
(57)【要約】

【課題】　熱、有機溶媒等に対する安定性が向上したS-

ヒドロキシニトリルリアーゼを提供すること。

【解決手段】　天然型S-ヒドロキシニトリルリアーゼの

アミノ酸配列において、ヘリックスD3’、ヘリックスA

、およびβシート2領域に存在する少なくとも１つのア

ミノ酸を改変して得られる、改変型S-ヒドロキシニトリ

ルリアーゼ。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ヘ リ ッ ク ス D3’ 、 ヘ リ
ッ ク ス A、 お よ び β シ ー ト 2領 域 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し て 得 ら れ る
、 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ が キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta） ま た は パ ラ
ゴ ム ノ キ (Hevea brasiliensis)由 来 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル
リ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 15-28番 目 、 32-36番 目 、 お よ び 163－ 174
番 目 に 含 ま れ る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し て 得 ら れ る 、 あ る い は 、 配 列 番 号 ４ に
示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 15-28番 目 、 32-36番 目 、 お よ び 162－ 173番 目 に 含 ま れ る
少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し て 得 ら れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト
リ ル リ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 21、 163、 165、 169、 172、 173、 お よ び 1
74番 目 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し て 得 ら れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 改 変
型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、
　 a) 21番 目 の リ ジ ン の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ま た は ア ス パ ラ ギ ン へ の 置 換 、
　 b) 165番 目 の グ リ シ ン の ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 へ の 置 換 、
　 c) 173番 目 の バ リ ン の ロ イ シ ン へ の 置 換 、
　 d) 174番 目 の メ チ オ ニ ン の ロ イ シ ン へ の 置 換 、
　 e) 163番 目 の ト レ オ ニ ン の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ま た は セ リ ン へ の 置 換
よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア
ー ゼ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 ６ 、 ８ 、 １ ６ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ２ 、 ３ ６ 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 ま た は ４
４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 30分 間 の 加 熱 処 理 に よ っ て 酵 素 活 性 が 半 減 す る 温 度 が 、 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ
ア ー ゼ に お け る 該 温 度 と 比 較 し て １ ℃ 以 上 高 い こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 ６ 、 ８ 、 １ ６ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ２ 、 ３ ６ 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 ま た は ４
４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ８ ま た は ９ 記 載 の DNAを 導 入 し た 宿 主 を 培 養 し 、 得 ら れ る 培 養 物 か ら S-ヒ ド ロ キ
シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 、 改 変 型 S-ヒ ド
ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を カ ル ボ ニ
ル 化 合 物 お よ び シ ア ン 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 製
造 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ヘ リ ッ ク ス D3’ 、 ヘ リ
ッ ク ス A、 お よ び β シ ー ト 2領 域 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 す る こ と に よ
り 、 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 安 定 性 を 向 上 さ せ る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 ア ミ
ノ 酸 を 置 換 す る こ と に よ り 耐 熱 性 が 向 上 し た S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ は 、 青 酸 と ア ル デ ヒ ド 、 あ る い は ケ ト ン と の 反 応 を 触 媒
し 、 光 学 活 性 を 有 す る シ ア ノ ヒ ド リ ン 類 を 生 成 さ せ る 。 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン 類 は 医 薬
合 成 の 中 間 体 と し て 重 要 で あ り 、 し た が っ て S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ は 工 業 上 で 重
要 な 酵 素 と い え る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ と し て は 、 例 え ば 、 キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta）
由 来 の S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 、 パ ラ ゴ ム ノ キ （ Hevea brasiliensis） 由 来 の S-ヒ
ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 、 ま た は イ ネ 科 植 物 で あ る モ ロ コ シ （ Sorghum bicolor） 由 来
の S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ な ど が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 酵 素 を 生 物 よ り 分
離 す る コ ス ト が 高 額 で あ る た め 、 工 業 的 に は 、 天 然 の 酵 素 に 加 え て 組 換 え 型 S-ヒ ド ロ キ シ
ニ ト リ ル リ ア ー ゼ が 好 適 に 用 い ら れ る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 組 換 え 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 製 造 で は 、 酵 素 活 性 を 損 な う こ と な く 、 宿 主
細 胞 破 砕 液 よ り 当 該 酵 素 を 分 離 す る 工 程 が 必 要 と な る 。 酵 素 の 分 離 法 と し て は イ オ ン 交 換
等 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 方 法 が 最 も よ く 知 ら れ て い る が 、 高 コ ス ト の た め 、 工 業
的 に は 加 熱 に よ る 分 離 法 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 Wagnerら は 、 パ ラ ゴ ム ノ キ 由 来 の S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 結 晶 構 造 を 解
析 し 、 こ の 酵 素 が α /β ヒ ド ロ ラ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る こ と を 報 告 し て い る 。
こ の 報 告 に よ れ ば 、 酵 素 の 活 性 中 心 は Ser80, His235、 お よ び Asp207 か ら な る Catalytic 
Triadで 構 成 さ れ 、 タ ン パ ク の 奥 深 く に 存 在 し 、 狭 い 疎 水 性 チ ャ ン ネ ル で 外 界 に つ な が っ
て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 そ こ で 、 酵 素 の 基 質 受 容 性 を 改 良 す る た め に 、 こ の 疎 水 性 チ ャ
ン ネ ル 内 の か さ 高 い ア ミ ノ 酸 を よ り 小 さ な ア ミ ノ 酸 に 置 換 し た 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ
ル リ ア ー ゼ も 開 発 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。 し か し な が ら 、 基 質 受 容 性 以 外 を 目 的 と し
た S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 改 変 、 特 に 耐 熱 性 の 向 上 の た め の 改 変 に つ い て は 、 未
だ 具 体 的 な 報 告 は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2000-125886号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Wagner UG., et al, Structure. 1996 Jul 15;4(7):p811-22.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 耐 熱 性 お よ び 安 定 性 の 向 上 し た 新 規 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を
提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 し 、 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の
ア ミ ノ 酸 を 遺 伝 子 工 学 的 に 置 換 す る こ と で 、 改 変 前 の 酵 素 に 比 較 し て 著 し く 安 定 性 の 向 上
し た 酵 素 が 得 ら れ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、
ヘ リ ッ ク ス D3’ 、 ヘ リ ッ ク ス A、 お よ び β シ ー ト 2領 域 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ
酸 を 改 変 し て 得 ら れ る 、 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ と し て は 、 キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta） 由
来 の S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ 配 列 番 号 ２ ） ま た は パ ラ ゴ ム ノ キ (Hevea brasilien
sis)由 来 の S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ 配 列 番 号 ４ ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 前 記 キ
ャ ッ サ バ ま た は パ ラ ゴ ム ノ キ 由 来 の 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を 用 い る 場 合 、
配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 15-28番 目 （ ヘ リ ッ ク ス A） 、 32-36番 目 （ β シ ー
ト 2） 、 お よ び 163－ 174番 目 （ ヘ リ ッ ク ス D3’ ） 、 あ る い は 、 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 上 の 15-28番 目 （ ヘ リ ッ ク ス A） 、 32-36番 目 （ β シ ー ト 2） 、 お よ び 162－ 173番 目
（ ヘ リ ッ ク ス D3’ ） に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 改 変 型 酵 素 の 一 例 と し て 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 21、 163、 1
65、 169、 172、 173、 お よ び 174番 目 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し て 得
ら れ る 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 な か で も 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 165番 目 の ア ミ ノ 酸 を 酸 性 ア
ミ ノ 酸 に 改 変 し て 得 ら れ る 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ は 、 高 い 熱 安 定 性 と 有 機
溶 媒 耐 性 を 有 す る 。 ま た 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 173番 目 の ア ミ
ノ 酸 を も う 一 方 の モ ノ マ ー の ア ミ ノ 酸 と 近 接 す る よ う に 改 変 し て 得 ら れ る 改 変 型 S-ヒ ド ロ
キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ も 、 高 い 熱 安 定 性 と 有 機 溶 媒 耐 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 163番 目 の ア
ミ ノ 酸 を 改 変 し て 得 ら れ る 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ も 高 い 熱 安 定 性 を 有 す る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 a) 21番 目 の リ ジ ン の ア ス
パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ま た は ア ス パ ラ ギ ン へ の 置 換 、 b) 165番 目 の グ リ シ ン の ア ス
パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 へ の 置 換 、 c) 173番 目 の バ リ ン の ロ イ シ ン へ の 置 換 、 d) 1
74番 目 の メ チ オ ニ ン の ロ イ シ ン へ の 置 換 、 e) 163番 目 の ト レ オ ニ ン の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ
ル タ ミ ン 酸 、 ま た は セ リ ン へ の 置 換 を 導 入 し た 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ は 改
変 前 の 酵 素 に 比 較 し て 高 い 安 定 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 置 換 は 1箇 所 で も よ い が 、 ２ 箇 所 以
上 に 複 合 し て 導 入 す る こ と に よ り 、 さ ら に 酵 素 の 安 定 性 を 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 に 好 適 な 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 例 と し て 、 配 列 番 号 ６ 、 ８ 、 １ ６ 、
２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ２ 、 ３ ６ 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 ま た は ４ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ は 、 30分 間 の 加 熱 処 理 に よ っ て 酵 素 活 性
が 半 減 す る 温 度 が 、 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ に お け る 該 温 度 と 比 較 し て １ ℃
以 上 高 い こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を コ ー ド す る DNAを 提 供
す る 。 そ の よ う な DNAの 好 適 な 例 と し て 、 配 列 番 号 ６ 、 ８ 、 １ ６ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ６ 、 ２
８ 、 ３ ２ 、 ３ ６ 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 ま た は ４ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNAを 挙
げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を コ ー ド す る DNAを 導 入
し た 宿 主 を 培 養 し 、 得 ら れ る 培 養 物 か ら S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る タ ン
パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 、 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 製 造 方 法 を
提 供 す る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ を カ ル ボ ニ ル 化 合 物 お
よ び シ ア ン 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 製 造 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て
、 ヘ リ ッ ク ス D3’ 、 ヘ リ ッ ク ス A、 お よ び β シ ー ト 2領 域 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の ア ミ
ノ 酸 を 改 変 す る こ と に よ り 、 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 安 定 性 を 向 上 さ せ る 方 法 を
提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ は 、 従 来 の 酵 素 に 比 較 し て 熱 安 定 性 や 有
機 溶 媒 耐 性 が 著 し く 向 上 し て い る 。 よ っ て 、 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 工 業 的 生 産 に お け
る 当 該 酵 素 の よ り 広 範 な 適 用 が 可 能 に な る 。 ま た 、 前 記 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア
ー ゼ は 、 酵 素 活 性 を 損 な う こ と な く 、 加 熱 処 理 に よ り 細 胞 破 砕 液 か ら 低 コ ス ト で 簡 便 に 精
製 で き る た め 、 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 効 率 的 な 組 換 え 生 産 が 可 能 に な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
１ ． 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ
　 本 発 明 に お い て 、 「 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ 以 下 、 SHNLと 略 記 す る ） 」
と は 、 植 物 か ら 単 離 ・ 精 製 さ れ た SHNL、 あ る い は 当 該 SHNLと 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る SH
NLを 意 味 す る 。 前 記 天 然 型 SHNLの 由 来 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 モ ロ コ シ (Sorghum bic
olor)な ど の イ ネ 科 植 物 由 来 の SHNL、 キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta） や パ ラ ゴ ム ノ キ (H
evea brasiliensis)な ど の ト ウ ダ イ グ サ 科 植 物 由 来 の SHNL、 キ シ メ ニ ア (Ximenia america
)な ど の ボ ロ ボ ロ ノ キ 植 物 由 来 の SHNL等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら SHNLの ア ミ ノ 酸 配
列 や 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 既 に 公 知 で あ り 、 GenBank等 の 公 共 デ ー タ ベ ー ス を 通 じ て 容 易 に
入 手 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 パ ラ ゴ ム ノ キ 由 来 SHNL遺 伝 子 は Accession No.U40402（
配 列 番 号 ３ は U40402の CDSに 該 当 ） 、 キ ャ ッ サ バ 由 来 の SHNL遺 伝 子 は Accession No. Z2909
1、 モ ロ コ シ 由 来 SHNL遺 伝 子 は Accession No.AJ421152と し て 、 そ れ ぞ れ GenBankに 登 録 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
２ ． S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 立 体 構 造
　 い く つ か の SHNLに つ い て は 、 既 に そ の 立 体 構 造 が 解 析 が さ れ て お り 、 例 え ば 、 日 本 DNA
デ ー タ バ ン ク の デ ー タ ベ ー ス PDB Retrieverよ り デ ー タ を 取 得 す る こ と が で き る 。 こ う し
た 立 体 構 造 情 報 に よ れ ば 、 SHNLは ホ モ ダ イ マ ー を 形 成 し （ 図 ７ お よ び 図 １ １ 参 照 ） 、 そ の
活 性 中 心 は タ ン パ ク の 奥 深 く に 存 在 し 、 狭 い 疎 水 性 チ ャ ン ネ ル で 外 界 に つ な が っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 SHNLに は 、 ダ イ マ ー 形 成 時 に 他 方 の SHNLの ヘ リ ッ ク ス Aお よ び β シ ー ト 2と 結 合 す る 、 ヘ
リ ッ ク ス D3’ と 呼 ば れ る 領 域 が あ る 。 以 下 に 、 キ ャ ッ サ バ と パ ラ ゴ ム ノ キ 由 来 SHNLの ヘ リ
ッ ク ス A、 β シ ー ト 2、 お よ び ヘ リ ッ ク ス D3’ の 各 ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

キ ャ ッ サ バ SHNL　 　 　 15-28　 　 　 　 　 　 　 32-36　 　 　 　 　 　 163-174　 　 　

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 上 記 各 番 号 は 配 列 表 の 各 配 列 上 の ア ミ ノ 酸 番 号 を 示 す ）
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 記 に 示 す よ う 、 ヘ リ ッ ク ス D3’ は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る キ ャ ッ サ バ 由 来 の SHNLの ア
ミ ノ 酸 配 列 に お い て は 163－ 174番 目 の ア ミ ノ 酸 に 、 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る パ ラ ゴ ム ノ キ 由
来 の SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て は 、 162－ 173番 目 の ア ミ ノ 酸 に 該 当 す る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 １ ３ は 、 キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta） お よ び パ ラ ゴ ム ノ キ （ Hevea brasiliensi
s） 由 来 の SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト し た も の で あ る 。 両 SHNLの ア ミ ノ 酸 の 相
同 性 は 74%で あ り 、 個 々 の ア ミ ノ 酸 は 必 ず し も 完 全 に 同 一 で は な い 。 例 え ば 、 パ ラ ゴ ム ノ
キ 由 来 の SHNLで は 、 キ ャ ッ サ バ 由 来 の SHNLの 139番 に 該 当 す る ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る た
め 、 ヘ リ ッ ク ス D3’ 領 域 の ア ミ ノ 酸 番 号 が １ つ ず れ て い る 。 し か し な が ら 、 い ず れ も α /
β ヒ ド ロ ラ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 他 植 物 種 由 来 の SHNLを 含 め て 、 そ の 立 体 構 造
は 類 似 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ヘ リ ッ ク ス D3’ 」 と は 、 SHNLが ダ イ マ ー を 形 成 す る 際 に 他 方 の SHNL
モ ノ マ ー の 「 ヘ リ ッ ク ス A」 お よ び 「 β シ ー ト 2」 と 結 合 す る 領 域 で あ っ て 、 SHNLの 熱 安 定
性 や 酵 素 活 性 に 深 く 関 与 す る 領 域 で あ る 。 具 体 的 に は 、 「 ヘ リ ッ ク ス D3’ 」 領 域 は 、 配 列
番 号 ２ に 示 さ れ る キ ャ ッ サ バ 由 来 の SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 の 163－ 174番 目 や 配 列 番 号 ４ に 示
さ れ る パ ラ ゴ ム ノ キ 由 来 の SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 の 162－ 173番 目 の ア ミ ノ 酸 に 該 当 す る 領 域
、 あ る い は 他 の 植 物 由 来 の SHNLに お い て 前 記 ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る 領 域 で あ る 。 他 の 植 物 由
来 の SHNLに お け る ヘ リ ッ ク ス D3’ の 位 置 は 、 そ の SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 を 上 記 配 列 番 号 ２ ま
た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト し 、 配 列 番 号 ２ の 163-174番 目 ま た は 配
列 番 号 ４ の 162－ 173番 目 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 領 域 と し て 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に か か る 「 ヘ リ ッ ク ス A」 領 域 は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る キ ャ ッ サ
