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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１に示す塩基配列を有するポリヌクレオチド。
【請求項２】
　配列番号１に示す塩基配列又はこれと相補的な塩基配列を有するＤＮＡとストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有し、プロテアーゼ遺伝子として機能する
ポリヌクレオチド。
【請求項３】
　配列番号１に示すアミノ酸配列を有するポリペプチド。
【請求項４】
　配列番号１に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドにおいて５個以下の任意のアミノ
酸残基が置換、欠失又は付加されたアミノ酸配列を有し、プロテアーゼ活性を有するポリ
ペプチド。
【請求項５】
　請求項２に記載のポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド。
【請求項６】
　アスペルギルス・オリゼー（Aspergillus oryzae）種に属し、請求項３～５のいずれか
に記載のポリペプチドを生産する能力を持つ菌株を栄養培地に培養し、培地中に請求項３
～５のいずれかに記載のポリペプチドを生成蓄積させ、これを精製採取するポリペプチド
の製造方法。



(2) JP 4347062 B2 2009.10.21

10

20

30

40

50

【請求項７】
　前記菌株がアスペルギルス・オリゼー IAM2609 株である請求項６に記載のポリペプチ
ドの製造方法。
【発明の詳細な説明】
技術分野
　本発明は、新規なプロテアーゼの遺伝子機能を有するポリヌクレオチド、かかるプロテ
アーゼ活性を有するポリペプチド、及びかかるプロテアーゼ活性を有するポリペプチドの
製造方法に関する。
背景技術
　従来、ペプチド中の塩基性アミノ酸残基に作用し、そのペプチド結合を加水分解するプ
ロテアーゼには、アルギニン残基、リジン残基の双方に作用する動物由来のトリプシンが
知られており、そのプロテアーゼとしての作用が食品分野での蛋白質分解物の製造、工業
分野での皮革製造、生絹の処理等に利用されている他、その血液凝固、血圧低下、抗炎症
作用は医療分野で利用されている。またアルギニン残基、リジン残基の双方に作用する微
生物由来のトリプシン様のプロテアーゼも知られている（特開２０００－１１６３７７号
）。
　しかし、上記のアルギニン残基、リジン残基の双方に作用するプロテアーゼでは基質特
異性が広く、蛋白質に作用させると該蛋白質の低分子化を生じ、蛋白質が本来有している
乳化性、保水性等の機能性が消失すると言う問題があった。かかる事情から、食品業界に
おいては、ハム、ソーセージや水産練り製品、低アレルゲン性の卵製品や豆腐等の製造用
途に供される大豆蛋白、小麦蛋白、卵蛋白等の分解物の乳化性、保水性、溶解性、分散性
等の機能性を選択的に調節し、当該機能性の多様化を図ることができるプロテアーゼ、即
ち蛋白質を極めて限定的に分解して蛋白質の機能性の改善ができる基質特異性の狭いプロ
テアーゼの開発が要望されている。
　一方、例えばアルギニン残基に特異的に作用するプロテアーゼとして、人、猿、ハムス
ター等の動物細胞中に存在するプロテアーゼ（プロプロテイン・コンバターゼ）が知られ
ているが（Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ　Ｅｎｚｙｍｅ，Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９９８，ｐ３４９－３６８）、動物由来のプロテアーゼには、
動物臓器の供給量に制限があると共に狂牛病等のプリオン病の懸念もあるため、量産性の
ある微生物に由来する新規なプロテアーゼの開発が強く要望されている。

発明の開示
　本発明は、上記問題点を解決するためになされたものであり、プロテアーゼとしての基
質特異性が狭く、量産性のある微生物に由来する新規なポリペプチド、このポリペプチド
をコードするポリヌクレオチド、及びプロテアーゼ活性を有するポリペプチドの製造方法
を提供することを課題とする。そこで本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意検討した
結果、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）属由来の菌株が新規なプロテアーゼを
生産することを見出し、本発明を完成するに至った。
