ーは、挿入された遺伝子を発現するために好適なプロモーターやターミネーターを備えて
いてもよい。発現ベクターの構築の際には、例えば、固有のプロモーター領域を含むリパ
ーゼ遺伝子をそのままベクターに組み込んでもよく、リパーゼのコード領域を上記のよう
なプロモーターの下流に結合してからベクターに組み込んでもよく、ベクター上にもとも
と備わっているプロモーターの下流にリパーゼのコード領域を組み込んでもよい。
【００５５】
　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
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は、「微生物学基礎講座８　遺伝子工学、共立出版、1987年」などに、特に放線菌におい
て利用可能なものに関しては、「PRACTICALSTREPTOMYCES GENETICS（Kieserら、JohnInne
s Foundation、2000年）」などに、詳細に記述されており、それらを利用することが可能
である。
【００５６】
　リパーゼは、他のアミノ酸配列（タンパク質やペプチド）との融合タンパク質として発
現することもできる。他のアミノ酸配列の種類は特に制限されない。他のアミノ酸配列は
、宿主の種類やリパーゼの使用目的等の諸条件に応じて適宜選択することができる。
【００５７】
　形質転換法は特に限定されず、従来知られた方法を用いることができる。形質転換法と
しては、例えば、エシェリヒア・コリ K-12について報告されているような、受容菌細胞
を塩化カルシウムで処理してDNAの透過性を増す方法（Mandel, M. and Higa, A.,J. Mol.
 Biol. 1970, 53, 159-162）、バチルス・ズブチリスについて報告されているような、増
殖段階の細胞からコンピテントセルを調製してDNAを導入する方法（Duncan, C. H., Wils
on, G. A. andYoung, F. E.., 1997. Gene 1: 153-167）などが挙げられる。また、特に
放線菌に関しては、「PRACTICAL STREPTOMYCES GENETICS（Kieserら、John Innes Founda
tion、2000年）」を参照して形質転換を行うことができる。
【００５８】
　上記のようなリパーゼを生産する能力を有する宿主を培地で培養することにより、リパ
ーゼを発現させることができる。その際、必要に応じて、遺伝子の発現誘導を行ってよい
。宿主の培養条件や遺伝子の発現誘導の条件は、マーカーの種類、プロモーターの種類、
および宿主の種類等の諸条件に応じて適宜選択すればよい。培養に用いる培地は、宿主が
増殖でき、且つ、リパーゼを発現できるものであれば特に制限されない。培地としては、
例えば、炭素源、窒素源、イオウ源、無機イオン、及び必要に応じその他の有機成分を含
有する通常の培地を用いることができる。
【００５９】
　炭素源としては、グルコース、フラクトース、シュクロース、糖蜜、でんぷんの加水分
解物等の糖類、グリセロール、エタノール等のアルコール類、フマル酸、クエン酸、コハ
ク酸等の有機酸類が挙げられる。
【００６０】
　窒素源としては、硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム、リン酸アンモニウム等の無機
アンモニウム塩、大豆加水分解物などの有機窒素、アンモニアガス、アンモニア水が挙げ
られる。
【００６１】
　イオウ源としては、硫酸塩、亜硫酸塩、硫化物、次亜硫酸塩、チオ硫酸塩等の無機硫黄
化合物が挙げられる。
【００６２】
　無機イオンとしては、カルシウムイオン、マグネシウムイオン、マンガンイオン、カリ
ウムイオン、鉄イオン、リン酸イオンが挙げられる。
【００６３】
　その他の有機成分としては、有機微量栄養源が挙げられる。有機微量栄養源としては、
ビタミンB1などの要求物質や、それらを含む酵母エキス等が挙げられる。
【００６４】
　培養法は、液体培養であってもよく、固体培養であってもよいが、液体培養が好ましい
。培養は、好気的に行うのが好ましい。好気的な培養法としては、振盪培養法や、ジャー
ファーメンターによる好気的深部培養法が挙げられる。その際の酸素濃度は、例えば、飽
和濃度に対して5～50％に、好ましくは10％程度に調節してもよい。培養温度は、例えば
、10～50℃、好ましくは20℃～45℃、より好ましくは25℃～40℃であってよい。培地のpH
は、例えば、3～9、好ましくは5～8に調整されてもよい。pH調整には無機あるいは有機の
酸性あるいはアルカリ性物質、例えば炭酸カルシウム、アンモニアガス、アンモニア水等
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、を使用することができる。培養期間は、例えば、12時間～20日間、好ましくは1日間～7
日間であってよい。
【００６５】
　上記のような条件下で培養を行うことにより、リパーゼを含む培養物が得られる。リパ
ーゼは、例えば、宿主の菌体内および／または培地中に蓄積する。「菌体」は、宿主の種
類に応じて、適宜「細胞」等に読み替えてよい。
【００６６】
　リパーゼは、菌体等に含まれたまま使用してもよく、適宜、菌体等から分離精製し粗酵
素画分又は精製酵素として使用してもよい。
【００６７】
　すなわち、例えば、宿主の菌体内にリパーゼが蓄積する場合、適宜、菌体を破砕、溶解
、または抽出等し、リパーゼを回収することができる。菌体は、遠心分離等により培養物
から回収することができる。細胞の破砕、溶解、または抽出等は、公知の方法により行う
ことができる。そのような方法としては、例えば、超音波破砕法、ダイノミル法、ビーズ
破砕、フレンチプレス破砕、リゾチーム処理が挙げられる。これらの方法は、１種を単独
で用いてもよく、２種またはそれ以上を適宜組み合わせて用いてもよい。また、例えば、
培地にリパーゼが蓄積する場合、遠心分離等により培養上清を取得し、培養上清からリパ