バ 由 来 の SHNLや 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る パ ラ ゴ ム ノ キ 由 来 の SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、
15-28番 目 の ア ミ ノ 酸 に 該 当 す る 領 域 、 あ る い は 他 の 植 物 由 来 の SHNLに お い て 前 記 ア ミ ノ
酸 に 相 当 す る 領 域 で あ る 。 他 の 植 物 由 来 の SHNLに お け る ヘ リ ッ ク ス Aの 位 置 は 、 そ の SHNL
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 上 記 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト し 、
配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の 15-28番 目 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 領 域 と し て 求 め る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に か か る 「 β シ ー ト 2」 領 域 は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る キ ャ ッ サ バ
由 来 の SHNLや 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る パ ラ ゴ ム ノ キ 由 来 の SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 32
-36番 目 の ア ミ ノ 酸 に 該 当 す る 領 域 、 あ る い は 他 の 植 物 由 来 の SHNLに お い て 前 記 ア ミ ノ 酸
に 相 当 す る 領 域 で あ る 。 他 の 植 物 由 来 の SHNLに お け る ヘ リ ッ ク ス D3’ の 位 置 は 、 そ の SHNL
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 上 記 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト し 、
配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の 32-36番 目 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 領 域 と し て 求 め る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
３ ． 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ
　 本 発 明 は 、 天 然 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ヘ リ ッ ク ス
D3’ 、 ヘ リ ッ ク ス Aお よ び β シ ー ト 2領 域 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し て
得 ら れ る 、 安 定 性 が 向 上 し た 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ こ で 、 「 ア ミ ノ 酸 の 改 変 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 を 別 種 の ア ミ ノ 酸 に 改 変 す る こ と を 意 味 す
る 。 改 変 は 、 ア ミ ノ 酸 を 相 互 に 置 換 す る こ と の ほ か 、 適 当 な 置 換 基 や 修 飾 の 導 入 に よ っ て
改 変 す る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 周 知 の 方 法 に 従 い 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 部 位 特
異 的 変 異 を 導 入 す れ ば よ い 。 そ の よ う な 部 位 特 異 的 変 異 は 、 市 販 の キ ッ ト （ 例 え ば 、 Quik
Change XL Site-Directed Mutagenesis kit（ STRATAGENE） 、 TransformerTM Site-Direct
ed Mutagenesis Kit（ CLONTECH） 等 ） を 用 い て 容 易 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 安 定 性 が 向 上 し た 」 と は 、 熱 安 定 性 や 有 機 溶 媒 耐 性 等 の 向 上 を 意 味
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す る 。 な お 、 「 熱 安 定 性 が 向 上 し た 」 と は 、 改 変 型 SHNLを 加 熱 し た 後 に 室 温 に 戻 し て 得 ら
れ る 酵 素 活 性 が 、 同 じ く 加 熱 処 理 し た 天 然 型 SHNLの 酵 素 活 性 と 比 較 し て 多 く 残 存 し て い る
こ と を 意 味 す る 。 具 体 的 に い え ば 、 30分 間 の 加 熱 処 理 に よ っ て 改 変 型 SHNLの 酵 素 活 性 が 半
減 す る 温 度 が 同 活 性 値 、 同 タ ン パ ク 質 濃 度 に 調 整 さ れ た 天 然 型 SHNLに お け る 該 温 度 と 比 較
し て 少 な く と も 1℃ 以 上 高 い こ と を 意 味 す る 。 ま た 、 30分 間 の 加 熱 処 理 に よ っ て 改 変 型 SHN
Lの 酵 素 活 性 が 半 減 す る 温 度 が 、 同 活 性 値 、 同 タ ン パ ク 質 濃 度 に 調 整 さ れ た 天 然 型 SHNLに
お け る 該 温 度 と 比 較 し て 1℃ 上 昇 し た こ と を 「 熱 安 定 性 ／ 耐 熱 性 が １ ℃ 向 上 し た 」 と 表 現
す る 。 具 体 的 に い え ば 、 30分 間 の 加 熱 処 理 に よ っ て 酵 素 活 性 が 半 減 す る 温 度 が 、 天 然 型 S-
ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ に お け る 該 温 度 と 比 較 し て 少 な く と も １ ℃ 以 上 高 い こ と を 意
味 す る 。 本 発 明 の 改 変 型 SHNLは 、 こ う し た 耐 熱 性 に 加 え て 、 有 機 溶 媒 に 対 す る 耐 性 も 高 く
、 工 業 的 生 産 工 程 に お い て 非 常 に 有 用 な 酵 素 と い え る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 一 方 の SHNLモ ノ マ ー の ヘ リ ッ ク ス D3’ 領 域 の ア ミ ノ 酸 と 他 方 の SHNL
モ ノ マ ー の ヘ リ ッ ク ス Aお よ び β シ ー ト 2領 域 の ア ミ ノ 酸 を 最 適 化 し 、 酵 素 の 熱 安 定 性 を 向
上 さ せ る 。 酵 素 の 熱 安 定 性 を 向 上 さ せ る 有 効 な 手 段 の 一 つ と し て 、 オ リ ゴ マ ー 形 成 力 を 強
化 す る 方 法 が 考 え ら れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 一 方 の SHNLモ ノ マ ー の ヘ リ ッ ク ス D3’ 領 域
の ア ミ ノ 酸 と 他 方 の SHNLモ ノ マ ー の ヘ リ ッ ク ス A、 β シ ー ト 2領 域 の ア ミ ノ 酸 を 最 適 化 し 、
酵 素 の 熱 安 定 性 を 向 上 さ せ る 。 SHNLの ダ イ マ ー 形 成 に は 相 互 の モ ノ マ ー の ア ミ ノ 酸 残 基 の
イ オ ン 結 合 や 疎 水 性 相 互 作 用 が 関 与 し て い る と 思 わ れ る が 、 こ の よ う な 要 因 が 有 効 に は た
ら く の は ア ミ ノ 酸 残 基 間 の 距 離 が 2～ 5オ ン グ ス ト ロ ー ム ま で と 思 わ れ る 。 し た が っ て 、 改
変 さ せ る ア ミ ノ 酸 は 、 特 に そ の 10オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 内 （ 10オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 内 で あ れ
ば ア ミ ノ 酸 の 改 変 に よ り ア ミ ノ 酸 残 基 間 の 距 離 を 最 適 化 し う る ） に 、 も う 一 方 の モ ノ マ ー
の ヘ リ ッ ク ス D3’ 領 域 、 あ る い は ヘ リ ッ ク ス A、 β シ ー ト 2領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 存 在 す る
よ う な ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 は 、 ヘ リ ッ ク ス D3’ 領 域 で あ
れ ば 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る 164～ 166、 お よ び 168～ 174番 目 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 改 変 型 SHNLの 好 適 な 一 例 と し て 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て
、 165番 目 の グ リ シ ン を 、 酸 性 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に
置 換 し て 得 ら れ る S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ６ お よ び ８ ） 、 17
3番 目 の バ リ ン を ロ イ シ ン に 置 換 し て 得 ら れ る S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ 配 列 番 号
１ ６ ） 、 174番 目 の メ チ オ ニ ン を ロ イ シ ン に 置 換 し て 得 ら れ る S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア
ー ゼ （ 配 列 番 号 ２ ０ ） あ る い は 21番 目 の リ ジ ン を ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ
ラ ギ ン に 置 換 し て 得 ら れ る S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ 配 列 番 号 ２ ２ 、 ２ ６ 、 お よ び
２ ８ ） 、 163番 目 の ト レ オ ニ ン を ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ま た は セ リ ン に 置 換 し
て 得 ら れ る S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ 配 列 番 号 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 お よ び ４ ４ ） 、 あ る
い は こ れ ら の 置 換 を 組 み 合 わ せ た 変 異 部 位 複 合 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ 配 列 番 号
３ ２ お よ び ３ ６ ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 改 変 型 SHNLは 、 天 然 型 SHNLと 比 較 し て
、 酵 素 活 性 が 半 減 す る 温 度 が 5℃ 以 上 向 上 し た 優 れ た 耐 熱 性 酵 素 で あ る と と も に 、 有 機 溶
媒 に 対 す る 耐 性 を 有 す る た め 、 工 業 的 生 産 工 程 に お い て 非 常 に 有 用 な 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
４ ． 　 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ の 製 造
４ ． １ 　 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
　 本 発 明 に か か る 改 変 型 SHNLタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAは 、 公 知 の 天 然 型 SHNL遺 伝 子 に
、 部 位 特 異 的 変 異 を 導 入 し て 得 ら れ る 。 す な わ ち 、 置 換 部 位 の コ ド ン を 目 的 と す る ア ミ ノ
酸 を コ ー ド す る コ ド ン に 改 変 し う る プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 該 プ ラ イ マ ー を 用 い て 天 然 型 SH
NLを コ ー ド す る DNAを 鋳 型 と し て 伸 長 反 応 を 行 え ば よ い 。 部 位 特 的 変 異 導 入 は 、 市 販 の キ
ッ ト （ 例 え ば 、 QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis kit（ STRATAGENE） 、 Transfo
rmerTM Site-Directed Mutagenesis Kit（ CLONTECH） 等 ） を 用 い て 容 易 に 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 本 発 明 に か か る 改 変 型 SHNLタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 例 と し て は 、 配 列 番 号 ５ 、 ７
、 １ ５ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ５ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 お よ び ４ ３ に 示 さ れ
る 塩 基 配 列 を 有 す る DNAを 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
４ ． ２ 　 組 換 え ベ ク タ ー
　 次 い で 、 前 記 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNAを プ ラ ス ミ ド 等 の 公 知 の ベ ク タ ー に 連 結 （ 挿
入 ） し て 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 前 記 ベ ク タ ー は 宿 主 中 で 複 製 可 能 な も の で あ れ ば 特
に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド DNA、 フ ァ ー ジ DNA等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 前 記 プ ラ ス ミ ド DNAと し て は 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば  pBR322, pBR325, pUC1
8, pUC119, pTrcHis, pBlueBacHis 等 、 特 に 強 力 な T7プ ロ モ ー タ ー を 有 す る pET21ベ ク タ
ー が 好 ま し い ） 、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば  pUB110, pTP5 等 ） 、 酵 母 由 来 の プ ラ
ス ミ ド （ 例 え ば  YEp13, YEp24, YCp50, pYE52 等 ） な ど が 、 フ ァ ー ジ  DNAと し て は λ フ ァ
ー ジ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 前 記 ベ ク タ ー へ の 本 発 明 の 遺 伝 子 の 挿 入 は 、 ま ず 、 精 製 さ れ た DNAを 適 当 な 制 限 酵 素 で
切 断 し 、 ベ ク タ ー DNAの 適 当 な 制 限 酵 素 部 位 ま た は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 挿 入 し て
ベ ク タ ー に 連 結 す る 方 法 が 採 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 宿 主 内 で 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め に は 、 構 造 遺 伝 子 の 前 に 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー を
配 置 さ せ る 必 要 が あ る 。 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 特 に 限 定 さ れ ず 、 宿 主 内 で 機 能 す る こ と が 知
ら れ て い る 任 意 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 な お プ ロ モ ー タ ー に つ い て は 、 後 述 す る 形
質 転 換 体 に お い て 、 宿 主 ご と に 詳 述 す る 。 ま た 、 必 要 で あ れ ば エ ン ハ ン サ ー 等 の シ ス エ レ
メ ン ト 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 ポ リ A付 加 シ グ ナ ル 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 （ SD配 列 ）
、 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 等 を 配 置 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
４ ． ３ 　 改 変 型 SHNL発 現 系 （ 形 質 転 換 体 ）
　 次 い で 、 前 記 組 換 え ベ ク タ ー を 目 的 遺 伝 子 が 発 現 し う る よ う に 宿 主 中 に 導 入 し 、 改 変 型
SHNL発 現 系 を 作 製 す る 。 こ こ で 宿 主 と し て は 、 本 発 明 の DNAを 発 現 で き る の も で あ れ ば 特
に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 エ ッ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ Escherichia coli） 等 の エ ッ シ ェ リ ヒ ア
属 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） 等 の バ チ ル ス 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ プ
チ ダ （ Pseudomonas putida） 等 の シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 リ ゾ ビ ウ ム ・ メ リ ロ テ イ （ Rhizobiu
m meliloti） 等 の リ ゾ ビ ウ ム 属 に 属 す る 細 菌 、 ま た サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ ル ビ シ エ （ Saccha
romyces cervisiae） 、 チ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces. pombe） 、
ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） 等 の 酵 母 、 そ の 他 COS細 胞 、 CHO細 胞 等 の 動 物 細
胞 、 あ る い は Sf19、 Sf21等 の 昆 虫 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 大 腸 菌 等 の 細 菌 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー が 該 細 菌 中 で 自 律 複 製 可
能 で あ る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 配 列 、 本 発 明 の 遺 伝 子 、 転 写 終 結 配 列
に よ り 構 成 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 遺 伝 子 が 含 ま れ て
い て も よ い 。 大 腸 菌 と し て は 、 例 え ば 、 エ ッ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ (Escherichia coli)HMS174
(DE3)、 K12、 DH1、 B株 等 が 挙 げ ら れ 、 枯 草 菌 と し て は 、 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス (B
acillus subtilis)MI 114、 207-21等 が 挙 げ ら れ る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 大 腸 菌 等 の
上 記 宿 主 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 trpプ ロ モ ー タ ー 、 lacプ
ロ モ ー タ ー 、 P L プ ロ モ ー タ ー 、 P R プ ロ モ ー タ ー 等 の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ に 由 来 す る プ ロ モ
ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 tacプ ロ モ ー タ ー 等 の よ う に 、 人 為 的 に 設 計 改 変 さ れ た プ ロ
モ ー タ ー を 用 い て も よ い 。 細 菌 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え
ば 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方 法 [Cohen, S.N. et al.： Proc. Natl. Acad. Sci., USA
, 69： 2110-2114 (1972)]や 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 酵 母 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス
・ ポ ン ベ 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス 等 が 用 い ら れ る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 酵 母 中 で 発 現 で
き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 gal1プ ロ モ ー タ ー 、 gal10プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ
ー ト シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー 、 MFα 1プ ロ モ ー タ ー 、 PHO5プ ロ モ ー タ ー 、 PGKプ ロ
モ ー タ ー 、 GAPプ ロ モ ー タ ー 、 ADHプ ロ モ ー タ ー 、 AOX1プ ロ モ ー タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き
る 。 酵 母 へ の ベ ク タ ー の 導 入 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
法 [Becker, D.M. et al.： Methods. Enzymol., 194：  182-187 (1990)]、 ス フ ェ ロ プ ラ ス
ト 法 [Hinnen, A.et al.： Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 75：  1929-1933 (1978)]、 酢 酸
リ チ ウ ム 法 [Itoh, H.： J. Bacteriol., 153： 163-168 (1983)]等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
４ ． ４ 　 形 質 転 換 体 の 培 養
　 本 発 明 の 改 変 型 SHNLは 、 本 発 明 の 形 質 転 換 体 を 適 当 な 培 地 で 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら 該
酵 素 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 採 取 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 形 質 転
換 体 を 培 養 す る 方 法 は 、 宿 主 に 応 じ て 、 適 宜 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 や 酵 母 等 の 微 生
物 を 宿 主 と す る 形 質 転 換 体 の 場 合 は 、 微 生 物 が 資 化 し う る 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 等 を
含 有 し 、 形 質 転 換 体 を 効 率 的 に 培 養 し う る 培 地 で あ れ ば 、 天 然 培 地 、 合 成 培 地 の い ず れ を
用 い て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て
も 良 い 。 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の も の を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を
培 養 す る 場 合 は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も 良 い 。 例 え ば 、 lacプ
ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る 場 合 は 、 イ ソ プ ロ ピ ル
-β -チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ IPTG） 等 を 、 trpプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形
質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る 場 合 は 、 イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 （ IAA） 等 を 培 地 に 添 加 し て
も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 培 養 後 、 本 発 明 の 酵 素 タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 ま た は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 は 、 菌 体 ま た
は 細 胞 を 破 砕 す る 。 一 方 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 外 ま た は 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る 場 合 は
、 培 養 液 を そ の ま ま 用 い る か 、 遠 心 分 離 等 に よ っ て 回 収 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 の 単 離 ・ 精 製 に は 、 例 え ば 硫 安 沈 澱 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 ゲ ル ろ 過 、 イ オ ン
交 換 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 等 を 単 独 で あ る い は 適 宜 組
み 合 わ せ て 用 い れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 改 変 型 SHNLの 酵 素 活 性 は 、 基 質 と な り う る 適 当 な シ ア ン 化 合 物 と ア ル デ ヒ ド 、
あ る い は ケ ト ン を 含 む 反 応 液 に 該 酵 素 を 添 加 し 、 生 成 す る 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン を 検 出
す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 確 認 は 、 例 え ば 、 ガ ス
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、
本 発 明 の 改 変 型 SHNLに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 作 製 し 、 該 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に よ っ て 発 現 を 確 認 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 SHNLの 酵 素 活 性 は 、 マ ン デ ロ ニ
ト リ ル の SHNLに よ る 分 解 に よ っ て 生 じ る ア ル デ ヒ ド の 単 位 時 間 あ た り の 生 成 量 （ 波 長 249.