　本発明は、第１に、配列番号１に示す塩基配列を有するポリヌクレオチドを提供する。
又、配列番号１に示す塩基配列又はこれと相補的な塩基配列を有するＤＮＡとストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有し、プロテアーゼ遺伝子、好ましくは
セリンプロテアーゼ遺伝子もしくはシステインプロテアーゼ遺伝子として機能するポリヌ
クレオチドをも提供する。
　上記において「ポリヌクレオチド」とは１本鎖又は２本鎖のＤＮＡ及び／又はＲＮＡを
言う。「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」とは、公知の適宜なハイブリ
ダイゼーション法において、以下の条件下で一方のポリヌクレオチド（ＤＮＡ）又は該ポ
リヌクレオチドの断片に対して他方のポリヌクレオチド（ＤＮＡ）がハイブリダイズでき
ることを言う。即ち、フィルターに固定化された一方のポリヌクレオチド又は該ポリヌク
レオチドの断片に対し、０．７～１ＭのＮａＣｌの存在下、所定温度（Ｘ°Ｃ）下で他方
のポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションを行った後、０．１～２倍程度のＳＳＣ溶
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液（１倍濃度のＳＳＣ溶液の組成は、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、１５ｍＭクエン酸ナト
リウムよりなる）を用いてＸ°Ｃの条件下でフィルターを洗浄した場合に、他方のポリヌ
クレオチドを同定できることを言う。そして「Ｘ°Ｃ」とは、少なくとも５０°Ｃ以上で
あり、より好ましくは６０°Ｃ以上であり、更に好ましくは６５°Ｃ以上である。
　本発明は、第２に、配列番号１に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドを提供する。
又、配列番号１に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドにおいて５個以下の任意のアミ
ノ酸残基が置換、欠失又は付加されたアミノ酸配列を有し、プロテアーゼ活性を示すポリ
ペプチドをも提供する。更に、上記各種のポリヌクレオチドによりコードされるポリペプ
チドをも提供する。
　本発明は、第３に、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）属に属する菌株を栄養
培地に培養し、培地中に上記各種のプロテアーゼ活性を有するポリペプチドを生成蓄積さ
せ、これを精製採取するポリペプチドの製造方法を提供する。前記菌株としてはアスペル
ギルス・オリゼー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ）種に属する菌株が特に好ま
しく、アスペルギルス・オリゼーＩＡＭ２６０９株がとりわけ好ましい。

発明の実施形態
　先ず、本発明のポリペプチド（プロテアーゼ）の製造法について説明する。本発明のポ
リペプチド（以下「本酵素」ともいう。）は、アスペルギルス属に属する菌株を栄養培地
で培養し、培地中に本酵素を生成蓄積させ、これを精製採取して得ることができる。アス
ペルギルス属に属する菌株としては、本酵素生産能を有するものであればいかなる菌株で
も使用することができ、これらの菌株の変異株も使用することができる。好ましい菌株と
しては、アスペルギルス・オリゼー種に属する菌株及びこれらの菌株の変異株が挙げられ
る。本酵素生産能を有する菌株の具体例としては、例えば、アスペルギルス・オリゼーＩ
ＡＭ２６０９（寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７９１３として２００２年２月２５日に経済産
業省・工業技術院・生命工学工業技術研究所・特許微生物寄託センターへ国際寄託）菌株
が挙げられる。本菌株の菌学的性質は次の通りである。
１．
形態
　分生子頭：放射状。
　分生子柄：粗面、１３００～２０００×５～１０μｍ。
　頂のう：フラスコ形、直径１１～２２μｍ、上部１／２～３／４よりフィアライドある
いはメトレを形成。
　フィアライド：アンプル形、９～１８×４～５μｍ。
　メトレ：形成する場合メトレ先端にフィアライドを形成、６～１２×４～６μｍ。
　分生子：球状～亜球状、滑面～不規則な粗面（光学顕微鏡下）、裂片状～編目状（走査
型電子顕微鏡下）、４～８×４～６μｍ。
２．
生育状態