ーゼを回収することができる。
【００６８】
　リパーゼの精製は、酵素の精製に用いられる公知の方法により行うことができる。その
ような方法としては、例えば、硫安分画、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、アフィニティークロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィー、等電点
沈殿が挙げられる。これらの方法は、１種を単独で用いてもよく、２種またはそれ以上を
適宜組み合わせて用いてもよい。リパーゼの精製は、所望の程度に行うことができる。
【００６９】
　精製されたリパーゼは、「リパーゼ」としてグリセロ脂質の加水分解に利用できる。リ
パーゼは、遊離の状態で利用されてもよいし、樹脂等の固相に固定化された固定化酵素の
状態で利用されてもよい。
【００７０】
　また、精製されたリパーゼに限られず、リパーゼを含有する任意の画分を「リパーゼ」
としてグリセロ脂質の加水分解に利用してもよい。リパーゼを含有する画分は、リパーゼ
がグリセロ脂質に作用できるように含有される限り特に制限されない。そのような画分と
しては、例えば、リパーゼを生産する能力を有する宿主の培養物、同培養物から回収した
菌体（培養菌体）、同菌体の破砕物、同菌体の溶解物、同菌体の抽出物（無細胞抽出液）
、同菌体をアクリルアミド、カラギーナン等で固定化した固定化菌体等の菌体処理物、同
培養物から回収した培養上清、それらの部分精製物（粗精製物）、それらの組み合わせが
挙げられる。これらの画分は、いずれも、単独で利用されてもよいし、精製されたリパー
ゼと共に利用されてもよい。
【００７１】
　回収したリパーゼは、適宜、製剤化してもよい。剤形は特に制限されず、リパーゼの使
用用途等の諸条件に応じて適宜設定することができる。剤形としては、例えば、液剤、懸
濁剤、散剤、錠剤、丸剤、カプセル剤が挙げられる。製剤化にあたっては、例えば、賦形
剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、安定化剤、矯味剤、矯臭剤、香料、希釈剤、界面活性剤等
の薬理学的に許容される添加剤を使用することができる。
【００７２】
　＜３＞リパーゼの利用
　本発明においては、リパーゼを利用して、グリセロ糖脂質および／またはグリセロリン
脂質を加水分解することができる。すなわち、本発明は、リパーゼをグリセロ糖脂質およ
び／またはグリセロリン脂質に作用させることを含む、グリセロ糖脂質および／またはグ
リセロリン脂質を加水分解する方法を提供する。同方法を、「本発明の方法」ともいう。
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また、同方法の一態様は、リパーゼをグリセロ糖脂質および／またはグリセロリン脂質に
作用させることを含む、グリセロ脂質の加水分解物の製造法である。
【００７３】
　グリセロ糖脂質および／またはグリセロリン脂質の加水分解により、脂肪酸と、脂肪酸
が遊離した（すなわちエステル結合が加水分解されて水酸基を生じた）グリセロ脂質が生
成する。これらの成分は、まとめてグリセロ脂質の加水分解物として取得し、利用してよ
い。また、これらの成分の内、所望の成分を分離回収し、利用してもよい。成分の回収は
、化合物の分離精製に用いられる公知の手法により行うことができる。そのような手法と
しては、例えば、イオン交換樹脂法や膜処理法が挙げられる。これらの手法は適宜組み合
わせて用いることができる。
【００７４】
　例えば、グリセロ糖脂質である場合、グリセロ糖脂質の加水分解により、糖グリセロー
ルおよび／またはリゾ型糖グリセロール（1位あるいは２位にアシルエステルをもつ糖グ
リセロール）が生成し得る。すなわち、本発明の方法の一態様は、リパーゼをグリセロ糖
脂質に作用させることを含む、糖グリセロールおよびリゾ型糖グリセロールを製造する方
法であってもよい。
【００７５】
　生成する糖グリセロールの種類は、加水分解されるグリセロ糖脂質の種類に対応する。
すなわち、例えば、モノガラクトシルジアシルグリセロール、ジガラクトシルジアシルグ
リセロール、およびスルホキノボシルジアシルグリセロールの加水分解により、それぞれ
、それらに対応する糖グリセロールおよび／またはリゾ型糖グリセロールが生成し得る。
また、生成する糖グリセロールおよびリゾ型糖グリセロールにおける糖鎖の位置は、加水
分解されるグリセロ糖脂質における糖鎖の位置に対応する。すなわち、例えば、グリセロ
ール骨格の３位に糖鎖が結合したグリセロ糖脂質の加水分解により、グリセロール骨格の
３位に糖鎖が結合した糖グリセロールが生成し得る。
【００７６】
　例えば、グリセロリン脂質である場合、グリセロリン脂質の加水分解により、1-アシル
リゾグリセロリン脂質あるいは/および２-アシルリゾグリセロリン脂質、あるいは/およ
びグリセロール-３-リン酸が生成し得る。すなわち、本発明の方法の一態様は、リパーゼ
をグリセロリン脂質に作用させることを含む、1-アシルあるいは/および２-アシルリゾグ
リセロリン脂質、あるいは/およびグリセロール-３-リン酸を製造する方法であってもよ
い。
【００７７】
　グリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質は、それらそのものであってもよく、それ
らを含有する素材であってもよい。言い換えると、グリセロ糖脂質及び／又はグリセロリ
ン脂質は、単独で（すなわち単離された状態で）リパーゼによる加水分解に供されてもよ
く、任意の素材に含有された状態でリパーゼによる加水分解に供されてもよい。例えば、
グリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質を含有する小麦粉などの農水畜産物、それら
の加工品、それらからの分離物、人工的に合成したグリセロ糖脂質及び／又はグリセロリ