6nmに お け る 吸 光 度 か ら 算 出 ） を 測 定 す る こ と に よ っ て 確 認 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 SHNLを 精 製 す る 際 に は 通 常 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 操 作 が 必 要 で あ る が 、 本
発 明 の 改 変 型 SHNLは 加 熱 処 理 を 行 う こ と で 、 遠 心 分 離 な ど の 操 作 に よ り 酵 素 活 性 を 保 持 し
た ま ま 宿 主 （ 大 腸 菌 ） に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発
明 の 改 変 型 SHNLは 低 コ ス ト で 簡 便 に 精 製 を 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 酵 素 の 組 換 え 生 産 効 率
を 著 し く 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 改 変 型 SHNLの 製 造 法 と し て は 、 例 え ば 、 特 開 平 10-373246号 、 特 開 平 10-373248
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号 、 特 開 平 11-367251号 を 参 考 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
５ ． 改 変 型 S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ に よ る 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 合 成
　 本 発 明 の 改 変 型 SHNLは 、 耐 熱 性 、 有 機 溶 媒 耐 性 が 高 い に も か か わ ら ず 、 天 然 型 SHNLと 同
等 の 生 産 効 率 お よ び 光 学 純 度 で 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン を 合 成 で き る 。 本 発 明 の 改 変 型 SH
NLを 用 い た 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 合 成 は 、 天 然 型 SHNLと 全 く 同 様 の 方 法 で 実 施 で き る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 す な わ ち 、 反 応 溶 媒 中 に 、 本 発 明 の 改 変 型 SHNLお よ び 反 応 基 質 を 加 え 、 反 応 温 度 10～ 50
℃ に お い て 、 20分 間 ～ 24時 間 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン を 合 成 す
る こ と が で き る 。 反 応 時 間 は 、 基 質 の 転 換 速 度 に 応 じ て 適 宜 調 整 す る 。 反 応 基 質 と し て は
、 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 お よ び シ ア ン 化 合 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。 カ ル ボ ニ ル 化 合 物 は 、
COR1R2で 示 さ れ る ア ル デ ヒ ド ま た は ケ ト ン で あ り 、 R1と R2は 水 素 原 子 、 置 換 ま た は 非 置 換
の 炭 素 数 １ ～ 18の 線 状 ま た は 分 枝 鎖 状 の 飽 和 ア ル キ ル 基 、 あ る い は 置 換 ま た は 非 置 換 の 環
員 が 5～ 22の 芳 香 族 基 で あ る （ た だ し 、 R1と R2は 同 時 に 水 素 原 子 を 表 す こ と は な い ） 。 シ
ア ン 化 合 物 は 、 シ ア ン 化 物 イ オ ン （ CN - ） を 生 じ る 物 質 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば
、 シ ア ン 化 ナ ト リ ウ ム や シ ア ン 化 カ リ ウ ム な ど の シ ア ン 化 水 素 塩 、 ア セ ト ン シ ア ン ヒ ド リ
ン な ど の シ ア ノ ヒ ド リ ン 類 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 反 応 溶 媒 と し て は 、 反 応 系 内 に 水 が 大 量 に 存 在 す る と 、 酵 素 反 応 に よ っ て 生 成 し た 光 学
活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の ラ セ ミ 化 が 起 こ り や す く な っ た り 、 水 に 対 す る 溶 解 度 の 小 さ い ア ル
デ ヒ ド ま た は ケ ト ン を 原 料 と し て 用 い る 場 合 に は 生 産 効 率 が 低 下 す る な ど の 点 か ら 、 水 に
難 溶 ま た は 不 溶 で あ る 有 機 溶 媒 を 主 成 分 と す る 反 応 溶 媒 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ
う な 有 機 溶 媒 と し て は 、 酵 素 反 応 に よ る 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 合 成 反 応 に 影 響 を 与 え
な い も の で あ れ ば 特 に 制 限 は な く 、 合 成 反 応 に 用 い る 原 料 の ア ル デ ヒ ド ま た は ケ ト ン の 物
性 、 生 成 物 で あ る シ ア ノ ヒ ド リ ン の 物 性 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は
、 ハ ロ ゲ ン 化 さ れ て い て も よ い 脂 肪 族 ま た は 芳 香 族 の 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状 ま た は 環 状 の 飽
和 ま た は 不 飽 和 炭 化 水 素 系 溶 媒 、 例 え ば 、 ペ ン タ ン 、 ヘ キ サ ン 、 ト ル エ ン 、 キ シ レ ン 、 塩
化 メ チ レ ン な ど ； ハ ロ ゲ ン 化 さ れ て い て も よ い 脂 肪 族 ま た は 芳 香 族 の 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状
ま た は 環 状 の 飽 和 ま た は 不 飽 和 ア ル コ ー ル 系 溶 媒 、 例 え ば 、 イ ソ プ ル ピ ル ア ル コ ー ル 、 ｎ
－ ブ タ ノ ー ル 、 イ ソ ブ タ ノ ー ル 、 ｔ － ブ タ ノ ー ル 、 ヘ キ サ ノ ー ル 、 シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル 、
ｎ － ア ミ ル ア ル コ ー ル な ど ； ハ ロ ゲ ン 化 さ れ て い て も よ い 脂 肪 族 ま た は 芳 香 族 の 直 鎖 状 ま
た は 分 枝 状 ま た は 環 状 の 飽 和 ま た は 不 飽 和 エ ー テ ル 系 溶 媒 、 例 え ば 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル 、
ジ プ ロ ピ ル エ ー テ ル 、 ジ イ ソ ピ ル エ ー テ ル 、 ジ ブ チ ル エ ー テ ル 、 メ チ ル － ｔ － ブ チ ル エ ー
テ ル な ど ； ハ ロ ゲ ン 化 さ れ て い て も よ い 脂 肪 族 ま た は 芳 香 族 の 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状 ま た は
環 状 の 飽 和 ま た は 不 飽 和 エ ス テ ル 系 溶 媒 、 例 え ば 、 ギ 酸 メ チ ル 、 酢 酸 メ チ ル 、 酢 酸 エ チ ル
、 酢 酸 ブ チ ル 、 プ ロ ピ オ ン 酸 メ チ ル な ど が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら を 単 独 で 用 い て も 、 ま た 複 数
を 混 合 し て 用 い て も よ い 。 ま た 、 上 記 溶 媒 は 水 ま た は 水 系 の 緩 衝 液 を 含 有 ま た は 飽 和 さ せ
た も の を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 工 業 的 生 産 工 程 に お い て 、 改 変 型 SHNLは 適 当 な 無 機 担 体 に 固 定 化 さ せ た 固 定 化 酵 素 と し
て 用 い て も よ い （ 例 え ば 、 特 開 2002-176974号 参 照 ） 。 本 発 明 の 改 変 型 SHNLを 用 い た シ ア
ノ ヒ ド リ ン の 好 適 な 合 成 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 特 開 2002-355085号 、 特 開 2002-176974号
、 特 開 2001-363840号 、 特 開 2001-346596号 、 特 開 2001-190275号 、 特 開 2000-245286、 特 開
2001-120289号 、 特 開 2000-217590号 等 に 記 載 さ れ た 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 用 い て 本 発 明 に つ い て よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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実 施 例 １ ： 改 変 酵 素 Actmt-001f2-SHNLの 調 製
１ ． 変 異 導 入
　 キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta） 由 来 の S-ヒ ド ロ キ シ ニ ト リ ル リ ア ー ゼ （ Wild-SHNL）
遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ： 特 願 2002-365675） へ の 変 異 導 入 は GeneMorph T M PCR Mutagenesis Ki
t (STRATAGENE社 製 )を 用 い て 行 っ た 。 鋳 型 と し て 、 pKK223-3（ ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ
ン ス 社 製 ） の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に Wild-SHNL遺 伝 子 が 組 み 込 ま れ て い る pKK223-3/
SHNL-Wildプ ラ ス ミ ド 600ng を 用 い 、 下 記 の オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 、 PCRを 行 っ た
。
Forward primer: 5’ -GGG GAA TTC ATG GTT ACT GCA CAC TTC GTT CTG ATT CAC-3’ （ 配
列 番 号 ９ ）
Reverse primer: 5’ -GGG AAG CTT TTA AGC GTA TGC ATC AGC AAC TTC TTG CAG-3’ （ 配
列 番 号 １ ０ ）
【 ０ ０ ５ ８ 】
２ ． 形 質 転 換
　 得 ら れ た PCR産 物 (SHNL-Mutants)を 制 限 酵 素 EcoRI、 HindIII（ TOYOBO社 製 ） を 用 い て 消
化 し 、 同 じ く 制 限 酵 素 EcoRI、 HindIIIに よ り マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト が 消 化 さ れ て い る
ベ ク タ ー pKK223-3と ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に は LigaFast T M Rapid DNA 
Ligation System(Promega社 製 )を 用 い た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 を コ ン ピ テ ン ト セ ル DH5
α （ TOYOBO社 製 ） に 形 質 転 換 し 、 複 数 の DH5α /pKK223-3/SHNL-Actmtを 得 た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
３ ． 選 抜 お よ び 高 発 現 ベ ク タ ー へ の 組 換 え
　 複 数 の DH5α /pKK223-3/SHNL-Actmtを 試 験 管 で 培 養 し 、 培 養 液 を そ れ ぞ れ 1mLず つ 取 り 、
遠 心 分 離 を 行 っ て 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 得 た 。 得 ら れ た 細 胞 を ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム バ ッ フ ァ ー （ pH5.5） 200μ Lで 再 懸 濁 し た 後 、 超 音 波 細 胞 破 砕 機 で 細 胞 を 破 砕 し た 。 細
胞 破 砕 物 を 15000rpm、 5minの 条 件 で 遠 心 分 離 し 、 細 胞 破 砕 液 を 得 た 。 こ の 細 胞 破 砕 液 を 60
℃ 、 2hの 条 件 で 加 熱 し 、 加 熱 後 に そ れ ぞ れ の 細 胞 破 砕 液 の SHNL活 性 を 測 定 し た 。 SHNL活 性
は 、 反 応 温 度 20℃ に お い て マ ン デ ロ ニ ト リ ル の SHNLに よ る 分 解 に よ っ て 生 じ る ア ル デ ヒ ド
の 単 位 時 間 あ た り の 生 成 量 か ら 算 出 し た 。 な お 、 ア ル デ ヒ ド の 単 位 時 間 あ た り の 生 成 量 は
、 波 長 249.6nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 す る こ と （ 島 津 製 作 所 製 　 分 光 光 度 計 使 用 ） に よ っ
て 算 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 結 果 、 加 熱 後 も 活 性 を 有 し て い た DH5α /pKK223-3/SHNL-Actmt001f2を 耐 熱 株 と し て
選 抜 し た 。 選 抜 さ れ た 株 を コ ロ ニ ー PCRし 、 得 ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 と し て シ ー ケ ン ス 反 応
を 行 っ た 。 反 応 物 の 解 析 結 果 よ り 、 DH5α /pKK223-3/SHNL-Actmt001f2は 配 列 番 号 １ に 示 さ
れ る 塩 基 配 列 の 494番 目 の グ ア ニ ン が ア デ ニ ン に 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） を 有
す る こ と が 確 認 さ れ た 。 し た が っ て 、 Actmt001f2-SHNLは Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ２ ） の 165番 目 の グ リ シ ン が ア ス パ ラ ギ ン 酸 へ 置 き 換 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 ６ ） を 有 す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 以 下 、 こ の 改 変 型 SHNL（ 165番 目 の
グ リ シ ン を ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 置 換 し た SHNL） を Actmt-001f2-SHNLと 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 次 に 、 SHNL-Actmt001f2遺 伝 子 を タ ン パ ク 質 高 発 現 ベ ク タ ー pET21（ Novagen社 製 ） へ 導
入 し た 。 pKK223-3/SHNL-Actmt001f2プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 こ れ を 鋳 型 と し て 、 下 記 の プ ラ
イ マ ー と DNAポ リ メ ラ ー ゼ KODplus(TOYOBO社 製 )を 用 い て PCRを 行 う こ と で 、 鋳 型 の 両 末 端
に 付 加 さ れ て い る 制 限 酵 素 サ イ ト EcoRI、 HindIIIを 除 き 、 代 わ り に 制 限 酵 素 サ イ ト NdeI、
BamHIを 付 加 し た 。
Forward primer: 5’ -GGG GGG GGG CAT ATG GTT ACT GCA CAC TTC GTT CTG ATT CAC AC-3
’ （ 配 列 番 号 １ １ ）
Reverse primer: 5’ -GGG GGA TCC TTA AGC GTA TGC ATC AGC AAC TTC TTG CAG-3’ （ 配
列 番 号 １ ２ ）
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 得 ら れ た PCR産 物 を 制 限 酵 素 NdeI（ New England Bio Labs社 製 ） 、 BamHI（ TOYOBO社 製 ）
を 用 い て 消 化 し 、 同 じ く 制 限 酵 素 NdeI、 BamHIに よ り マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト が 消 化 さ
れ て い る ベ ク タ ー pET21a（ Novagen社 製 ） と ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に
は LigaFast T M Rapid DNA Ligation System(Promega社 製 )を 用 い た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液