　マルトエキス寒天平板培地：黄色がかった灰色～灰緑色の表面色調である。裏面は黄色
がかった灰色である。
　ツァペックイーストエキス寒天平板培地：黄色がかった灰色～白色の表面色調である。
裏面は黄色がかった灰色である。
　本菌株は、その集落の色調及び組織、分生子形状構造、分生子の形状及び表面構造等か
ら、アスペルギルス・オリゼー種に分類され、アスペルギルス・オリゼーＩＡＭ２６０９
菌株として、東京大学分子細胞生物学研究所ＩＡＭカルチャーコレクションにおいて分譲
可能なように保存され、何人も容易に入手することができる。
　次に、アスペルギルス属菌の培養法しては、液体培養法、固体培養法のいずれも使用す
ることができる。固体培養法の場合、培地としては、通常は小麦ふすま培地が用いられ、
水を小麦ふすま１００重量部に対して４０～２００重量部、好ましくは６０～１２０重量
部の割合で添加する。必要ならば、その際の培地添加物として黄粉、大豆粉等の有機窒素
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源或いは硫酸アンモニウム、硝酸アンモニウム等の無機窒素源を添加することができる。
培養条件としては、２０～４０℃、好ましくは２５～３７℃で、２４～１２０時間培養を
行い、培養後得られたふすま麹より水又はｐＨ５～８の緩衝液を用いて抽出し、遠心分離
、ろ過等により、本酵素（プロテアーゼ）を含む抽出液（以下「粗酵素液」ともいう。）
を得る。
　液体培養法の場合、培地としては、当該菌株が良好に生育し、本酵素を順調に生産する
ために必要な炭素源、窒素源、無機塩類、必要な栄養源等を含有する合成培地または天然
培地があげられる。例えば、炭素源としては、澱粉またはその組成画分、焙焼デキストリ
ン、加工澱粉、澱粉誘導体、物理処理澱粉及びα－澱粉等の炭水化物が使用できる。具体
例としては、可溶性澱粉、トウモロコシ澱粉、馬鈴薯澱粉、甘藷澱粉、デキストリン、ア
ミロペクチン、アミロース等があげられる。
　窒素源としては、ポリペプトン、カゼイン、肉エキス、酵母エキス、コーンスティープ
リカー又は大豆もしくは大豆粕などの抽出物等の有機窒素源物質、硫酸アンモニウム、リ
ン酸アンモニウム等の無機塩窒素化合物、グルタミン酸等のアミノ酸類が挙げられる。
　そして、無機塩類としては、リン酸１カリウム、リン酸２カリウム等のリン酸塩、硫酸
マグネシウム等のマグネシウム塩、塩化カルシウム等のカルシウム塩、炭酸ナトリウム等
のナトリウム塩等が用いられる。
　培養は振盪培養、通気撹拌培養等の好気的条件下で培地をｐＨ４～１０、好ましくはｐ
Ｈ５～８に調製し、２０～４０℃、好ましくは２５～３７℃で、２４～９６時間培養する
。培養後菌体を遠心分離、ろ過等により除去し、粗酵素液を得る。
　次に、上記の固体培養法及び液体培養法により得られた粗酵素液からの本酵素の精製に
は、酵素の精製に用いられる通常の方法、即ち、硫安塩析法、アルコール分画法、各種ク
ロマトグラフィー（イオン交換樹脂、疎水クロマト用樹脂、アフィニティクロマト用樹脂
、ゲルろ過用樹脂等によるクロマトグラフィー）等による精製法を適宜組み合わせて用い
ることができ、該精製法により高純度の本酵素を得ることができる。
　更に、本酵素は、該酵素を夾雑物として含む市販の酵素製剤から上記精製法により得る
ことができる。市販の酵素剤としては、アスペルギルス・オリゼー種の微生物から製造さ
れたプロテアーゼ「アマノ」Ａ（天野エンザイム株式会社製）、プロテアーゼ「アマノ」
Ｍ（天野エンザイム株式会社製）等を用いることができる。該市販の酵素製剤からの本酵
素の精製は、該市販の酵素製剤をｐＨ４～ｐＨ７の緩衝液に溶解後、酵素の精製に用いら
れる通常の方法、即ち、硫安塩析法、アルコール分画法、各種クロマトグラフィー（イオ
ン交換樹脂、疎水クロマト用樹脂、アフィニティクロマト用樹脂、ゲル濾過用樹脂等によ
るクロマトグラフィー）による精製法等を適宜組み合わせることにより行うことができ、
これにより高純度の本酵素を得ることができる。
実施例
　〔実施例１：アスペルギルス・オリゼーＩＡＭ２６０９による本酵素の培養〕
　ポテトデキストロース寒天培地（極東製薬製）に３０℃、５日間培養したアスペルギル
ス・オリゼーＩＡＭ２６０９を、滅菌した８ｇの小麦ふすま懸濁液１００ｍＬ（ｐＨ５．
６）を入れた培養フラスコに接種し、３０℃、４０時間、１４０ｒｐｍの条件下振盪培養
し、種培養とした。
　これを小麦ふすま１０００ｇに９００ｍＬ（９００ｇ）の水を散水し、殺菌した培地に
全量接種し、３０℃にて６８時間、静置培養して本酵素を産生させた。培養後、水４２０
０ｍＬを加え、産生した酵素を抽出し、粗酵素液３０００ｍＬを得た。