ン脂質が挙げられる。上記素材は、１種のグリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質を
含有していてもよく、２種またはそれ以上のグリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質
を含有していてもよい。
【００７８】
　グリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質は、例えば、溶液、懸濁液、スラリー、ま
たはペースト等の形態でリパーゼによる加水分解に供することができる。溶媒または分散
媒としては、例えば、水や水性緩衝液等の水性媒体を用いることができる。また、グリセ
ロ脂質は、適宜、乳化等の前処理に供してから、リパーゼによる加水分解に供してもよい
。反応系におけるグリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質の反応条件（酵素量、反応
時間、反応温度、反応ｐＨ等）は、所望の程度に加水分解が達成される限り、特に制限さ
れない。反応系（反応液等）は、グリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質と溶媒から
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なるものであってもよく、他の成分を含んでいてもよい。
【００７９】
　加水分解により、グリセロ糖脂質及び／又はグリセロリン脂質の物性や機能を改変する
ことができる。よって、例えば、グリセロ脂質を含有する飲食品またはその原料をリパー
ゼにより加水分解することにより、飲食品またはその原料の物性や機能を改変することが
できる。よって、リパーゼは、グリセロ脂質の改質剤（物性改変剤や機能改変剤）として
提供されてよく、例えば、飲食品またはその原料の改質剤（物性改変剤や機能改変剤）と
して、例えば、小麦加工食品用や大豆加工食品用の品質改良剤として提供されてよい。
【００８０】
　また、リパーゼは、グリセロ脂質の加水分解用試薬等の、試験研究用試薬として提供さ
れてもよい。
【実施例】
【００８１】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明するが、本発明はこれらに限定される
ものではない。
【００８２】
　実施例１：ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株の培
養
　ISP2培地（１％ マルツエキス（オリエンタル酵母社製）、0.4％酵母エキス（オリエン
タル酵母製）、グルコース（和光純薬工業（株）製）、ｐＨ７．２）800ｍＬを調製し、
５００ｍＬ容バッフル付き三角フラスコに１００ｍｌずつ分注して、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・サングリエリ（Strept
omyces sanglieri）A14株（NITE BP-1392）のコロニーを適当量とり、ISP2培地（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１ｍｌずつ接種し、２８
℃で３日間振とう培養した。
【００８３】
　実施例２：ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株由来
リパーゼの精製
　実施例１で得られたストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A1
4株（NITE BP-1392）の培養液を遠心分離機を用いて、この培養液から上清を回収した。
【００８４】
　（a）硫安分画
　実施例１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２０ｍＭ トリス-塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）８０ｍｌで懸濁し、２０ｍＭトリ
ス-塩酸緩衝液（ｐＨ９．０）で透析し、粗酵素液を得た。
【００８５】
　（b）ＤＥＡＥ-Ｔｏｙｏｐｅａｒｌカラムクロマトグラフィー
　（a）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２５ｍｍ、高さ３８ｍｍ、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。
【００８６】
　（ｃ）ＴＯＹＯＰＥＡＲＬ  ＰＰＧ－６００Ｍ
　（ｂ）で得られた粗酵素液を２０ｍＭトリス-塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）で予め平衡化
した「ＴＯＹＯＰＥＡＲＬ ＰＰＧ－６００Ｍ」（内径２５ｍｍ、高さ２０ｍｍ）カラム
（東ソー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０Ｍ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。
【００８７】
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　（d）ＨｉＴｒａｐ Ｑカラムクロマトグラフィー
　（c）で得られた活性画分を集め、Ｖｉｖａｓｐｉｎ（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（ｐＨ８．０）を加えた。これを、２０
ｍＭ トリス-塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）で予め平衡化したＨｉＴｒａｐＱ（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。
【００８８】
　（e）Ｍｏｎｏ  Ｑ カラムクロマトグラフィー
　（d）で得られた活性画分をＶｉｖａ  ｓｐｉｎを用い濃縮脱塩した。これに、２０ｍ
Ｍトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）を加えた。これを、２０ｍＭ トリス－塩酸緩衝液
（ｐＨ８．０）で予め平衡化した「Ｍｏｎｏ Ｑ」（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。
【００８９】
　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。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（Marker）は、分子量マーカーであり、レーン２（精製酵
素）は、溶出画分のバンドを示す。その結果、単一のバンドが観察された。その結果、お
よそ29kDaに単一のバンドが観察された。
【００９０】
　このようにして、ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14
株より、電気泳動的に単一に精製された酵素を得た。
【００９１】
　表１に、各精製工程における収量、収率等を示す。
【００９２】
【表１】

【００９３】
　実施例３：ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株由来
酵素（ＧＬ）の特性評価
　本実施例において、酵素活性の測定は、基本的には、以下のような方法をベースとして
行った。この方法を、以下、「酵素活性標準測定方法」という。
【００９４】
　基質（ＰＯＰＳなど）を含んだ所定の反応液（例えば、１ｍＭＰＯＰＳ、１０ｍＭ Ｃ
ａＣｌ２を含む、０．１４Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．２））に、精製酵素（
ＧＬ）を１０％（ｖ／ｖ）となるように加え、合計量２５μＬとなる反応液を調製した。
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そして、この反応液を１０分間、所定の温度（例えば３７℃）の温度条件にて撹拌し、酵
素反応を行った。酵素反応における、基質量などの反応溶液の組成、温度、ｐＨは各実験
で示すように適宜選択した。
【００９５】
　酵素反応の後、1Nの塩酸を反応液と等量加えることで反応を停止させた。そして反応液
5μL中に含まれる遊離脂肪酸を、遊離脂肪酸測定キット「NEFA C-テストワコー」（和光
純薬）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。本条件で、１分間に
１μmolの遊離脂肪酸を生成する酵素活性を１単位(U)のガラクトリパーゼ活性とした。
【００９６】
　（酵素学的性質）
　上記の精製酵素（ＧＬ）の酵素学的性質について検討した。
【００９７】
　（１）作用温度
　基質（ＰＯＰＳ）を１ｍＭ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．２）を０．１４Ｍ、ＣａＣｌ

２を１０ｍＭ含む溶液に、精製酵素（ＧＬ）を１０％（ｖ／ｖ）となるように加え、合計
量２５μＬとなる反応液を調製した。この反応液を各温度条件にて、ｐＨ7.2で１０分間
、酵素反応させた。その後に、酵素活性標準測定方法に従ってリパーゼ活性を測定した。
【００９８】
　図２は、種々の反応温度での酵素活性を、反応温度が４５℃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２のグラフに示されるように、
この酵素は、少なくとも２０～６０℃で活性を発揮し、そして反応の至適温度は３０～５
５℃の範囲内であった。
【００９９】
　（２）作用ｐＨ
　基質（ＰＯＰＳ）を１ｍＭ、酢酸－酢酸Ｎａ、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、
又は、Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨから選ばれる緩衝液（各ｐＨ）を０．１４Ｍ、ＣａＣｌ

２を１０ｍＭ含む溶液に、精製酵素（ＧＬ）を１０％（ｖ／ｖ）となるように加え、合計
量２５μＬとなる反応液を調製した。この反応液を各ｐＨ条件にて温度３７℃、10分間、
酵素反応させた。その後に、酵素活性標準測定方法に従ってリパーゼ活性を測定した。
【０１００】
　各ｐＨ条件は次の通りである。
酢酸－酢酸Ｎａ緩衝液：ｐＨ４、ｐＨ４．８、ｐＨ５．６
ＭＥＳ緩衝液：ｐＨ５．６、ｐＨ６、ｐＨ６．５、ｐＨ７
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液：ｐＨ７．２、ｐＨ７．５、ｐＨ７．７、ｐＨ８、ｐＨ９
Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨ緩衝液：ｐＨ９、ｐＨ１０、ｐＨ１０．５
【０１０１】
　図３は、種々の反応ｐＨでの酵素活性を、反応ｐＨが１０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３のグラフから分かるように
、この酵素は、ｐＨ４からｐＨ１１という広い範囲で活性を発揮し、そして、反応の至適
ｐＨは、１０付近（例えば７～１０）であった。
【０１０２】
　（３）基質特異性
　基質（ＰＯＰＳ等）を１ｍＭ、Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨ（ｐＨ１０．５）を0.１４Ｍ
、１０ｍＭＣａＣｌ２水溶液を含む溶液に、精製酵素（ＧＬ）を１０％（ｖ／ｖ）となる
ように加え、合計量２５μＬとなる反応液を調製した。この反応液をｐＨ10.5、４５℃に
て１０分間、酵素反応させた。その後に、酵素活性標準測定方法に従ってリパーゼ活性を
測定した。
【０１０３】
　図４は、基質として次に示すものを用いたときの酵素活性を示すグラフである。このグ
ラフでは、ＰＯＰＳを１００％としたときの相対活性を示している。