を コ ン ピ テ ン ト セ ル BL21(DE3)（ Novagen社 製 ） に 形 質 転 換 し 、 165番 目 の ア ミ ノ 酸 が Aspに
置 換 さ れ た SHNLの 発 現 系 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Actmt001f2を 得 た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 ２ ： Actmt001f2-SHNLの 熱 安 定 性 実 験
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 大 腸 菌 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wild、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Actmt001f2を LB培 地 5mL
を 用 い て 37℃ で 12h培 養 し た 。 得 ら れ た 培 養 液 100μ Lを 下 記 に 示 す NS-2培 地 5mLに 接 種 し 、
IPTGを 添 加 し て 20℃ 、 60hで 培 養 を 行 っ た 。 培 養 終 了 後 培 養 液 を 遠 心 分 離 し 、 細 胞 を 回 収
し た 。 こ の 細 胞 を 0.2Mク エ ン 酸 Na buffer(pH5.5)に 懸 濁 し 、 超 音 波 に よ り 細 胞 を 破 砕 し た
。 こ の 破 砕 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 し Wild-SHNL、 Actmt-001f2-SHNL酵 素 液 を 得 た 。
酵 素 液 は Wild-SHNLが 活 性 値 74U/mL、 タ ン パ ク 質 濃 度 6.29mg/mL、 Actmt-001f2-SHNLが 活 性
値 69U/mL、 タ ン パ ク 質 濃 度 5.96mg/mLで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 を 加 熱 減 菌 し た 後 、 フ ィ ル タ ー 減 菌 し た ア ン ピ シ リ ン 100mg/L(終 濃 度 )、 お よ び フ
ィ ル タ ー 減 菌 し た IPTG 238mg/L(終 濃 度 )を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
２ ） 酵 素 液 の 加 熱 処 理
　 Wild-SHNL、 Actmt-001f2-SHNL酵 素 液 200μ Lを エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ 、 ヒ ー ト
ブ ロ ッ ク に よ り 酵 素 液 温 が 45～ 70℃ と な る よ う 加 熱 し た 。 30min後 に 遠 心 分 離 し 、 サ ン プ
ル を 回 収 し 、 開 始 時 の 酵 素 活 性 に 対 す る 残 存 活 性 を 測 定 し た 。 酵 素 活 性 の 測 定 は 実 施 例 １
に 記 載 し た と お り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
２ ． 実 験 結 果
　 こ の 結 果 、 Wild-SHNLで は 温 度 65℃ に お い て 活 性 が 半 減 し た の に 対 し 、 Actmt-001f2-SHN
Lは 90％ 以 上 の 残 存 活 性 を 示 し た （ 図 １ ） 。 Actmt-001f2-SHNLに つ い て 活 性 の 半 減 が み ら
れ た の は 70℃ 付 近 で 、 Wild-SHNLと 比 較 し て 約 5℃ の 耐 熱 性 向 上 が 見 ら れ た 。 こ の 結 果 よ り
、 キ ャ ッ サ バ 由 来 の SHNLで は 、 165番 目 の ア ミ ノ 酸 が グ リ シ ン か ら ア ス パ ラ ギ ン 酸 へ 置 換
さ れ る こ と に よ り 、 熱 に 対 す る 安 定 性 が 向 上 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 加 熱 後 の 酵 素 液 サ ン プ ル を SDS-PAGEに よ り 解 析 し た (図 ２ )。 サ ン プ ル は 前 述 の よ う に 加
熱 後 遠 心 分 離 さ れ て い る た め 、 熱 に よ り 変 性 し 、 水 に 不 溶 と な っ た タ ン パ ク 質 は 除 去 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 ２ に 示 す よ う 、 Wild-SHNLに お い て は 、 加 熱 温 度 60℃ よ り 酵 素 量 （ 図 ２ の 矢 印 部 分 の
バ ン ド 　 参 照 ） が 急 激 に 減 少 し 、 70℃ で は バ ン ド が ほ ぼ 消 滅 し て い る 。 一 方 、 Actmt-001f
2-SHNLに お い て も 、 酵 素 量 の 減 少 は み ら れ る が 、 70℃ に お い て も 酵 素 は 十 分 残 存 し て い る
。 こ の SDS-PAGEの 結 果 は 、 酵 素 活 性 の 測 定 結 果 （ 図 １ ） と 一 致 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 ３ に 加 熱 に よ る サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 の 変 化 を 示 す 。 45℃ の サ ン プ ル で は ホ ス
ト で あ る 大 腸 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 が 多 く 認 め ら れ る （ 図 ２ お よ び 図 ３ ） が 、 こ の タ ン
パ ク 質 も 加 熱 に よ り 変 性 し 不 溶 化 す る た め 、 加 熱 温 度 の 上 昇 と 共 に サ ン プ ル 中 か ら 除 去 さ
れ る 。 そ の た め 、 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 は Wild-SHNLと Actmt-001f2-SHNLの い ず れ
に つ い て も 、 加 熱 温 度 の 上 昇 に 伴 い ほ ぼ 直 線 的 に 減 少 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 般 に 、 酵 素 を 精 製 す る 際 に は ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 操 作 が 必 要 で あ る が 、
Actmt-001f2-SHNLは 加 熱 処 理 を 行 う こ と で 、 遠 心 分 離 な ど の 操 作 に よ り 酵 素 活 性 を 保 持 し
た ま ま 大 腸 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 Actmt-001f2-
SHNLは 低 コ ス ト で 簡 便 に 精 製 を 行 う こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 施 例 ３ ： Actmt-001f2-SHNLの 60℃ 加 熱 処 理 に お け る 安 定 性 、 お よ び タ ン パ ク 濃 度 変 化 の
検 討
　 加 熱 処 理 に よ り 、 酵 素 活 性 を 保 持 し た ま ま 大 腸 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と
が 実 際 に 可 能 で あ る こ と を 確 認 す る た め 、 次 の 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 大 腸 菌 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wild、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Actmt001f2を LB培 地 5mL
を 用 い て 37℃ で 12h培 養 。 得 ら れ た 培 養 液 100μ Lを NS-2培 地 5mLに 接 種 し 、 IPTGを 添 加 し て
20℃ 、 60hで 培 養 を 行 っ た 。 培 養 終 了 後 培 養 液 を 遠 心 分 離 し 、 細 胞 を 回 収 し た 。 こ の 細 胞
を 0.2M ク エ ン 酸 Na buffer(pH5.5)に 懸 濁 し 、 超 音 波 に よ り 細 胞 を 破 砕 し た 。 こ の 破 砕 液
を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 し Wild-SHNL、 Actmt-001f2-SHNL酵 素 液 を 得 た 。 酵 素 液 の 濃 度
は Wild-SHNLが 活 性 値 83U/mLタ ン パ ク 質 濃 度 7.01mg/mL、 Actmt-001f2-SHNLが 活 性 値 81U/mL
タ ン パ ク 質 濃 度 6.65mg/mLで あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
２ ） 酵 素 液 の 加 熱 処 理
　 Wild-SHNL、 Actmt-001f2-SHNL酵 素 液 200μ Lを エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ 、 ヒ ー ト
ブ ロ ッ ク に よ り 酵 素 液 温 が 60℃ と な る よ う 加 熱 し た 。 30min毎 に 遠 心 分 離 し 、 サ ン プ ル を 1
0μ Lず つ 回 収 し 、 残 存 活 性 、 タ ン パ ク 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
２ ． 実 験 結 果
１ ） 残 存 活 性
　 Wild-SHNLは 加 熱 時 間 1.5hで 活 性 が 半 減 し た の に 対 し 、 Actmt-001f2-SHNLは 加 熱 時 間 1.5
hで も 75％ の 活 性 が 残 存 し て い た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
２ ） タ ン パ ク 濃 度 変 化
　 得 ら れ た サ ン プ ル を SDS-PAGEに よ り 解 析 し た 。 SDS-PAGEの 結 果 （ 図 ５ ） か ら 、 0h（ 加 熱
な し ） の 状 態 で は 大 腸 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 が 多 く 混 合 し て い る が 、 加 熱 後 の サ ン プ ル
で は 、 Wild-SHNLも Actmt-001f2-SHNLも 、 大 腸 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 が サ ン プ ル 中 か ら
除 去 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 加 熱 時 間 1hに お け る Actmt-001f2-SHNLサ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 は 4.25mg/mLで あ り
、 初 期 の 64％ ま で 減 少 し て い た （ 表 ２ ） 。 一 方 、 加 熱 時 間 1hに お け る Actmt-001f2-SHNLの
残 存 活 性 は 80%以 上 で あ っ た 。 し た が っ て 、 Actmt-001f2-SHNLは 、 加 熱 処 理 に よ り 酵 素 活
性 を 保 持 し た ま ま 大 腸 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 除 去 で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Wild
-SHNLに つ い て は 、 1hに お け る タ ン パ ク 質 濃 度 が 4.21mg/mLで あ り 、 初 期 の 63％ ま で 減 少 し
た も の の 残 存 活 性 は 60%ま で 減 少 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 以 上 よ り 、 Wild-SHNLは 、 60℃ の 加 熱 処 理 で は 他 の 共 雑 タ ン パ ク 質 と 共 に 変 性 、 失 活 し
て し ま う た め 、 こ の 温 度 以 上 の 加 熱 処 理 に よ る 分 離 精 製 は 困 難 で あ る こ と が わ か っ た 。 な
お 、 45℃ ～ 55℃ の 範 囲 で 加 熱 処 理 す る こ と も 可 能 で あ る が 、 図 ３ か ら 明 ら か な よ う に 、 こ
の 温 度 範 囲 で は 共 雑 タ ン パ ク 質 の 変 性 が 極 め て 緩 や か で あ る た め 、 十 分 な 分 離 精 製 を 行 う
た め に は 、 か な り の 時 間 を 要 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例 ４ ： Actmt-001f2-SHNLの 有 機 溶 媒 耐 性
　 一 般 に 、 酵 素 の 熱 安 定 性 と 他 の 環 境 ス ト レ ス 、 例 え ば 有 機 溶 媒 な ど に 対 す る 安 定 性 に は
高 い 関 連 性 が あ る 。 し た が っ て 、 Actmt-001f2-SHNLは 有 機 溶 媒 に 対 す る 安 定 性 も 向 上 し て
い る 可 能 性 が あ る 。 こ の た め Actmt-001f2-SHNLの 有 機 溶 媒 耐 性 に 関 す る 検 討 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 酵 素 液 を 調 製 し た 。 ス ト レ ス に 対 す る 酵 素 の 耐 性 を 測 定 す る 場
合 、 サ ン プ ル 中 の 共 雑 タ ン パ ク 質 が 保 護 剤 と し て 働 き 、 見 か け 上 耐 性 が 向 上 す る 場 合 が あ
る 。 し た が っ て 上 記 の サ ン プ ル を そ れ ぞ れ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し 、
全 て の サ ン プ ル を 活 性 値 44.19U/mL、 比 活 性 値 6.50U/mgで 揃 え 、 共 雑 タ ン パ ク 質 の 影 響 を
実 験 系 か ら 排 除 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
２ ） 有 機 溶 媒 処 理
　 有 機 溶 媒 と し て エ タ ノ ー ル お よ び 酢 酸 エ チ ル を 用 い 、 こ れ を 酵 素 液 に 添 加 し た 。 エ タ ノ
ー ル の 終 濃 度 は 30％ 、 酢 酸 エ チ ル は 40％ と し た 。 そ の 後 サ ン プ ル を 攪 拌 し な が ら 50時 間 保
持 し た 。 数 時 間 毎 に 遠 心 分 離 を 行 い 、 上 清 （ 水 相 ） を サ ン プ ル と し て 10μ L取 り 、 活 性 測
定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
２ ． 実 験 結 果
　 Actmt-001f2-SHNLは Wild-SHNLと 比 較 し て 、 エ タ ノ ー ル （ 図 ６ Ａ ） 、 お よ び 酢 酸 エ チ ル
（ 図 ６ Ｂ ） に 対 し て 耐 性 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 ５ ： Actmt-001f2-SHNLに よ る 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 製 造
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　 SHNLは ア ル デ ヒ ド お よ び ケ ト ン と 青 酸 の 反 応 を 触 媒 し 、 光 学 活 性 な シ ア ノ ヒ ド リ ン を 合
成 す る 酵 素 で あ る 。 Actmt-001f2-SHNLの 上 記 反 応 に 対 す る 触 媒 能 を 、 Wild-SHNLと の 比 較
に よ り 検 討 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 調 製
　 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wildお よ び BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Actmt001f2を 培 養 し 、 培 養
液 を 遠 心 分 離 し て 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 得 た 。 こ の 細 胞 ペ レ ッ ト 0.33gに ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH5.5） 0.66gを 加 え て 再 懸 濁 し た 後 、 超 音 波 細 胞 破 砕 機 で 細 胞
を 破 砕 し た 。 細 胞 破 砕 物 を 15000rpm、 5minの 条 件 で 遠 心 分 離 し 、 細 胞 破 砕 液 を 得 た 。 こ の
細 胞 破 砕 液 を 50℃ 、 3hの 条 件 で 加 熱 し 、 加 熱 後 に 細 胞 破 砕 液 を 遠 心 分 離 し た 。 こ の 上 清 を
0.45μ mフ ィ ル タ ー で ろ 過 し た 後 、 限 外 ろ 過 濃 縮 し た 。 こ れ ら の 濃 縮 酵 素 液 に ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH5.5） を 加 え 、 両 者 の 活 性 を 下 表 の よ う に 揃 え た 。 調 製 し た 酵 素
液 0.3mLを シ リ カ ゲ ル 300mgと 混 合 し 、 固 定 化 酵 素 を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
２ ） 酵 素 反 応
　 1.61Mの HCNを 溶 解 し た t-ブ チ ル メ チ ル エ ー テ ル 4.492mLに 0.2Mク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH5.