　〔実施例２（実施例１の粗酵素液からの本酵素の精製〕
　実施例１で得た粗酵素液を分画分子量６０００の限外ろ過膜で３００ｍＬまで濃縮し、
冷エタノール１２００ｍＬを添加し粗酵素沈殿物を得た。該粗酵素沈殿物を遠心分離によ
り分取後真空乾燥し、６０ｇの粗酵素粉末を得た。この粗酵素粉末の本酵素活性はキログ
ラム当たり１９．１ｎｋａｔであった。得られた粗酵素粉末６０ｇを緩衝液（１０ｍｍｏ
ｌ／Ｌのクエン酸緩衝液、ｐＨ５．０）２００ｍＬに溶解後、硫酸アンモニウム分画（５
０％飽和）を行った。沈殿物を４℃、６０００×ｇの条件で３０分間遠心分離を行い、上
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清をフェニールトヨパール６５０ＭＭ（東ソー株式会社製）に添加し、吸着した蛋白を硫
酸アンモニウム濃度１．４モル～０モルのリニアグラジエントで溶出した。溶出した酵素
活性画分を回収し、アルギニン－セファロース４Ｂ（アマジャム・ファルマシア社製）に
添加し、０．１モル～０．３モルの食塩濃度でリニアグラジエント溶出を行い、酵素活性
画分を回収した。この酵素溶液をＵＦ膜（ミリポア社製）で濃縮を行い、次いでスーパー
ロース６（アマジャム・ファルマシアバイオテク社製）に添加し、活性画分を回収し精製
酵素液（以下「本酵素液」ともいう。）を得た。精製酵素の活性は２８．８（ｍｋａｔ／
ｋｇ　蛋白質）であった。収率は０．９％であり、純度は５１０倍に増加した。
酵素活性測定法（Ｚ－アルギニル－アルギニンＭＣＡ法）
　５０ｍｍｏｌ／Ｌ濃度のクエン酸緩衝液（ｐＨ４．０）０．９４５ｍＬに０．０５ｍＬ
の酵素液を加え、３０℃で１０分間加温する。これに１０ｍｍｏｌ／ｌ濃度のＺ－アルギ
ニル－アルギニンＭＣＡ（Ｚ－アルギニル－アルギニンと７－アミノ－４－メチルクマリ
ンとの脱水縮合体）溶液を０．００５ｍＬ添加し酵素反応を開始する。蛍光光度計を用い
て、本酵素による加水分解により遊離される７－アミノ－４－メチルクマリン（以下、「
ＡＭＣ」という。）量を励起波長３６０ｎｍ、蛍光波長４４０ｎｍで蛍光強度の増加を経
時的に測定する。上記反応条件下、１秒間あたり１モルのＡＭＣを遊離させる本酵素量を
１ｋａｔａｌ（ｋａｔ）とした。
　〔実施例３：市販酵素剤からの本酵素の精製〕
　市販酵素剤のプロテアーゼＭ「アマノ」（天野エンザイム株式会社製）２０ｇを緩衝液
（１０ｍｍｏｌ／ｌのクエン酸緩衝液、ｐＨ５．０）２００ｍＬに溶解後、硫酸アンモニ
ウム分画（５０％飽和）を行った。沈殿物を４℃、６０００×ｇの条件で３０分間遠心分
離を行い、上清をフェニールトヨパール６５０Ｍ（東ソー株式会社製）に添加し、吸着し
た蛋白を硫酸アンモニウム濃度１．４モル～０モルのリニアグラジエントで溶出した。溶
出した酵素活性画分を回収し、アルギニン－セファロース４Ｂ（アマジャム・ファルマシ
ア社製）に添加し、０．１モル～０．３モルの食塩濃度でリニアグラジエント溶出を行い
、酵素活性画分を回収した。この酵素溶液をＵＦ膜（ミリポア社製）で濃縮を行い、次い
でスーパーロース６（アマジャム・ファルマシア社製）に添加し、活性画分を回収し本酵
素液を得た。本酵素の活性は２９．８（ｍｋａｔ／ｋｇ蛋白質）であった。収率は０．４
％であり、純度は１０６倍に増加した。本酵素は糖鎖が結合した糖蛋白質であるので、糖
鎖をＮ－グリカナーゼ（ロシュ・ダイアグノスティックス製）で分解した後に、蛋白質部
分のみをＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った結果、図１の（３）のように
、単一なバンドであり、分子量は６１３００であった。
　〔実施例４：本酵素の理化学的性質〕
（１）作用・基質特異性
　表１に示したペプチド研究所製の各合成基質を用いて、実施例３で得られた本酵素の基
質特異性を測定した。即ち、５０ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ４．０、クエン酸緩衝液）０．９４
５ｍＬと本酵素液０．０５ｍＬを混合後、１０ｍｍｏｌ／Ｌ濃度の各合成基質液（５０ｍ
ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ４．０、クエン酸緩衝液）を０．００５ｍＬ添加し、酵素反応を開始す
る。蛍光光度計を用いて、本酵素による加水分解により遊離されるＡＭＣ量を励起波長３
６０ｎｍ、蛍光波長４４０ｎｍで蛍光強度の増加を経時的に測定し活性を算出した。Ｚ－
アルギニル－アルギニンＭＣＡに対する活性を１００％として、相対値で表した。その結