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【０１０４】
　グラフ中の基質の詳細
　ＴＡＧ：トリアシルグリセロール　オリーブ油（和光純薬工業（株）製）,品番150-002
76）
　ＤＡＧ：ジアシルグリセロール　1,2-DIPALMITIN（ジーエルサイエンス株式会社,品番M
338:11）
　ＭＡＧ：モノアシルグリセロール　Monopalmitin（ジーエルサイエンス株式会社,品番J
364:11）
　ＰｌｓＥｔｎ：1-O-1'-(Z)-octadecenyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphoethano
lamine（Avanti Polar Lipids,品番852758C,純度99%以上）
　ＭＧＤＧ：モノガラクトシルジアシルグリセロール（LarodanFine Chemicals,#59-1200
）
　ＳＱＤＧ：スルホキノボキシルジアシルグリセロール（LarodanFine Chemicals,#59-12
30）
　ＤＧＤＧ：ジガラクトシルジアシルグリセロ―ル（LarodanFine Chemicals,#59-1210）
　ＰＯＰＣ：１，２－ジアシル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（1,2-Diacyl-sn-gl
ycero-3-phosphocholine）（AvantiPolar Lipids,品番850457P,純度99%以上）
　ＬＰＥ：リゾホスファチジルエタノールアミン（L-α-Lysophosphatidylethanolamine
、Egg）（DOOSAN Serdary Research Laboratories 品番A340　純度99%以上）
　ＰＯＰＥ：1-パルミトイル-2-オレイル-ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン
（1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine）（Avanti Polar Lipids,
品番850757P,純度99%以上）
　ＤＰＰＥ：１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン（
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine）(Avanti Polar Lipids,品番85070
5P,純度99%以上)
　ＤＯＰＥ：１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン
（1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine）(Avanti Polar Lipids,品番850725
C,純度99%以上)
　ＤＭＰＡ：１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロール－３－ホスフェート（1,2-Di
myristoyl-sn-glycerol-3-phosphate）(AvantiPolar Lipids,品番830845P,純度99%以上）
　ＰＩ：Ｌ－α－ホスファチジルイノシトール（L-α-Phosphatidylinositol）(Enzo Lif
e Science 品番BML-PH100 純度98%)
　ＰＯＰＧ：1-パルミトイル-2-オレイル-ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ－（１－ｒａｃ－
グリセロール）（1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1-rac-glycerol)）(Ava
nti Polar Lipids,品番840457C,純度99%以上)
　ＰＯＰＳ：1-パルミトイル-2-オレイル-sn-グリセロ-3-ホスホセリン
(1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine)(Avanti Polar Lipids,品番840
034C,純度99%以上)
　また、DGDG以外の基質として、MGDG（モノガラクトシルジアシルグリセロール）、SQDG
（スルホキノボシルジアシルグリセロール）、POPG（1-パルミトイル-2-オレイル-sn-グ
リセロ-3-ホスホ-rac-(1-グリセロール)）、POPC（1-パルミトイル-2-オレイル-sn-グリ
セロ-3-ホスホコリン）、POPE（1-パルミトイル-2-オレイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタ
ノールアミン）、POPS（1-パルミトイル-2-オレイル-sn-グリセロ-3-ホスホセリン）、DM
PA（1,2-ジミリストイルホスファチジン酸）、Monopalmitin（モノパルミチン）、1,2-di
palmitin（ジパルミチン）、オリーブ油を用いた。DGDG以外の各基質に対するリパーゼ活
性は、DGDGに代えて同量（(w/v)％）の各基質を用いたこと以外は、ガラクトリパーゼ活
性の標準測定方法に従って測定した。本条件で、１分間に１μmolの遊離脂肪酸を生成す
る酵素活性を１単位(U)の各基質に対するリパーゼ活性とした。なお、オリーブ油に対す
るリパーゼ活性は、特許第5179208号に記載の方法に従って測定した。具体的には、オリ
ーブ油（ナカライテスク（株）製）200mgとアラビアガム（和光純薬工業（株）製）100mg
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に水10mlを加え、超音波発生装置(Fine, Ultra sonic cleaner, 100W)で超音波処理１分
、ボルテックスでの攪拌１分を合計２回の条件で乳化させ、これを基質液として用いた。