5)0.337mLを 加 え 、 30分 間 攪 拌 し た 後 、 静 置 し 水 相 を 除 去 し た 。 こ の 溶 液 を 上 記 で 調 製 し
た 固 定 化 酵 素 300mgを 入 れ た 9mLの ス ク リ ュ ー バ イ ア ル へ 添 加 し た 。 こ こ に ベ ン ズ ア ル デ ヒ
ド 0.508mLを 添 加 し 、 ボ ト ル ロ ー ラ ー で 攪 拌 す る こ と に よ り 酵 素 反 応 を 実 施 し た 。 反 応 開
始 1時 間 後 に 反 応 液 4mLを 回 収 し た 。 引 き 続 き 同 じ 処 理 を 行 っ た HCN／ t-ブ チ ル メ チ ル エ ー
テ ル 溶 液 を 同 量 添 加 し 、 ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド を 同 量 添 加 し て 、 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 反 応 開 始
1時 間 後 に 反 応 液 5mLを 回 収 し た 。 こ の 反 応 操 作 を 繰 り 返 し 行 い 、 計 11回 の 酵 素 反 応 を 行 っ
た 。 11回 目 で は 、 酵 素 反 応 経 過 を 測 定 す る た め 、 反 応 時 間 を 延 長 し 、 経 過 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
２ ． 実 験 結 果
　 耐 熱 性 酵 素  Actmt-001f2-SHNLは 、 Wild-SHNLと 同 じ 反 応 速 度 で S-マ ン デ ロ ニ ト リ ル を 生
成 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 Actmt-001f2-SHNLは 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン 合 成 に お い て Wild-S
HNLと 同 等 の 能 力 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 反 応 を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 両 者
と も に 反 応 速 度 が 徐 々 に 低 下 し て き た が 、 反 応 速 度 の 減 少 度 合 い は Actmt-001f2-SHNLの 方
が 緩 や か で あ っ た 。 (図 ８ Ａ )。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 反 応 11回 目 の 反 応 経 過 を 比 較 し た と こ ろ 、 Actmt-001f2-SHNLの 方 が 反 応 速 度 が 10％ 程 度
高 く な っ た (図 ８ Ｂ )。 こ の 原 因 と し て 、 耐 熱 性 酵 素 Actmt-001f2-SHNLは 、 耐 熱 性 だ け で は
な く 、 酵 素 反 応 系 で の 安 定 性 も 向 上 し て い る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
３ ． 結 論
　 Actmt-001f2-SHNLは Wild-SHNLと 同 じ 生 産 性 、 光 学 純 度 で 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン を 合
成 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。 更 に 繰 り 返 し 反 応 に お い て は 、 10%程 度 の 寿 命 延 長 が 認
め ら れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 ６ ： BL21(DE3)/pET21a/SHNL-G165Eの 作 製
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　 耐 熱 性 酵 素 Actmt001f2-SHNLは そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 165番 目 が 酸 性 ア ミ ノ 酸 の ア ス パ ラ ギ
ン 酸 に 置 き 換 え ら れ て い た 。 そ こ で 、 165番 目 の ア ミ ノ 酸 を 、 同 じ 酸 性 ア ミ ノ 酸 で あ る グ
ル タ ミ ン 酸 で 置 換 し た SHNL（ 塩 基 配 列 ： 配 列 番 号 ７ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ８ ） の 発 現
系 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-G165Eを 作 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
１ ． 変 異 導 入
　 実 施 例 １ と 同 様 、 165番 目 の ア ミ ノ 酸 の 改 変 に は 、 QuikChange XL Site-Directed Mutag
enesis Kit (STRATAGENE社 製 )を 用 い た 。 鋳 型 と し て pET21a/SHNL-Wildプ ラ ス ミ ド 10 ng 
を 用 い 、 下 記 の オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 、 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 次 に 得 ら れ た 反 応 産
物 を キ ッ ト 付 属 の 制 限 酵 素 DpnIで 消 化 し た 。
Forward primer: 5’ -CGT GAA AAC CTG TTC ACC AAA TGC ACT GAT GAA GAA TAT GAA CTG 
GCA AAA ATG-3’ （ 配 列 番 号 １ ３ ）
Reverse primer: 5’ -CAT TTT TGC CAG TTC ATA TTC TTC ATC AGT GCA TTT GGT GAA CAG 
GTT TTC ACG-3’ （ 配 列 番 号 １ ４ ）
【 ０ ０ ９ ３ 】
２ ． 形 質 転 換
　 得 ら れ た 制 限 酵 素 処 理 済 反 応 産 物 を キ ッ ト 付 属 の コ ン ピ テ ン ト セ ル XL10-Goldに 形 質 転
換 し 、 得 ら れ た 株 を コ ロ ニ ー PCRし た 。 こ の PCR産 物 を 鋳 型 と し て シ ー ケ ン ス 反 応 を 行 い 、
反 応 物 を 解 析 す る こ と で 塩 基 配 列 494-495番 目 の GCが AAに 改 変 さ れ て い る 株 を 選 抜 し た 。
こ の 株 よ り プ ラ ス ミ ド pET21a/SHNL-G165Eを 調 製 し 、 コ ン ピ テ ン ト セ ル BL21(DE3)（ Novage
n社 製 ） に 形 質 転 換 を 行 い 、 165番 目 の ア ミ ノ 酸 が Gluに 置 換 さ れ た SHNLの 発 現 系 BL21(DE3)
/pET21a/SHNL-G165Eを 作 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ７ ： 置 換 部 位 の ア ミ ノ 酸 種 に よ る 耐 熱 性 の 変 化
　 SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 165番 目 を 様 々 な 極 性 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し 、 そ れ が SHNLの 耐 熱 性 に
ど の よ う に 影 響 す る の か を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
１ ． 実 験 方 法
　 実 施 例 １ お よ び 実 施 例 ６ に し た が い 、 QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis kit
（ STRATAGENE） を 用 い て 165Glyへ の 変 異 導 入 を 行 い 、 以 下 の 変 異 株 を 作 製 し た 。
i） DH5α /pKK223-3/ Actmt001f2-Glu　 （ 165ア ミ ノ 酸 が グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換 ）
ii） DH5α /pKK223-3/ Actmt001f2-Lys　 （ 165ア ミ ノ 酸 が リ ジ ン に 置 換 ）
iii） DH5α /pKK223-3/ Actmt001f2-Arg　 （ 165ア ミ ノ 酸 が ア ル ギ ニ ン に 置 換 ）
iv） DH5α /pKK223-3/ Actmt001f2-Ala　 （ 165ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン に 置 換 ）
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 グ ル タ ミ ン 酸 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 と 同 様 、 酸 性 残 基 を 持 つ ア ミ ノ 酸 で あ る 。 リ ジ ン 、 ア ル
ギ ニ ン は 塩 基 性 で あ り 、 ア ラ ニ ン は グ リ シ ン と 同 様 中 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ れ ら 4株 と 、 D
H5α /pKK223-3/SHNL-Actmt001-f2お よ び SHNL-Wildを 合 わ せ た 合 計 6株 を 用 い て 、 実 施 例 ２
と 同 様 の 方 法 で 加 熱 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
２ ． 実 験 結 果
　 実 施 例 ２ に し た が っ て 加 熱 試 験 を 行 っ た 結 果 、 改 変 SHNLは 導 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 性
質 の 違 い に よ り 、 大 き く 3つ の 耐 熱 性 パ タ ー ン を 示 し た （ 図 ９ ） 。
１ ） 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 （ Arg、 Lys） へ の 置 換 ：
　 30minで 活 性 が ほ ぼ 完 全 に 消 滅 し た 。 Wild-SHNLと 比 較 し て 明 ら か に 耐 熱 性 が 低 下 し た 。
２ ） 中 性 ア ミ ノ 酸 （ Ala） へ の 置 換 ：
　 Wild-SHNL（ 165Gly、 中 性 ） と 同 程 度 の 耐 熱 性 で あ っ た 。
３ ） 酸 性 ア ミ ノ 酸 （ Glu） へ の 置 換 ：
　 Actmt-001f2-SHNL（ 165Asp、 酸 性 ） と ほ ぼ 同 じ パ タ ー ン で 活 性 が 変 化 し た 。 3種 の ア ミ
ノ 酸 グ ル ー プ の 中 で 、 最 も 高 い 耐 熱 性 を 示 し た 。
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【 ０ ０ ９ ８ 】
　 以 上 の 結 果 よ り 、 165番 目 の ア ミ ノ 酸 が 酸 性 ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ た 改 変 SHNLで は 耐 熱 性
が 向 上 し 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ た 改 変 SHNLで は 逆 に 耐 熱 性 が 大 き く 減 少 す る こ と が
明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 １ ０ に SHNLの 三 次 元 構 造 を 示 す （ 図 中 赤 い 部 分 は 165Gly、 黒 い 部 分 は 21Lysを 示 す ）
。 SHNLは ホ モ ダ イ マ ー と し て 存 在 し 、 Wagnerら の 報 告 （ Mechanism of cyanogenesis: the
 crystal structure of hydroxynitrile lyase from Hevea brasilinsis Structure 1996
 Vol4 No7） に よ れ ば 、 165Glyは D3’ （ 162－ 173） と 呼 ば れ る ヘ リ ッ ク ス の 構 成 ア ミ ノ 酸
で あ る 。 D3’ は SHNLが ダ イ マ ー を 形 成 す る 時 、 他 方 の SHNLモ ノ マ ー の ヘ リ ッ ク ス A(15－ 28
)お よ び β シ ー ト 2（ 32－ 36） と 結 合 す る 領 域 で あ る 。 グ リ シ ン か ら ア ス パ ラ ギ ン 酸 へ の 置
換 に よ り 、 D3’ が － の 電 荷 を 帯 び 、 ヘ リ ッ ク ス Aお よ び β シ ー ト 2の ＋ の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 20
His、 21Lys、 23Lys） と の 結 合 力 が 増 強 さ れ 、 ダ イ マ ー 形 成 が 安 定 化 す る こ と が 耐 熱 性 向
上 に 一 部 で 寄 与 し た 可 能 性 が 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
実 施 例 ８ ： ヘ リ ッ ク ス D3’ の 改 変 － BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SD173-1e9の 作 製
　 ヘ リ ッ ク ス D3’ （ 163-174） の 165-173ま で の ア ミ ノ 酸 と 、 ヘ リ ッ ク ス Aの 17-21ま で の ア
ミ ノ 酸 と は 交 差 す る よ う に 配 置 さ れ 、 近 接 し て い る 。 こ れ ら の 区 間 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る
こ と で 、 耐 熱 性 が 変 化 す る 可 能 性 が あ る 。 そ こ で 、 SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 173番 目 の ア ミ ノ
酸 を Valか ら Leuに 置 換 し 、 そ れ が SHNLの 耐 熱 性 に ど の よ う に 影 響 す る の か を 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
１ ． 変 異 導 入
　 実 施 例 １ お よ び 実 施 例 ６ に し た が い 、 QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis kit
（ STRATAGENE） を 用 い て 173番 目 の ア ミ ノ 酸 を Leuに 置 換 し た SHNL（ 配 列 番 号 １ ６ ） を 調 製
し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 鋳 型 と し て pET21a/SHNL-Wildプ ラ ス ミ ド 10 ng を 用 い 、 下 記 の オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー
と し て 、 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 次 に 得 ら れ た 反 応 産 物 を キ ッ ト 付 属 の 制 限 酵 素 DpnIで 消 化 し
た 。
Forward primer： 5’ -GGC GAA TAT GAA CTG GCA AAA ATG NNN ATG CGC AAG GGC TCT CTG-
3’ （ 配 列 番 号 １ ７ ）
Reverse primer： 5’ -CAG AGA GCC CTT GCG CAT NNN CAT TTT TGC CAG TTC ATA TTC GCC-
3’ （ 配 列 番 号 １ ８ ）
【 ０ １ ０ ３ 】
２ ． 形 質 転 換 と 耐 熱 性 ア ッ セ イ
　 得 ら れ た 制 限 酵 素 処 理 済 反 応 産 物 を 同 じ く キ ッ ト 付 属 の コ ン ピ テ ン ト セ ル XL10-Goldに
形 質 転 換 し 、 LB（ Amp） プ レ ー ト 上 に 得 ら れ た コ ロ ニ ー を 全 て LB（ Amp） 液 体 培 地 に 懸 濁 し
た 。 こ の 懸 濁 液 よ り プ ラ ス ミ ド pET21a/SHNL-SD173-1NNNMutantsを 調 製 し 、 コ ン ピ テ ン ト
セ ル BL21(DE3)（ Novagen社 製 ） に 形 質 転 換 を 行 い BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SD173-1NNNMuta
nts株 を 作 成 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 複 数 の BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SD173-1NNNMutants株 を 試 験 管 で 培 養 し 、 培 養 液 を そ れ
ぞ れ 1mLず つ 取 り 、 遠 心 分 離 を 行 っ て 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 得 た 。 得 ら れ た 細 胞
を ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH5.5） 200μ Lで 再 懸 濁 し た 後 、 超 音 波 細 胞 破 砕 機 で
細 胞 を 破 砕 し た 。 細 胞 破 砕 物 を 15000rpm、 5minの 条 件 で 遠 心 分 離 し 、 細 胞 破 砕 液 を 得 た 。
こ の 細 胞 破 砕 液 を 60℃ 、 2hの 条 件 で 加 熱 し 、 加 熱 後 に 細 胞 破 砕 液 そ れ ぞ れ の SHNL活 性 を 測
定 し た 。 こ の 結 果 加 熱 後 も 活 性 を 有 し て い た BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SD173-1e9他 ３ 株 を
耐 熱 株 と し て 選 抜 し た 。 選 抜 さ れ た 株 を コ ロ ニ ー PCRし 、 得 ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 と し て シ
ー ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。 こ れ ら 反 応 物 の 解 析 よ り 、 SHNL-SD173-1e9は 塩 基 配 列 517-519番
目 の GTT(V)が CTG(L)に 改 変 さ れ 、 173番 目 の バ リ ン が ロ イ シ ン に 置 換 さ れ て い る こ と が 明
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ら か と な っ た （ 配 列 番 号 １ ５ ） 。 以 下 、 SHNL-SD173-le9を SHNL-V173Lと 呼 ぶ 。 他 の 3株 も
全 て 173番 目 の バ リ ン が ロ イ シ ン に 置 換 し た 変 異 株 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 ９ ： V173L-SHNLの 耐 熱 性 評 価
　 V173-SHNLの 耐 熱 性 を Wild-SHNLお よ び Actmt001-f2-SHNLと 比 較 し た 。
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 大 腸 菌 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wild、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Actmt001-f2、 BL21(DE3)
/pET21a/SHNL-V173Lを そ れ ぞ れ 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 培 養 し 、 酵 素 液 を 得 た 。 上 記 の サ
ン プ ル を そ れ ぞ れ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し 、 全 て の サ ン プ ル を 活 性 値
17.6 U/mL、 比 活 性 値 4.5U/mg、 タ ン パ ク 濃 度 3.9 mg/mLで 揃 え 、 共 雑 タ ン パ ク 質 の 影 響 を
実 験 系 か ら 排 除 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
２ ） 酵 素 液 の 加 熱 処 理
　 Wild-SHNL、 Actmt001-f2-SHNLお よ び V173L-SHNL酵 素 液 200μ Lを エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー
ブ に 入 れ 、 ヒ ー ト ブ ロ ッ ク に よ り 酵 素 液 温 が 45～ 70℃ と な る よ う 加 熱 し た 。 30min後 に 遠
心 分 離 し 、 サ ン プ ル を 回 収 し 、 残 存 活 性 を 測 定 し た （ 図 １ ４ ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 そ の 結 果 、 上 記 サ ン プ ル 条 件 に お い て 、 酵 素 活 性 が 半 減 し た 加 熱 温 度 は Wild-SHNLが 60