果、表１に示すように、本酵素はＭＣＡに隣接するアミノ酸残基（以下「Ｐ１アミノ酸残
基」という。）のうちで、ペプチド結合を１個有するペプチドであるＡｒｇ－ＭＣＡ、Ｌ
ｙｓ－ＭＣＡ、Ｌｅｕ－ＭＣＡ、Ｐｈｅ－ＭＣＡ、Ａｌａ－ＭＣＡ、Ｍｅｔ－ＭＣＡ、Ｐ
ｙｒ－ＭＣＡの各Ｐ１エアミノ酸残基には作用しなかった。
　また、ペプチド結合を２個以上有するペプチドのうち、Ｐ１アミノ酸残基が酸性アミノ
酸のアスパラギン酸残基であるＡｃ－Ｔｙｒ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ａｓｐ－ＭＣＡ、Ａｃ－
Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＭＣＡ、グルタミン酸残基であるＺ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ
－Ｇｌｕ－ＭＣＡ、Ｐ１アミノ酸残基が中性アミノ酸のグリシン残基であるＺ－Ｌｅｕ－
Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－ＭＣＡ、チロシン残基であるＳｕｃ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ
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ルアラニン残基であるＳｕｃ－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－ＭＣＡ、アラニン残基
であるＳｕｃ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ａｌａ－ＭＣＡ、Ｓｕｃ－Ａｌａ－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｍ
ＣＡにも本酵素は作用しなかった。
　さらに、ペプチド結合を２個以上有するペプチドのうち、Ｐ１アミノ酸残基が塩基性ア
ミノ酸のプロリン残基であるＧｌｙ－Ｐｒｏ－ＭＣＡ、Ｓｕｃ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ
－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－ＭＣＡ、トリプトファン残基であるＳｕｃ－Ｉｌｅ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ
－ＭＣＡに本酵素は作用を示さなかった。また、塩基性アミノ酸残基がリジン残基である
Ｂｏｃ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓ－ＭＣＡについては、本酵素は、僅かな相対活性で作用
を示したものの、Ｂｏｃ－Ｖａｌ－Ｌｅｕ－Ｌｙｓ－ＭＣＡについては、作用を示さなか
った。
　一方、ペプチド結合を２個以上有するペプチドのうち、Ｐ１アミノ酸残基が塩基性アミ
ノ酸のアルギニン残基であるＢｏｃ－Ｌｅｕ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｚ－Ａｒｇ－Ａ
ｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｇｌｎ－Ａｒｇ－Ａ
ｒｇ－ＭＣＡ、Ｐｙｒ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｍ
ＣＡ、Ｂｏｃ－Ｌｅｕ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ｍ
ＣＡ、Ｂｏｃ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａ
ｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｔｈｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｌｅｕ－Ｔ
ｈｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｚ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ
－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ａｓｐ（ＯＢｚ
ｌ）－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、Ｂｏｃ－Ｇ
ｌｕ－（ＯＢｚｌ）－Ａｌａ－Ａｒｇ－ＭＣＡについては、本酵素は幅広い相対活性で作