【０１０５】
　図４のグラフより、上記の精製酵素は、基質特異的に作用し、ガラクトリパーゼ活性及
びホスホリパーゼ活性を示すことが確認された。
【０１０６】
　具体的には、ＧＬの加水分解活性は、ＰＯＰＳを基質としたときの活性を１００％とす
ると、ＰｌｓＥｔｎ，ＭＡＧ，ＤＡＧ、ＴＡＧに対してほぼ０％であった。また、ＰＯＰ
Ｇ、ＰＩ，ＤＭＰＡは、７０％を超え、ホスファチジルエタノールアミン又はそのホスホ
リパーゼ加水分解体であるＤＯＰＥ，ＤＰＰＥ、ＰＯＰＥ、ＬＰＥは、３０％以上であり
、ＰＯＰＣは２０％を超える活性を示した。
【０１０７】
　そして、グリセロール糖脂質であるＤＧＤＧ，ＳＱＤＧ、ＭＧＤＧにはおおよそ２０％
以上の活性を示した。
【０１０８】
　（４）温度安定性
　精製酵素（ＧＬ）を各温度で３０分間保温した。基質POPSを1ｍＭ、Glycine-NaOH（ｐ
Ｈ10.5）を0.14Ｍ、CaCl2を10mM、Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００を０．1％（ｗ／ｖ）含む溶
液に、各温度での処理後の酵素を１０％（ｖ／ｖ）となるように加え、合計量２５μＬと
なる反応液を調製した。この反応液をｐＨ10.5、温度45℃の条件にて10分間、酵素反応さ
せた。その後に、酵素活性標準測定方法に従ってリパーゼ活性を測定した。
【０１０９】
　図５は、各温度での処理後の酵素の活性を、温度４℃で処理して酵素反応したときの活
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５のグラフに示され
るように、この酵素は、４℃から55℃までの温度での処理後では、処理前の８０％以上の
活性が維持されていた。
【０１１０】
　（５）ｐＨ安定性
　酢酸－酢酸Ｎａ（グラフ中AceTate）、ＭＥＳ，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（グラフ中Tris）、
又は、Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨ（グラフ中Glycine）から選ばれる緩衝液（各ｐＨ）５
０ｍＭに、精製酵素（ＧＬ）を２０％（ｖ／ｖ）となるように加え、各ｐＨで４℃条件下
、３時間処理した。その後、基質ＰＯＰＳを10ｍＭ、Glycine-NaOH（ｐＨ10.5）を0.14Ｍ
、CaCl2を10mM、Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００を０．1％（ｗ／ｖ）含む溶液に、各ｐＨでの
処理後の酵素を１０％（ｖ／ｖ）となるように加え、合計量２５μＬとなる反応液を調製
した。この反応液をｐＨ10.5、温度45℃の条件にて10分間、酵素反応させた。その後に、
酵素活性標準測定方法に従ってリパーゼ活性を測定した。
【０１１１】
　図６は、種々のｐＨでの処理後の酵素の活性を、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌによりｐＨ８でｐＨ
処理を行って酵素反応したときの活性を基準（１００％）とする相対活性として示したグ
ラフである。図６のグラフに示されるように、この酵素は、少なくともｐＨ５．５から８
までのｐＨ処理後においても５０％以上の活性が確認された。
【０１１２】
　（６）金属イオンおよびＥＤＴＡの影響
　基質(POPS)を1ｍＭ、Glycine-NaOH（ｐＨ10.5）を0.14Ｍ、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００を
０．1％（ｗ／ｖ）含む溶液に、酵素を１０％（ｖ／ｖ）となるように加え、さらに各種
金属イオン又はＥＤＴＡを10ｍＭ添加して、合計量２５μＬとなる反応液を調製した。こ
こで、金属イオンとしては金属塩化物（ＭＣｌｎ：Ｍは金属、ｎは１又は２）を加えるよ
うにした。この反応液をｐＨ10.5、温度45℃の条件にて10分間、酵素反応させた。その後
に、酵素活性標準測定方法に従ってリパーゼ活性を測定した。
【０１１３】
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　図７は、添加物（金属イオン及びＥＤＴＡ）を添加していない条件（free）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。上記の酵素は、Ｎａ＋、Ａ
ｌ３＋、Ｍｇ２＋、Ｌｉ＋の存在下では、添加物を添加していない場合よりも高い活性を
示した。Ｃａ２＋，Ｋ＋の存在下では、添加物を添加していない場合とほぼ同等の活性を
示した。また、ＥＤＴＡの存在下では、若干活性が低下する傾向が見られた。また、Ｚｎ
２＋の存在下では活性が大きく低下し、活性阻害が見られた。
【０１１４】
　（７）グリセロールリン脂質のホスホリパーゼB活性の確認
　０．１％（ｗ／ｖ）トリトン（Ｔｒｉｔｏｎ）Ｘ－１００（ナカライテスク株式会社製
）１ｍＬにホスホセリン0.1ｇ（Avanti polar lipids社製、1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-gl
ycero-3-phospho-L-serine）を溶解し、１０％（ｗ／ｖ）ホスホセリンを調製した。この
１０％（ｗ／ｖ）ホスホセリン2.5μＬに、０．２Ｍ　Glycine-NaOH（ｐＨ10.5）17.5μL
と、10mMNaCl 2.5μＬとを加えた。そして、45℃で５分間予備加温した後、精製酵素（Ｇ
Ｌ）を含む試料2.5μＬを添加し、45℃で10分反応させた。その後、この反応液25μLにク
ロロホルム：メタノール溶液（2：1,v/v）100μLを加え、激しく撹拌後、遠心分離を行っ
た（21600×g、5min、4℃）。遠心分離後、クロロホルム層（下層）のみを採取し、減圧
濃縮後に、クロロホルム：メタノール溶液（2：1,v/v）25μLに調整した。
【０１１５】