℃ で あ っ た の に 対 し 、 V173L-SHNLお よ び Actmt001-f2-SHNLで は 65℃ 付 近 で あ り 、 Wild-SHN
Lに 比 較 し て 約 5℃ の 耐 熱 性 向 上 が 見 ら れ た 。 以 上 の 結 果 よ り 、 V173L-SHNLは 、 Actmt001-f
2-SHNLと 同 等 の 耐 熱 性 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 SHNLの 173番 目 の ア ミ ノ 酸 Valは 、 ダ イ マ ー 形 成 時 に お い て 、 も う 一 方 の モ ノ マ ー の ア ミ
ノ 酸 Valと 近 接 し て い る （ 末 端 同 士 の 距 離 が 約 4.5オ ン グ ス ト ロ ー ム ） 。 バ リ ン か ら ロ イ シ
ン へ の 置 換 に よ り 、 173番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 炭 素 一 つ 分 伸 長 す る こ と に な る 。 し た が っ
て 、 炭 素 鎖 が 互 い に 伸 長 す る こ と で 残 基 同 士 の 距 離 が 縮 ま り 、 非 極 性 ア ミ ノ 酸 残 基 同 士 の
疎 水 性 相 互 作 用 が 強 ま っ た 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 １ ０ ： 改 変 酵 素 V173L-SHNLの 有 機 溶 媒 耐 性
　 実 施 例 ４ に お い て 示 さ れ た よ う に 、 熱 安 定 性 を 有 す る 改 変 酵 素 Actmt001-f2-SHNLは Wild
-SHNLと 比 較 し て 、 エ タ ノ ー ル 、 酢 酸 エ チ ル に 対 し て 耐 性 を 有 し て い た 。
　 一 方 、 実 施 例 ９ に 記 載 の 改 変 酵 素 V173L-SHNLも Actmt001-f2-SHNLと ほ ぼ 同 等 の 耐 熱 性 を
示 し て い る 。 従 っ て 、 V173L-SHNLに つ い て も 同 様 に エ タ ノ ー ル 、 酢 酸 エ チ ル に 対 す る 耐 性
を 確 認 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
１ ． 実 験 方 法
1)酵 素 液 の 調 製
　 大 腸 菌 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wild、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Actmt001-f2、 BL21(DE3)
/pET21a/SHNL-V173Lを 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 培 養 し 、 酵 素 液 を 調 製 し た 。 さ ら に こ れ ら
の 調 製 さ れ た 酵 素 液 を そ れ ぞ れ 牛 血 製 ア ル ブ ミ ン お よ び 0.2Mク エ ン 酸 Naバ ッ フ ァ ー で 希 釈
し 、 全 て の サ ン プ ル を 活 性 値 45U/mL、 比 活 性 値 6.5U/mgで 揃 え 、 共 雑 タ ン パ ク 質 の 影 響 を
実 験 系 か ら 排 除 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
２ ） 有 機 溶 媒 処 理
　 エ タ ノ ー ル お よ び 酢 酸 エ チ ル を 用 い て 、 実 施 例 ４ と 同 様 の 方 法 で 酵 素 液 を 処 理 し 、 残 存
活 性 を 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
２ ． 実 験 結 果
　 V173L-SHNLは Wild-SHNLと 比 較 し て 、 エ タ ノ ー ル （ 図 １ ５ Ａ ） お よ び 酢 酸 エ チ ル （ 図 １
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５ Ｂ ） に 対 し て 耐 性 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 更 に V173L-SHNLは エ タ ノ ー ル に 対 し
て Actmt001-f2-SHNL以 上 の 耐 性 を 示 し 、 添 加 後 16時 間 の 時 点 で Actmt001-f2-SHNLの 残 存 活
性 が 23％ で あ っ た の に 対 し 、 V173L-SHNLは 34％ 活 性 が 残 存 し て い た 。 酢 酸 エ チ ル に 対 し て
は 2つ の 改 変 酵 素 の 耐 性 は ほ ぼ 同 等 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
実 施 例 １ １ ： 改 変 酵 素 Actmt020-b8-SHNLの 獲 得
１ ． 変 異 導 入
　 実 施 例 １ と 同 様 、 GeneMorphTM PCR Mutagenesis Kitを 用 い て Wild-SHNL 遺 伝 子 へ 変 異
導 入 を 行 っ た 。 鋳 型 、 プ ラ イ マ ー と も 実 施 例 １ と 同 じ も の を 用 い た 。
【 ０ １ １ ４ 】
２ ． 形 質 転 換
　 実 施 例 １ と 同 様 、 得 ら れ た PCR産 物 を ベ ク タ ー pKK223-3に ラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 コ ン ピ テ
ン ト セ ル DH5α へ 形 質 転 換 し 、 複 数 の DH5α /pKK223-3/SHNL-Actmt020を 得 た 。
【 ０ １ １ ５ 】
３ ． 熱 安 定 性 酵 素 の 選 抜 と 配 列 解 析
　 実 施 例 １ と 同 様 の 選 抜 法 に よ り 、 加 熱 後 も 活 性 を 有 し て い た DH5α /pKK223-3/SHNL-Actm
t020-b8を 選 抜 し た 。 配 列 番 号 ９ お よ び 配 列 番 号 １ ０ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 選 抜 さ れ た 株
を 鋳 型 に コ ロ ニ ー PCRを 行 い 、 更 に 得 ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て シ ー
ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。 反 応 物 の 解 析 結 果 よ り 、 SHNL-Actmt020-b8は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る
塩 基 配 列 の 520番 目 の ア デ ニ ン が チ ミ ン に 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ９ ） を 有 し て
い る こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 SHNL-Actmt020-b8は Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 ２ ） の 174番 目 の メ チ オ ニ ン が ロ イ シ ン へ 置 き 換 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ０
） を 有 す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 以 下 、 こ の 改 変 型 SHNLを Actmt020-b8-SH
NLと 呼 ぶ 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 １ ２ ： 改 変 酵 素 Actmt020-b8-SHNLの 熱 安 定 性
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 実 施 例 １ １ に お い て 構 築 さ れ た 大 腸 菌 株 DH5α /pKK223-3/SHNL-Actmt020-b8、 お よ び 比
較 と し て DH5α /pKK223-3/SHNL-Wildを 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 培 養 し 、 酵 素 液 を 調 製 し た
。 更 に こ れ ら の 調 製 さ れ た 酵 素 液 を そ れ ぞ れ 牛 血 製 ア ル ブ ミ ン お よ び 0.2Mク エ ン 酸 Naバ ッ
フ ァ ー で 希 釈 し 、 全 て の サ ン プ ル を 活 性 値 3.15U/mL、 タ ン パ ク 質 濃 度 1.38mg/mLで 揃 え 、
共 雑 タ ン パ ク 質 の 影 響 を 実 験 系 か ら 排 除 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
２ ） 酵 素 液 の 加 熱 処 理
　 実 施 例 ３ と 同 様 の 方 法 で 、 酵 素 液 温 が 60℃ と な る よ う 加 熱 を 行 っ た 。 加 熱 開 始 後 30min
毎 に 酵 素 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 用 い て 加 熱 前 の 酵 素 活 性 に 対 す る 残 存 活 性 を 測 定 し た 。
２ ． 実 験 結 果
　 Actmt020-b08-SHNLは Wild-SHNLと 比 較 し て 大 き く 熱 安 定 性 が 向 上 し て い た （ 図 １ ６ ） 。
従 っ て ヘ リ ッ ク ス D3’ を 構 成 す る 174番 目 ア ミ ノ 酸 で あ る メ チ オ ニ ン を ロ イ シ ン へ 置 換 す
る こ と で SHNLの 熱 安 定 性 を 向 上 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
実 施 例 １ ３ ： 改 変 酵 素 Actmt022-g12-SHNLの 獲 得
１ ． 変 異 導 入
　 実 施 例 １ と 同 様 、 GeneMorphTM PCR Mutagenesis Kitを 用 い て Wild-SHNL遺 伝 子 へ 変 異 導
入 を 行 っ た 。 鋳 型 、 プ ラ イ マ ー と も 実 施 例 １ と 同 じ も の を 用 い た 。
【 ０ １ １ ９ 】
２ ． 形 質 転 換
　 実 施 例 １ と 同 様 、 得 ら れ た PCR産 物 を ベ ク タ ー pKK223-3ラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 コ ン ピ テ ン
ト セ ル DH5α へ 形 質 転 換 し 、 複 数 の DH5α /pKK223-3/SHNL-Actmt022を 得 た 。
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【 ０ １ ２ ０ 】
３ ． 熱 安 定 性 酵 素 の 選 抜 と 配 列 解 析
　 実 施 例 １ と 同 様 の 選 抜 法 に よ り 、 加 熱 後 も 活 性 を 有 し て い た DH5α /pKK223-3/SHNL-Actm
t022-g12を 選 抜 し た 。 配 列 番 号 ９ お よ び 配 列 番 号 １ ０ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 選 抜 さ れ た 株
を 鋳 型 に コ ロ ニ ー PCRを 行 い 、 更 に 得 ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て シ ー
ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。 反 応 物 の 解 析 結 果 よ り 、 SHNL-Actmt022-g12は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ
る 塩 基 配 列 の 63番 目 の ア デ ニ ン が チ ミ ン に 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ １ ） を 有 し て
い る こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 Actmt022-g12-SHNLは Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 ２ ） の 21番 目 の リ ジ ン が ア ス パ ラ ギ ン へ 置 き 換 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ２ ）
を 有 す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 21番 目 の リ ジ ン は 、 ダ イ マ ー
形 成 部 位 で あ る ヘ リ ッ ク ス Aを 構 成 す る ア ミ ノ 酸 の 一 つ で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 １ ４ ： Lys21部 位 の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し た 改 変 酵 素 の 構 築
　 SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 21番 目 を 様 々 な ア ミ ノ 酸 で 置 換 し 、 SHNLの 耐 熱 性 に 対 す る 影 響 を 確
認 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
１ ） 変 異 導 入
　 実 施 例 ８ と 同 様 、 QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE社 製 )を
用 い た 。 鋳 型 と し て pET21a/SHNL-Wild 10ngを 用 い 、 配 列 番 号 ２ ３ お よ び 配 列 番 号 ２ ４ で
示 さ れ る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 次 に 得 ら れ た 反 応 産 物 を キ ッ ト 付 属 の
制 限 酵 素 DpnIで 消 化 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
２ ） 形 質 転 換
　 得 ら れ た 制 限 酵 素 処 理 済 反 応 産 物 を 同 じ く キ ッ ト 付 属 の コ ン ピ テ ン ト セ ル XL10-Goldに
形 質 転 換 し 、 LB（ Amp） プ レ ー ト 上 で 培 養 し た 。 こ の 結 果 プ レ ー ト 上 に 得 ら れ た コ ロ ニ ー
を LB（ Amp） 液 体 培 地 で 再 懸 濁 し 、 プ ラ ス ミ ド pET21a/SHNL-SDLys21NNNを 調 製 し た 。 こ の
プ ラ ス ミ ド を コ ン ピ テ ン ト セ ル BL21（ DE3） （ Novagen社 製 ） に 形 質 転 換 を 行 い 、 BL21(DE3
)/pET21a/SHNL-SDLys21NNN株 を 複 数 作 成 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
３ ） 改 変 SHNLの 選 抜
　 作 成 し た 大 腸 菌 株 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SDLys21NNN株 を 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 に よ り
培 養 し た 。 こ れ ら 培 養 液 を 用 い て 、 実 施 例 １ と 同 様 の 選 抜 法 に よ り 耐 熱 性 が 向 上 し た 改 変
株 を 選 抜 し た 結 果 、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SDLys21-RAM1、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SDLy
s21-RAM6、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SDLys21-RAM8の 3つ の 改 変 株 が 加 熱 後 も 活 性 を 有 し て
い た 。 次 に 、 配 列 番 号 ９ お よ び 配 列 番 号 １ ０ の プ ラ イ マ ー を 用 い て こ れ ら 選 抜 さ れ た 株 を
鋳 型 と し て コ ロ ニ ー PCRを 行 い 、 更 に 得 ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て シ
ー ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。 反 応 物 を 解 析 し た 結 果 、 SHNL-SDLys21-RAM１ は 配 列 番 号 １ に 示 さ
れ る 塩 基 配 列 の 61番 目 の ア デ ニ ン が グ ア ニ ン に 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ５ ） を 有
し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 SDLys21‐ RAM1-SHNLは Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ２ ） の 21番 目 の リ ジ ン が グ ル タ ミ ン 酸 へ 置 き 換 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号
２ ６ ） を 有 す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 同 様 に SHNL-SDLys21-RAM6は 配 列 番
号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 61-63番 の AAAが GACに 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ７ ） を
有 し て お り 、 従 っ て 、 SDLys21‐ RAM6-SHNLは Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 2
1番 目 の リ ジ ン が ア ス パ ラ ギ ン 酸 へ 置 き 換 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ８ ） を 有 す
る 改 変 型 SHNLで あ り 、 更 に SHNL-SDLys21-RAM8は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 63番 目
の ア デ ニ ン が シ ト シ ン に 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 有 し て い る た め 、 SDLys2
1‐ RAM8 SHNLは Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 21番 目 の リ ジ ン が ア ス パ ラ ギ
ン へ 置 き 換 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ０ ） を 有 す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と が 確 認
さ れ た 。 以 下 、 SDLys21-RAM1 SHNLを K21E-SHNLと 呼 ぶ こ と と し 、 同 様 に RAM6を K21D-SHNL
、 RAM8を K21N-SHNLと 呼 ぶ 。
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【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 １ ５ ： 改 変 酵 素 K21E-SHNL、 K21D-SHNL、 お よ び K21N-SHNLの 耐 熱 性
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 実 施 例 １ ４ に お い て 構 築 さ れ た 大 腸 菌 株 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-K21E、 BL21(DE3)/pET2
1a /SHNL-K21Dお よ び BL21(DE3)/pET21a/SHNL-K21N、 更 に 比 較 と し て BL21(DE3)/pET21a/SH
NL-Wildを 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 培 養 し 、 酵 素 液 を 調 製 し た 。 更 に こ れ ら の 調 製 さ れ た
酵 素 液 を そ れ ぞ れ 牛 血 製 ア ル ブ ミ ン お よ び 0.2Mク エ ン 酸 Naバ ッ フ ァ ー で 希 釈 し 、 全 て の サ
ン プ ル を 活 性 値 11U/mL、 タ ン パ ク 質 濃 度 6.8(mg/mL)で 揃 え 、 共 雑 タ ン パ ク 質 の 影 響 を 実 験
系 か ら 排 除 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
２ ） 酵 素 液 の 加 熱 処 理
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 、 酵 素 液 温 が 45-65℃ と な る よ う 加 熱 を 行 っ た 。 加 熱 開 始 後 30m
inの 時 点 で 酵 素 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 用 い て 加 熱 前 の 酵 素 活 性 に 対 す る 残 存 活 性 を 測 定