用し、該アルギニン残基のカルボキシル基側のペプチド結合を加水分解した。
　以上のように、本酵素は、ペプチド結合を２個以上有するペプチドであってＰ１アミノ
酸残基が塩基性アミノ酸のアルギニン残基であるペプチドに対し作用し、ペプチド結合を
１個有するペプチドには作用せず、またペプチド結合を２個以上有するペプチドであって
Ｐ１アミノ酸残基が中性、酸性及びアルギニン以外の塩基性アミノ酸残基であるペプチド
に対しては、リジン残基に対して僅かに作用したことを除き、アスパラギン酸、グルタミ
ン酸、グリシン、チロシン、アラニン、プロリン、ロイシン、フェニールアラニン、トリ
プトファンの各アミノ酸残基を切断しないことから、アルギニンに対して極めて高い加水
分解特異性を有していることが明らかになった。
【表１】
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　表１中の用語について、以下に説明する。
ＭＣＡ　：４－メチルクマリンアミド（４－メチル－７－アミノクマリンとの脱水縮合体
）
Ｂｏｃ　：ｔ－ブチロキシカルボニル
Ｚ
：ベンジルオキシカルボニル
Ｐｙｒ　：ピログルタミル
ＯＢｚｌ：ベンジルオキシ
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Ａｃ　　：アセチル
Ｓｕｃ　：サクシニル
（２）至適ｐＨ
　ｐＨ２～４の５０ｍｍｏｌ／Ｌクエン酸緩衝液、ｐＨ５の５０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝液
、ｐＨ６～８の５０ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液、ｐＨ９～１０の５０ｍｍｏｌ／Ｌトリス
緩衝液のそれぞれ０．９４５ｍＬに本酵素液の０．０５ｍＬを混合後、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
濃度の各合成基質液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ４．０、クエン酸緩衝液）を０．００５ｍ
Ｌ添加し、酵素反応を開始する。蛍光光度計を用いて、本酵素による加水分解により遊離
されるＡＭＣ量を励起波長３６０ｎｍ、蛍光波長４４０ｎｍで蛍光強度の増加を経時的に
測定し活性を算出した。最も活性の高い所を１００％として、各ｐＨで相対活性を算出し
至適ｐＨを求めた。図２に示すように、至適ｐＨはｐＨ４を中心に存在していることから
、該至適ｐＨを約４とした。
（３）ｐＨ安定性
　ｐＨ２～４の１０ｍｍｏｌ／Ｌクエン酸緩衝液、ｐＨ５の１０ｍｍｏｌ／Ｌ酢酸緩衝液
、ｐＨ６～８の１０ｍｍｏｌ／Ｌリン酸緩衝液、ｐＨ９の１０ｍｍｏｌ／Ｌトリス緩衝液
に溶解した本酵素液を３０℃に３０分間放置後、ｐＨを４．０にし酵素活性を測定した。
その結果、図３に示すようにｐＨ３～６の範囲で元の活性の９０％以上を維持していた。
従って、本酵素は少なくともｐＨ３～６の範囲で安定である。
（４）温度安定性
　ｐＨ４の５０ｍｍｏｌ／Ｌクエン酸緩衝液に溶解した本酵素液を１０～７０℃に１０分
間放置した後、酵素活性を測定した。その結果、図４に示すように、４０℃以下の温度に
おいて元の活性の７０％以上を維持していた。従って、本酵素は４０℃以下で安定である
。
（５）阻害剤
　阻害剤として、シグマアルドリッチジャパン株式会社製のセリンプロテアーゼ阻害剤で
あるフェニールメタンスルホニルフルオライド、ｏ－フェナンスロリン、ロイペプチン、
アンチパイン、システインプロテアーゼ阻害剤であるｐ－クロロマーキュリー安息香酸、
Ｎ－エチルマレイミド、ロイペプチン、アンチパイン及び金属プロテアーゼ阻害剤である
エチレンジアミン四酢酸を用いて検討を行った。なお、阻害剤の濃度は表２に示した各濃
度の条件下で行った。３０℃で３０分間放置後に酵素活性を測定した。その結果、表２に
示すように、ロイペプチン及びアンチパインにより、酵素活性が阻害されたことから、本
酵素はセリンプロテアーゼ又はシステインプロテアーゼと示唆された。
【表２】

（６）分子量
　ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動はＬａｅｍｍｌｉの方法に準じて行った。標
準蛋白質（括弧内に分子量を示す。）としては、ニューイングランドバイオラボ社製のマ
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ルトースバインディングプロテインヒュースドベーターガラクトシダーゼ（１５８０００