　その調製溶液をキャピラリーGas chromatography(cGC)分析（島津製作所製ガスクロマ
トグラフGC-14Bを使用）することにより、遊離脂肪酸の同定および定量を行った。Palmit
ic acid とoleic acidが、酵素反応により生成しており、その生成量はほぼ同程度であっ
たことから、本発明の酵素（GL）はホスホリパーゼ活性Bを示すことが確認された。
【０１１６】
　実施例４：ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株由来
リパーゼのアミノ酸配列決定
　［精製酵素の内部アミノ酸配列の解析］
　上記の精製酵素について、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後、目的とする酵素を切り出し、トリプシ
ンを用いてゲル内消化を行った。そして、得られたペプチドサンプルについて質量分析計
（ｎａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）により内部アミノ酸配列の解析を行った。これにより、内
部アミノ酸配列は、配列番号１から３に示すものであることが確認された。
【０１１７】
　ここで、配列番号1は、配列番号５の１４１位からに示される配列となっている。また
、配列番号2は、配列番号５の１７５位からに示される配列となっている。また、配列番
号3は、配列番号５の２０９位からに示される配列となっている。なお、ｎａｎｏＬＣ－
ＭＳ／ＭＳによるデノボアミノ酸配列解析ではＬｅｕとＩｌｅとが判別できないため、こ
れらのアミノ酸が一部一致していない箇所がある。
【０１１８】
　実施例５：ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）Ａ１４株の
染色体ＤＮＡの分離
　ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）Ａ１４株を、２．５Ｍ
塩化マグネシウム１００μｌ、２０％グリシン１．２５ｍｌＹＥＭＥ培地（ペプトン０．
５％、酵母エキス０．３％、麦芽エキス０．３％、グルコース１％、スクロース３４％）
５０ｍｌを用いて２８℃で３日間培養し、遠心分離により集菌し、滅菌生理食塩水等で洗
浄した。
【０１１９】
　次いで、この菌体を、７５ｍＭ  ＮａＣｌ、２５ｍＭ  ＥＤＴＡ、２０ｍＭ  トリス－
塩酸緩衝液（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１時間処理した。これに、１０％（ｗ／ｖ）ＳＤＳを７５０μｌ、ｐｒｏｔｅｉ
ｎａｓｅ  Ｋを３．７５ｍｇ添加し、５５℃で２時間処理した。この溶液に５Ｍ ＮａＣ
ｌ２ｍｌとクロロホルム５ｍｌを加えて攪拌し、遠心分離により水相を５ｍｌ分取した。
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【０１２０】
　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、７０％エタ
ノール１ｍｌでリンスした後、遠心分離を行った。この沈殿を回収し、減圧乾燥した後、
１０ｍＭ  トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）および１ｍＭ  ＥＤＴＡからなる溶液５０
０μｌに溶解し５５℃で一晩放置した。これに、ＲＮａｓｅＡを０．１ｍｇ／ｍｌとなる
ように加え、３７℃で２０分間処理した後、０．８ＭのＮａＣｌを含む１３％ＰＥＧ溶液
を５００μｌ加え攪拌し、４℃、１時間静置後、遠心分離により沈殿を回収した。この沈
殿を１ｍＭＥＤＴＡを含む１０ｍＭ  トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ ７．５）５００μｌで
溶解した。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。
【０１２１】
　この水相に３Ｍ  酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．２）５０μＬおよび１００％エタノ
ール１ｍｌを添加混合し、ＤＮＡを回収した。
【０１２２】
　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。
【０１２３】
　実施例6：ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株のゲノ
ムDNA配列解析
　(a)回収したＤＮＡをIon shear plus enzyme mix（ライフテクノロジーズ社）のメーカ
ー推奨プロトコル通りに処理し、200 bp程度に断片化を行った。得られたDNAフラグメン
トは、E-gel safe imager (Invitrogen)およびSolidlibrary size selection gelsを用い
てサイズセレクションを行った。18 min電気泳動を行い、同時に泳動したDNA size marke
rと比較し、200 bp程度のDNAフラグメントをLBチューブに回収した。
【０１２４】
　得られたDNAフラグメントは、MonoFas DNA精製キットI (GL science)を用いてカラム精
製した。カラムからDNAフラグメントを溶出する際、オートクレーブ処理したTris-HCl bu
ffer (pH 8.0) 20 μlで溶出させた。
【０１２５】
　その後、D1k screen tape (アジレント・テクノロジー)を用いて、調製したDNAフラグ
メントサンプルのサイズ、クオリティおよび濃度を確認した。
【０１２６】
　(b)次いで、調製したDNAフラグメントの両末端に、シーケンシングの際に必要となる2
種類のDNA adapter primerをTakara Dice thermalcycler (Takara)を用いてライゲーショ
ンさせ、polymeraseを用いたニックトランスレーションを行うことにより、ライブラリを