し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
２ ． 実 験 結 果
　 K21E-SHNL、 K21D-SHNL、 お よ び K21N-SHNLは Wild-SHNLと 比 較 し て 大 き く 熱 安 定 性 が 向 上
し て い た （ 図 １ ７ ） 。 従 っ て ヘ リ ッ ク ス Aを 構 成 す る 21番 目 の ア ミ ノ 酸 リ ジ ン を グ ル タ ミ
ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び ア ス パ ラ ギ ン で 置 換 す る こ と で SHNLの 熱 安 定 性 を 向 上 で き る
こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 １ ６ ： 改 変 部 位 を 複 合 し た SHNL遺 伝 子 SHNL-G165E,V173Lお よ び SHNL-G165E,V173L,M
174Lの 調 製
　 改 変 SHNL: Actmt001-f2-SHNL、 V173L-SHNLお よ び  Actmt020-b8-SHNLは そ れ ぞ れ 1つ の ア
ミ ノ 酸 改 変 部 位 を 有 し 、 Wild-SHNLと 比 較 し て 優 れ た 耐 熱 性 、 耐 溶 媒 性 を 有 し て い た 。 こ
れ ら 個 々 の 改 変 部 位 を 1つ の 遺 伝 子 上 に 複 合 す る こ と で 、 耐 熱 性 、 耐 溶 媒 性 を 更 に 向 上 さ
せ る こ と を 試 み た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
１ ． 改 変 部 位 複 合 SHNL遺 伝 子 SHNL-G165E,V173Lの 構 築
１ ） 変 異 導 入
　 実 施 例 ８ と 同 様 、 QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE社 製 )を
用 い た 。 鋳 型 と し て pET21a/SHNL-SD173-1e9 プ ラ ス ミ ド 10ng を 用 い 、 配 列 番 号 １ ３ お よ
び 配 列 番 号 １ ４ で 示 さ れ る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 次 に 得 ら れ た 反 応 産
物 を キ ッ ト 付 属 の 制 限 酵 素 DpnIで 消 化 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
２ ） 形 質 転 換
　 得 ら れ た 制 限 酵 素 処 理 済 反 応 産 物 を 同 じ く キ ッ ト 付 属 の コ ン ピ テ ン ト セ ル XL10-Goldに
形 質 転 換 し 、 LB（ Amp） プ レ ー ト 上 に 得 ら れ た コ ロ ニ ー を 取 り 、 LB（ Amp） 液 体 培 地 で 37℃
、 12hの 培 養 を 行 っ た 。 こ の 培 養 液 よ り プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 こ の プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 と し
て 配 列 番 号 ９ お よ び 配 列 番 号 １ ０ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 伸 長 反 応 を 行 い 、 更 に 得 ら れ た 反
応 産 物 を 鋳 型 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て シ ー ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。 反 応 物 を 解 析 し 、 Gly1
65Gluと Val173Leuの ２ つ の ア ミ ノ 酸 変 異 を 持 つ SHNL遺 伝 子 （ 塩 基 配 列 ： 配 列 番 号 ３ １ 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ３ ２ ） を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド pET21a/SHNL-G165E,V173Lを 選 抜 し た
。 こ の プ ラ ス ミ ド を コ ン ピ テ ン ト セ ル BL21（ DE3） （ Novagen社 製 ） に 形 質 転 換 し 、 BL21(D
E3)/pET21a/SHNL-G165E,V173L株 を 作 成 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
２ ． 改 変 部 位 複 合 SHNL遺 伝 子 SHNL-G165E,V173L,M174Lの 構 築
１ ） 変 異 導 入
　 実 施 例 ８ と 同 様 、 QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE社 製 )を
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用 い た 。 鋳 型 と し て 上 記 で 構 築 さ れ た pET21a/SHNL-G165E,V173Lプ ラ ス ミ ド 10ng を 用 い 、
配 列 番 号 ３ ３ お よ び 配 列 番 号 ３ ４ で 示 さ れ る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 次
に 得 ら れ た 反 応 産 物 を キ ッ ト 付 属 の 制 限 酵 素 DpnIで 消 化 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
２ ） 形 質 転 換
　 得 ら れ た 制 限 酵 素 処 理 済 反 応 産 物 を 同 じ く キ ッ ト 付 属 の コ ン ピ テ ン ト セ ル XL10-Goldに
形 質 転 換 し 、 LB（ Amp） プ レ ー ト 上 に 得 ら れ た コ ロ ニ ー を 取 り 、 LB（ Amp） 液 体 培 地 で 37℃
、 12hの 培 養 を 行 っ た 。 こ の 培 養 液 よ り プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 こ の プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 と し
て 配 列 番 号 ９ お よ び 配 列 番 号 １ ０ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 伸 長 反 応 を 行 い 、 更 に 得 ら れ た 反
応 産 物 を 鋳 型 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て シ ー ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。 反 応 物 を 解 析 し 、 Gly1
65Glu、 V173Lお よ び Met174Leuの 3つ の ア ミ ノ 酸 変 異 を 持 つ SHNL遺 伝 子 （ 塩 基 配 列 ： 配 列 番
号 ３ ５ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ３ ６ ） を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド pET21a/SHNL-G165E,V173L,
M174Lを 選 抜 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を コ ン ピ テ ン ト セ ル BL21（ DE3） （ Novagen社 製 ） に 形
質 転 換 し 、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-G165E,V173L,M174L株 を 作 成 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 １ ７ ： 変 異 部 位 複 合 SHNL遺 伝 子 G165E,V173L,M174L-SHNLお よ び G165E,V173L、 M174L
-SHNLの 熱 安 定 性
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 実 施 例 １ ６ に お い て 構 築 さ れ た 大 腸 菌 株 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-G165E,V173L、 BL21(DE
3)/pET21a/SHNL-G165E,V173L,M174Lお よ び BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wildを 実 施 例 ２ と 同 様
の 方 法 で 培 養 し 、 酵 素 液 を 調 製 し た 。 更 に こ れ ら の 調 製 さ れ た 酵 素 液 を そ れ ぞ れ 牛 血 製 ア
ル ブ ミ ン お よ び 0.2Mク エ ン 酸 Naバ ッ フ ァ ー で 希 釈 し 、 全 て の サ ン プ ル を 活 性 値 70U/mL、 タ
ン パ ク 質 濃 度 6mg/mLで 揃 え 、 共 雑 タ ン パ ク 質 の 影 響 を 実 験 系 か ら 排 除 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
２ ） 酵 素 液 の 加 熱 処 理
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 、 酵 素 液 温 が 45-75℃ と な る よ う 加 熱 を 行 っ た 。 加 熱 開 始 後 30m
inの 時 点 で 酵 素 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 用 い て 加 熱 前 の 酵 素 活 性 に 対 す る 残 存 活 性 を 測 定
し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
２ ． 実 験 結 果
　 G165E,V173L-SHNLお よ び  G165E,V173L,M174L-SHNLは Wild-SHNLと 比 較 し て 大 き く 熱 安 定
性 が 向 上 し 、 両 者 と も 70℃ に お い て 活 性 が 90％ 近 く 残 存 し た （ 図 １ ８ ） 。 G165E,V173L-SH
NLで は 75℃ に お い て 急 激 な 失 活 が 観 察 さ れ 、 残 存 し た 活 性 は 2%で あ っ た 。 一 方 で 3つ の 改
変 部 位 を 複 合 し た G165E,V173L,M174L-SHNLは 75℃ に お い て 13%の 活 性 が 残 存 し た 。 こ れ ら
の 結 果 よ り 、 個 々 の 改 変 部 位 を 1つ の 遺 伝 子 上 に 複 合 す る こ と で 、 耐 熱 性 を 更 に 向 上 さ せ
ら れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
実 施 例 １ ８ ： 変 異 部 位 複 合 SHNL-G165E,V173L-SHNLお よ び G165E,V173L,M174L-SHNLの 耐 溶
媒 性
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
　 大 腸 菌 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wild、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-G165E,V173L、 BL21(DE3)
/pET21a/SHNL-G165E,V173L,M174Lを 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 培 養 し 、 酵 素 液 を 調 製 し た 。
更 に こ れ ら の 調 製 さ れ た 酵 素 液 を そ れ ぞ れ 牛 血 製 ア ル ブ ミ ン お よ び 0.2Mク エ ン 酸 Naバ ッ フ
ァ ー で 希 釈 し 、 全 て の サ ン プ ル を 活 性 値 45U/mL、 比 活 性 値 6.5U/mgで 揃 え 、 共 雑 タ ン パ ク
質 の 影 響 を 実 験 系 か ら 排 除 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
２ ） 有 機 溶 媒 処 理
　 エ タ ノ ー ル お よ び 酢 酸 エ チ ル を 用 い て 、 実 施 例 ４ と 同 様 の 方 法 で 酵 素 液 を 処 理 し 、 残 存
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活 性 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
２ ． 実 験 結 果
　 エ タ ノ ー ル を 用 い て 酵 素 液 を 処 理 し た 結 果 、 Wild-SHNLは 処 理 16時 間 目 で 活 性 が ほ ぼ 消
滅 し た が 、 改 変 部 位 複 合 G165E,V173L-SHNLは 73％ も の 活 性 が 残 存 し た （ 図 １ ９ ） 。 実 施 例
４ 、 １ １ で 示 さ れ た よ う に ア ミ ノ 酸 1つ の 変 異 を 持 つ Actmt001-f2、 V173L-SHNLに お い て 、
エ タ ノ ー ル に 対 し て 16時 間 の 処 理 後 に 20-30％ 活 性 が 残 存 す る こ と か ら 、 改 変 部 位 複 合 SHN
Lは 複 合 に よ り エ タ ノ ー ル 耐 性 が 大 幅 に 向 上 し て い た こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 酢 酸 エ チ ル を 用 い た 場 合 、 G165E,V173L,M174L-SHNLは 24時 間 の 処 理 後 も 80％ 以 上 の 活 性
が 残 存 し た （ 図 ２ ０ ） 。 エ タ ノ ー ル 耐 性 と 同 様 に 、 個 々 の 改 変 部 位 の 複 合 に よ り 、 大 幅 に
有 機 溶 媒 耐 性 を 向 上 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
実 施 例 １ ９ ： 変 異 部 位 複 合 酵 素 G165E,V173L-SHNLを 用 い た 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 合 成
　 変 異 部 位 複 合 酵 素 G165E,V173L-SHNLを 用 い た 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 繰 り 返 し 合 成 反
応 を 行 い 、 酵 素 反 応 系 で の 安 定 性 に つ い て の 検 討 を 行 っ た 。 ま た 、 改 変 に よ り 基 質 特 異 性
が 変 化 し た り 、 不 斉 合 成 能 力 が 消 滅 し た り し て い る 恐 れ が あ る 。 従 っ て 通 常 の SHNLと 同 様
に 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 製 造 が 行 え る こ と も 合 わ せ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 調 製
　 大 腸 菌 株 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wild お よ び BL21(DE3)/pET21a/SHNL-G165E,V173Lを 実
施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 培 養 し 、 酵 素 液 を 調 製 し た 。 更 に こ れ ら の 調 製 さ れ た 酵 素 液 に ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH5.5） を 加 え 、 両 者 の 活 性 を 500 U/mLに 揃 え た 。 G165E,V17
3L-SHNL酵 素 液 に は BSAを 添 加 し 、 総 タ ン パ ク 質 濃 度 を Wild-SHNLと 一 致 さ せ た 。 こ れ ら 酵
素 液 0.3mLに 対 し シ リ カ ゲ ル を 300mgの 比 率 で 混 合 し 、 固 定 化 酵 素 を 得 た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
２ ） 酵 素 反 応
　 実 施 例 ５ に 示 し た 反 応 条 件 で 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 た だ し 反 応 基 質 と し て ベ ン ズ ア ル デ ヒ
ド の 代 わ り に 、 2-ク ロ ル ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド （ 2CBA） を 終 濃 度 1.0Mで 用 い た 。 1時 間 毎 に サ
ン プ ル を 回 収 し 、 反 応 液 の 2CBA濃 度 お よ び （ R/S） -2-ク ロ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル の 濃 度 を 測
定 し た 。 反 応 の 終 了 は 2-ク ロ ル ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド の 転 換 率 が 95％ を 超 え た 時 点 と 定 義 し 、
反 応 終 了 後 に 反 応 液 4mLを 回 収 し た 。 引 き 続 き 同 じ 処 理 を 行 っ た HCN/t-ブ チ ル メ チ ル エ ー
テ ル 溶 液 を 同 じ 量 添 加 し 、 ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド を 同 じ 量 添 加 し て 、 2回 目 の 酵 素 反 応 を 行 っ
た 。 2回 目 以 降 は 反 応 終 了 後 に 反 応 液 5mLを 回 収 し た 。 こ の 反 応 操 作 を 繰 り 返 し 行 い 、 計 4
回 の 酵 素 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
２ ． 実 験 結 果
１ ） 光 学 純 度
　 G165E,V173L-SHNLは 、 4回 の 繰 り 返 し 反 応 に お い て 、 平 均 95％ eeの 光 学 純 度 で (S)-2-ク
ロ ル マ ン デ ロ ニ ト リ ル を 生 産 し た 。 一 方 で Wild-SHNLも 同 様 に 95％ ee程 度 の 光 学 純 度 で あ
っ た 。 従 っ て 、 G165E,V173L-SHNLは 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 製 造 に 関 し て 、 光 学 純 度 の
点 か ら は Wild-SHNLと ほ ぼ 同 等 の 能 力 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
２ ） 反 応 速 度 お よ び 活 性 低 下 度 合 い の 比 較
　 G165E,V173L-SHNLは 、 反 応 1回 目 に お い て 、 Wild-SHNLと 同 様 の 速 度 で (S)-2-ク ロ ル マ ン
デ ロ ニ ト リ ル を 生 産 し た 。 従 っ て 、 G165E,V173L-SHNLは 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 製 造 に
関 し て 、 生 産 性 の 点 か ら は Wild-SHNLと 同 等 の 能 力 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
反 応 を 繰 り 返 す に 従 い 、 両 者 と も 酵 素 活 性 が 低 下 し 、 反 応 速 度 が 減 少 し て い く が 、 G165E,
V173L-SHNLは Wild-SHNLと 比 較 し て 明 ら か に 減 少 度 合 い が 緩 や か で あ っ た （ 図 ２ １ ） 。 従
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っ て G165E,V173L-SHNLは 、 耐 熱 性 だ け で は な く 、 酵 素 反 応 系 で の 安 定 性 も 向 上 し て い る こ
と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 ２ ０ ： Thr163部 位 の ア ミ ノ 酸 を 改 変 し た 改 変 酵 素 の 構 築
　 SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 163番 目 を 様 々 な ア ミ ノ 酸 で 置 換 し 、 SHNLの 耐 熱 性 に 対 す る 影 響 を
確 認 し た 。
１ ） 変 異 導 入
　 実 施 例 ８ と 同 様 、 QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE社 製 )を
用 い た 。 鋳 型 と し て pET21a/SHNL-Wild 10ngを 用 い 、 配 列 番 号 ３ ７ お よ び 配 列 番 号 ３ ８ で
示 さ れ る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 次 に 得 ら れ た 反 応 産 物 を キ ッ ト 付 属 の
制 限 酵 素 DpnIで 消 化 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