）、ベーターガラクトシダーゼ（１１６０００）、ホスフォリラーゼｂ（９７２００）、
牛血清アルブミン（６６４００）、グルタミン酸脱水素酵素（５５６００）、マルトース
バインディングプロテイン（４２７００）、乳酸脱水素酵素（３６５００）、トリオース
ホスフェートイソメラーゼ（２６６００）を使用し、ゲル染色は、Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　
Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｂｌｕｅ　Ｒ－２５０（ファルマシアＬＫＢ製）を用いたＣＢＢ染
色で行った。電気泳動図を図１に示した。その結果、本酵素は図１の（２）に示したよう
に、約７００００から１０００００の広い分子量を示していた。本酵素は糖鎖が結合した
糖蛋白質であるので、糖鎖をＮ－グリカナーゼ（ロシュ・ダイアグノスティックス社製）
で分解した後に蛋白質部分のみを、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った結
果、図１の（３）に示したように、単一なバンドであり、分子量は６１３００であった。
　〔実施例５：本酵素のゲノムＤＮＡ取得〕
１）部分アミノ酸配列決定
　アミノ酸配列の決定は島津製作所（ＳＨＩＭＡＤＺＵ）のプロテインシークエンサーＰ
ＰＳＱ－２３を用いた。本酵素のＮ末端配列はＧＬＮ（Ｔ）ＶＴＮＴＤＱＬＩＴＰＥＸＩ
ＲＡＬＹＫＩＰＳＡＸＡＡＰであった。内部配列はピリジルエチル化した本酵素をリジル
エンドペプチダーゼ処理により断片化した後、本酵素のペプチド断片をＨＰＬＣにより分
離し、配列を決めた。内部配列はＸＨＮＰＰＹＰＹＹＸＧＡＸＮＬであった。Ｘは特定さ
れなかったアミノ酸を示す。
２）プローブ作製
　Ｎ末端配列の中ＮＴＤＱＬＩＴＰの配列をベースにセンスプライマーａｏ－Ｎ（５’－
ＡＡＹＡＣＩＧＡＹＣＡＲＹＴＩＡＴＨＡＣＮＣＣ－３’）を作製した。また、内部配列
ＮＰＰＹＰＹＹをベースにアンチセンスプライマーａｏ－Ｃ１（５’－ＲＴＡＲＴＡＩＧ
ＧＲＴＡＩＧＧＮＧＧＲＴＴ－３’）を作製した。（ここでＹはＴかＣ，Ｉはイノシン酸
、ＲはＡかＧ、ＨはＴかＣかＡ，ＮはＡかＣかＴかＧを示す）。プライマーａｏ－Ｎ及び
ａｏ－Ｃ１を用い、アスペルギルス・オリゼーＩＡＭ２６０９のゲノムＤＮＡを鋳型とし
てＰＣＲを行った。ＰＣＲ反応はＴＯＹＯＢＯのＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼを用い、９
５℃で３分間ＤＮＡを変性した後、９４℃で０．５分間、５５℃で０．５分間、６８℃で
２分間を２５サイクル行った。その結果、１．１ｋｂのＤＮＡ断片が増幅したので、この
ＤＮＡ断片をｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＫＳ－のＥｃｏ　ＲＶ部位へサブクローニ
ングし塩基配列を決定した。塩基配列から予想されるアミノ酸配列はａｏ－Ｎプライマー
配列の後に続いてＮ末端アミノ酸配列ＥＣＩＲＡＬＹＫＩＰＳＡＲＡＡＰをコードしてい
たので、このＤＮＡ断片は目的のものと判断し、ＤＮＡクローニングの際にプローブとし
て用いた。
３）ライブラリー作製
　アスペルギルス・オリゼーＩＡＭ２６０９のゲノムＤＮＡをＳａｕ　３ＡＩで部分分解
し、約１５ｋｂのＤＮＡ断片を得た。ベクターとしてはＴＯＹＯＢＯのλＤＡＳＨ　ＩＩ
を用いＢａｍ　ＨＩ部位へＤＮＡ断片をライゲーションした。このライゲートをＧｉｇａ
ｐａｃｋ　ＩＩＩ　Ｇｏｌｄ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐａｃｋａｇｉｎｇ　Ｋｉｔによりパ
ッケージングし、宿主大腸菌ＸＬ１－Ｂｌｕｅ　ＭＲＡ（Ｐ２）を用いて１回増幅した。
４）クローニング
　プラークハイブリダイゼーションにより陽性クローンを得た。プローブのラベルはロッ
シュ（Ｒｏｃｈｅ）社製のＤＩＧ　ｌａｂｅｌ　ｓｙｓｔｅｍを用いた。組換えファージ
ＤＮＡから目的のＤＮＡ断片を含む４ｋｂ　Ｘｂａ　Ｉ断片をｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　
ＩＩ　ＫＳ－へサブクローニングし塩基配列の決定に用いた。
５）塩基配列決定の決定には、日立製作所（ＨＩＴＡＣＨＩ）のＳＱ－５５００　ＤＮＡ
シークエンサーを用いた。
　〔実施例６：本酵素のｃＤＮＡ取得等〕
１）
本鎖ｃＤＮＡの作製
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　アスペルギルス・オリゼーＩＡＭ２６０９の培養菌体から全ＲＮＡを精製した（キアゲ