調製し、MonoFas DNA精製キットI (GL science)を用いてカラム精製した。
【０１２７】
　その後、D1k screen tape (アジレント・テクノロジー)を用いて、調製したDNAフラグ
メントサンプルのサイズ、クオリティおよび濃度を確認した。
【０１２８】
　(c) 調製したDNAライブラリを、IonOneTouch 2 system（ライフテクノロジーズ社）を
用いてエマルジョンPCR (以下、ePCRと略記)を行った。ePCRは、油中水滴エマルジョン中
において、1分子のDNAライブラリが、5-3-3でDNAフラグメントにライゲーションしたadap
torを介してDNAキャプチャービーズ(Ion sphere particle、以下、ISPビーズと略記)に結
合する。その後、水滴中においてPCR反応を行うことにより、ISPビーズに結合したDNAラ
イブラリのみがPCR増幅することになる。これをIon OneTouch ESによりエンリッチメント
することで精製を行い、それを次世代シーケンサーを行う際のテンプレートDNAとして、
用いる。
【０１２９】
　(d)上記のように準備した断片化DNAサンプルをION PGM（ライフテクノロジーズ社）を
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用いてシーケンスし、断片化ゲノムDNAの塩基配列情報を大量に得た。取得した塩基配列
をコンピューター上でアッセンブルすることで多数のコンティグ配列を取得した。getorf
（フリーソフト）を用いて、取得したコンティグ配列からorf（読み枠）を抽出し、アミ
ノ酸配列に変換した。ｎａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳ解析により得られた内部アミノ酸配列に
対応するorfを検索することで、ＧＬのorf（全アミノ酸配列）とその遺伝子の塩基配列を
同定した。
【０１３０】
　実施例７：ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）A14株由来
ＧＬ遺伝子の塩基配列の決定
　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・サングリエリ（Streptomyc
es sanglieri）Ａ１４株由来ＧＬ遺伝子を含む領域の塩基配列（８８２ｂｐ）を決定した
（配列番号４）。配列番号５は、この塩基配列のコドンに対応するアミノ酸配列である。
Signal P（フリーソフト）を用いて、分泌シグナル配列を予測した。その結果、配列番号
６に示すシグナル領域を持つことがわかった。したがって、配列番号５から配列番号６の
１位～２９位を除外したものが、成熟酵素部分であると推定した。成熟酵素部分の等電点
（pI）をGenetyxMacで計算させたところpIは7.57であると算出された。これに対して、Ｗ
Ｏ２０１３／１４５２８９に記載されているNA297株ホスホリパーゼA1のpIは6.06、ＷＯ
２０１２／１０４９８８に記載されているNA684株ホスホリパーゼBのpIは6.44、特許文献
２にNo.4配列として記載のガラクトリパーゼのpIは7.19であった。
【０１３１】
　配列解析の結果から、２６４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。
配列番号６のアミノ酸配列が分泌シグナル配列である。
【０１３２】
　上記にて決定したストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）Ａ１
４株由来の精製酵素の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。
【０１３３】
　すなわち、配列番号７のアミノ酸配列は、シグナル部分を除いた成熟酵素部分である。
配列番号１のアミノ酸配列は、配列番号７のアミノ酸配列の１１２位からに示される配列
となっている。また、配列番号２のアミノ酸配列は、配列番号７のアミノ酸配列のアミノ
酸配列１４６位からに示される配列となっている。また、配列番号3のアミノ酸配列は、
配列番号７のアミノ酸配列の１８０位からに示される配列となっている。ただし、ｎａｎ
ｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳによるデノボアミノ酸配列解析ではＬｅｕとＩｌｅとが判別できない
ため、これらのアミノ酸が一部一致していない箇所がある。
【０１３４】
　また、ストレプトマイセス・サングリエリ（Streptomyces sanglieri）Ａ１４株由来の
精製酵素（すなわちＧＬ）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３０，０００の分子量を有することが推定された。
【産業上の利用可能性】
【０１３５】
　本発明によれば、新規なＧＬが提供される。
【受託番号】
【０１３６】
受託機関の名称：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
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
受託の日付：２０１２年７月２４日
受託番号：ＮＩＴＥ　ＢＰ－１３９２
＜配列表の説明＞
配列番号１：ＧＬの内部配列
配列番号２：ＧＬの内部配列
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配列番号３：ＧＬの内部配列
配列番号４：ＧＬ遺伝子の塩基配列
配列番号５：ＧＬ遺伝子の塩基配列のコドンに対応するアミノ酸配列
配列番号６：ＧＬ遺伝子の分泌シグナル配列
配列番号７：ＧＬ遺伝子の成熟酵素部分のアミノ酸配列

【図２】 【図３】
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