２ ） 形 質 転 換
　 得 ら れ た 制 限 酵 素 処 理 済 反 応 産 物 を 同 じ く キ ッ ト 付 属 の コ ン ピ テ ン ト セ ル XL10-Goldに
形 質 転 換 し 、 LB（ Amp） プ レ ー ト 上 で 培 養 し た 。 こ の 結 果 プ レ ー ト 上 に 得 ら れ た コ ロ ニ ー
を LB（ Amp） 液 体 培 地 で 再 懸 濁 し 、 プ ラ ス ミ ド pET21a/SHNL-SDThr163NNNを 調 製 し た 。 こ の
プ ラ ス ミ ド を コ ン ピ テ ン ト セ ル BL21（ DE3） （ Novagen社 製 ） に 形 質 転 換 を 行 い 、 BL21(DE3
)/pET21a/SHNL-SDThr163NNN株 を 複 数 作 成 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
３ ） 改 変 SHNLの 選 抜
　 作 成 し た 大 腸 菌 株 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SDThrNNN株 を 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 に よ り 培
養 し た 。 こ れ ら 培 養 液 を 用 い て 、 実 施 例 １ と 同 様 の 選 抜 法 に よ り 耐 熱 性 が 向 上 し た 改 変 株
を 選 抜 し た 結 果 、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SD163-1b5、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SD163-1f5
、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-SD163-1f7の 改 変 株 が 加 熱 後 も 活 性 を 有 し て い た 。 次 に 、 以 下
に 示 す プ ラ イ マ ー を 用 い て こ れ ら 選 抜 さ れ た 株 を 鋳 型 と し て コ ロ ニ ー PCRを 行 い 、 更 に 得
ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て シ ー ケ ン ス 反 応 を 行 っ た 。
Forward primer: 5’ - TGAAAACCTGTTCACCAAATGCNNNGATGGCGAATATGAACTGGC -3’ （ 配 列 番
号 ３ ７ ）
Reverse primer: 5’ - GCCAGTTCATATTCGCCATCNNNGCATTTGGTGAACAGGTTTTCA -3’ （ 配 列 番
号 ３ ８ ）
【 ０ １ ４ ８ 】
　 反 応 物 を 解 析 し た 結 果 、 SHNL-SD163-1b5は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 487-489番
目 が GATに 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ９ ） を 有 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て
、 SD163-1b5-SHNLは Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 163番 目 の ト レ オ ニ ン が ア
ス パ ラ ギ ン 酸 へ 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ０ ） を 有 す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と
が 確 認 さ れ た 。 同 様 に SHNL-SD163-1f5は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 487-489番 が GAA
に 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ４ １ ） を 有 し て お り 、 従 っ て 、 SD163-1f5-SHNLは Wild-S
HNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 163番 目 の ト レ オ ニ ン が グ ル タ ミ ン 酸 へ 置 換 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ２ ） を 有 す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 更 に SHNL-SD1
63-1f7は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 487-489番 目 が TCTに 改 変 さ れ た 塩 基 配 列 （ 配 列
番 号 ４ ３ ） を 有 し て お り 、 従 っ て 、 SD163-1f7-SHNLは Wild-SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 ２ ） の 163番 目 の ト レ オ ニ ン が セ リ ン へ 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ４ ） を 有
す る 改 変 型 SHNLで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 以 下 、 SD163-1b5-SHNLを T165D-SHNLと 呼 ぶ こ と と し 、 同 様 に SD163-1f5-SHNLを T163E-SH
NL、 SD163-1f7-SHNLを T163S-SHNLと 呼 ぶ こ と と す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 ２ １ ： 改 変 酵 素 T163D-SHNL、 T163E-SHNL、 T163S-SHNLの 耐 熱 性
１ ． 実 験 方 法
１ ） 酵 素 液 の 調 製
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　 実 施 例 ２ ０ に お い て 構 築 さ れ た 大 腸 菌 株 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-T163D、 BL21(DE3)/pET
21a /SHNL- T163Eお よ び BL21(DE3)/pET21a/SHNL-T163Sを 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 培 養 し
、 酵 素 液 を 調 製 し た 。 更 に こ れ ら の 調 製 さ れ た 酵 素 液 を そ れ ぞ れ 牛 血 製 ア ル ブ ミ ン お よ び
0.2Mク エ ン 酸 Naバ ッ フ ァ ー で 希 釈 し 、 BL21(DE3)/pET21a/SHNL-T163D、 BL21(DE3)/pET21a 
/SHNL- T163Eに つ い て は 活 性 値 70U/mL、 タ ン パ ク 質 濃 度 7mg/mLと し 、 BL21(DE3)/pET21a/S
HNL-T163Sに つ い て は 活 性 値 70U/mL、 タ ン パ ク 質 濃 度 14mg/mLに 調 製 し た 。 比 較 と し て そ れ
ぞ れ 同 濃 度 に 調 製 さ れ た BL21(DE3)/pET21a/SHNL-Wildを 用 い た 。
【 ０ １ ５ １ 】
２ ） 酵 素 液 の 加 熱 処 理
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 、 酵 素 液 温 が 50-70℃ と な る よ う 加 熱 を 行 っ た 。 加 熱 開 始 後 30m
inの 時 点 で 酵 素 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 用 い て 加 熱 前 の 酵 素 活 性 に 対 す る 残 存 活 性 を 測 定
し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
２ ． 実 験 結 果
　 T163S-SHNLは Wild-SHNLと 比 較 し て 大 き く 熱 安 定 性 が 向 上 し て い た （ 図 １ ２ ） 。 ま た T16
3D-SHNL、 T163E-SHNLも 60℃ に お け る 熱 安 定 性 は Wild-SHNLを 上 回 っ て い た 。 従 っ て ヘ リ ッ
ク ス D3’ を 構 成 す る 163番 目 の ア ミ ノ 酸 ト レ オ ニ ン を ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ま
た は セ リ ン で 置 換 す る こ と で SHNLの 熱 安 定 性 を 向 上 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 改 変 型 SHNLは 、 Wild-SHNLと 比 較 し て 耐 熱 性 や 有 機 溶 媒 耐 性 に 優 れ 、 か つ Wild-
SHNLと 同 様 の 生 産 効 率 、 光 学 純 度 で 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン を 合 成 で き る 。 ま た 、 本 発 明
の 改 変 型 SHNLは 低 コ ス ト で 簡 便 に 精 製 で き る た め 、 効 率 的 な 組 換 え 生 産 が 可 能 で あ る 。 し
た が っ て 、 本 発 明 の 改 変 型 SHNLは 光 学 活 性 シ ア ノ ヒ ド リ ン の 工 業 的 生 産 用 酵 素 と し て 極 め
て 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Wild-SHNLと Actmt-001f2-SHNLの 熱 に 対 す る 安 定 性 を 比 較 し た グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Wild-SHNLと Actmt-001f2-SHNLの 加 熱 処 理 サ ン プ ル の SDS-PAGEに よ る 解
析 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Wild-SHNLと Actmt-001f2-SHNLの 加 熱 処 理 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 濃 度 の
変 化 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Wild-SHNLと Actmt-001f2-SHNLの 熱 に 対 す る 安 定 性 を 比 較 し た グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Wild-SHNLと Actmt-001f2-SHNLの 加 熱 処 理 サ ン プ ル （ 上 清 ） の SDS-PAGE
に よ る 解 析 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Actmt-001f2-SHNLの 有 機 溶 媒 耐 性 を 示 す グ ラ フ で あ る （ Ａ ： エ タ ノ ー ル
耐 性 、 Ｂ ： 酢 酸 エ チ ル 耐 性 ） 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Actmt-001f2-SHNLの 繰 り 返 し 反 応 に お け る 反 応 1時 間 目 の S-マ ン デ ロ ニ
ト リ ル の 光 学 純 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 Actmt-001f2-SHNLの 繰 り 返 し 反 応 に お け る ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド 転 換 率 を 示
す グ ラ フ で あ る （ Ａ ： 反 応 1時 間 目 の 転 換 率 の 繰 り 返 し 回 数 に よ る 変 化 、 Ｂ ： 反 応 １ １ 回
目 の 転 換 率 の 経 時 的 変 化 ） 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 種 々 の 改 変 型 SHNLの 加 熱 に よ る 酵 素 活 性 の 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 SHNLの 三 次 元 構 造 を 示 す 図 で あ る （ 赤 ： 165Gly、 黒 ： 21Lysを 示 す
） 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 SHNL dimerの 結 合 部 位 に お け る ア ミ ノ 酸 側 鎖 配 置 図 を 示 す （ 図 中 、
赤 ： 酸 性 ア ミ ノ 酸 　 青 ： 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 ） 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 改 変 酵 素 T163S-SHNLの 熱 に 対 す る 安 定 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta） お よ び パ ラ ゴ ム ノ キ （ Hevea bra
siliensis） 由 来 SHNLの ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト し た 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 Wild-SHNL、 Actmt-001f2-SHNL、 V173L-SHNLの 熱 に 対 す る 安 定 性 を
比 較 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 V173L-SHNLの 有 機 溶 媒 耐 性 を 示 す グ ラ フ で あ る （ Ａ ： エ タ ノ ー ル 耐
性 、 Ｂ ： 酢 酸 エ チ ル 耐 性 ） 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 改 変 酵 素 Actmt020-b8-SHNLの 熱 に 対 す る 安 定 性 を 示 す グ ラ フ で あ る
。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 Lys21改 変 酵 素 の 熱 に 対 す る 安 定 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 改 変 部 位 を 複 合 し た SHNLの 熱 に 対 す る 安 定 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 G165E,V173L-SHNLの エ タ ノ ー ル 耐 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 G165E,V173L,M174L-SHNLの 酢 酸 エ チ ル 耐 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 G165E,V173L,M174L-SHNLを 用 い た 繰 り 返 し 反 応 に お け る 反 応 １ 時 間
目 の 2CMN生 産 量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ １ ５ ５ 】
配 列 番 号 ５ － 165番 の Glyを Aspで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ６ － 165番 の Glyを Aspで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ７ － 165番 の Glyを Gluで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ８ － 165番 の Glyを Gluで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ９ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ０ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ １ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ２ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ３ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ４ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ５ － 173番 の Valを Leuで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 １ ６ － 173番 の Valを Leuで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 １ ７ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ８ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ９ － 174番 の Metを Leuで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ２ ０ － 174番 の Metを Leuで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ２ １ － 21番 の Lysを Asnで 置 換 し た 改 変 型 SHNL(Actmt022-G12-SHNL)を コ ー ド す る D
NA
配 列 番 号 ２ ２ － 21番 の Lysを Asnで 置 換 し た 改 変 型 SHNL(Actmt022-G12-SHNL)
配 列 番 号 ２ ３ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ４ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ５ － 21番 の Lysを Gluで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ２ ６ － 21番 の Lysを Gluで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ２ ７ － 21番 の Lysを Aspで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ２ ８ － 21番 の Lysを Aspで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ２ ９ － 21番 の Lysを Asnで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ３ ０ － 21番 の Lysを Asnで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ３ １ － 165番 の Glyを Glu、 173番 の Valを Leuで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DN
A
配 列 番 号 ３ ２ － 165番 の Glyを Glu、 173番 の Valを Leuで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ３ ３ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ４ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ５ － 165番 の Glyを Glu、 173番 の Valを Leu、 174番 の Metを Leuで 置 換 し た 改 変 型 S
HNLを コ ー ド す る DNA
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配 列 番 号 ３ ６ － 165番 の Glyを Glu、 173番 の Valを Leu、 174番 の Metを Leuで 置 換 し た 改 変 型 S
HNL
配 列 番 号 ３ ７ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ８ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ９ － 163番 の Thrを Aspで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ４ ０ － 163番 の Thrを Aspで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ４ １ － 163番 の Thrを Gluで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ４ ２ － 163番 の Thrを Gluで 置 換 し た 改 変 型 SHNL
配 列 番 号 ４ ３ － 163番 の Thrを Serで 置 換 し た 改 変 型 SHNLを コ ー ド す る DNA
配 列 番 号 ４ ４ － 163番 の Thrを Serで 置 換 し た 改 変 型 SHNL 10

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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