ン（ＱＩＡＧＥＮ）社製のＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ使用）。次にアンカーＴプラ
イマー（５’－ＧＡＣＣＡＣＧＣＧＴＡＴＣＧＡＴＧＴＣＧＡＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ
ＴＴＴＴＴ－３’）と、ＡＭＶ逆転写酵素を用い、全ＲＮＡから１本鎖ｃＤＮＡを合成し
た。
２）２本鎖ｃＤＮＡの作製
　ＰＣＲ反応によりｃＤＮＡの増幅を行った。鋳型としては１本鎖ｃＤＮＡ、プライマー
はＡｐａ－Ｓｐｅ２（５’－ＡＡＴＣＴＣＧＣＡＴＡＣＴＡＧＴＴＣＣＡＣＡＣＡＡＴＧ
－３’）とアンカー（５’－ＧＡＣＣＡＣＧＣＧＴＡＴＣＧＡＴＧＴＣＧＡＣ－３’）を
用いた。ＰＣＲ反応はＴＯＹＯＢＯ社製のＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼを用い、９５℃で
３分間ＤＮＡを変性した後、９４℃で０．５分間、５５℃で０．５分間、６８℃で２分間
を２５サイクル行った。その結果、２．２ｋｂのＤＮＡ断片が増幅したので、このＤＮＡ
断片をｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＫＳ－のＳｐｅ　Ｉ，Ｃｌａ　Ｉ部位へサブクロ
ーニングし塩基配列を決定した。
３）遺伝子配列の解析
　ゲノムＤＮＡとｃＤＮＡの配列を比較することにより、プロモーター配列及びイントロ
ンを決定した。この遺伝子は８個のイントロンを含んでいた。
４）全アミノ酸配列の決定
　ｃＤＮＡの塩基配列から本酵素の全アミノ酸配列を推定した。この遺伝子は６５２アミ
ノ酸残基をコードしており、成熟タンパク質は４３７アミノ酸からなっていた。
　〔実施例７：プラスミノーゲンの活性化〕
１）
プラスミノーゲンの精製
　市販プラスミノーゲン（ＲＯＣＨＥ）は安定化のため多量のＢＳＡが入っているので精
製を試みた。５ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．４に調整された１ｍｇ／ｍｌプラスミノーゲン
２００μｌを、５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）で平衡化したＬｙｓ－Ｓｅｐｈａｒ
ｏｓｅ　４Ｂ（１．０×１０ｃｍ）に供し、同緩衝液でよく洗浄する。０．５Ｍ　ＮａＣ
ｌを含む５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）でさらによく洗浄し、０．２Ｍ　ε－ａｍ
ｉｎｏ－ｎ－ｃａｐｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄにて溶出した。溶出画分を１０ｍＭ　ＭＥＳ緩
衝液（ｐＨ５．４）で透析し、ε－ａｍｉｎｏ－ｎ－ｃａｐｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄを除い
た。この画分についてＳＤＳ－ＰＡＧＥにより均一性を確認した。
２）
プラスミノーゲンの活性化
　精製したプラスミノーゲン４５０μｌに本酵素希釈液５０μｌを加え混合し、３７℃で
各時間反応させた後、２００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．５）５００μｌを
加えることにより本酵素の酵素反応を停止した。これに１０ｍＭ　Ｂｏｃ－Ｖａｌ－Ｌｅ
ｕ－Ｌｙｓ－ＭＣＡ基質５μｌを加え活性化されたプラスミンの酵素反応を開始した。基
質から遊離されるＡＭＣの量を島津製作所製のＲＦ５０００型分光蛍光光度計を用いて、
励起波長３６０ｎｍと蛍光波長４４０ｎｍで測定した。プラスミンの活性は３７℃、ｐＨ
７．５で測定した。その結果、本酵素は１０分間反応でプラスミンノーゲンの活性化を最
大にした。その以上の反応ではプラスミンの活性が徐々に下がっていたことから、活性化
されたプラスミンを分解して行くものと考えられた。
産業上の利用分野
　本発明の新規ポリペプチドは、蛋白質中のアルギニン残基のカルボキシル基側のペプチ
ド結合を特異的に加水分解するプロテアーゼ活性を示すことから、蛋白質を極めて限定分
解して、蛋白質の機能性の改善ができる。具体的には、水に対して溶解性が低い小麦や大
豆の蛋白質を分解して、蛋白質の有する乳化性、保水性等の機能性を保持したまま、溶解
性を向上させることが挙げられ、ハム、ソーセージや水産練り製品等の増量剤として食品
用途で利用され得る。
　また、アルギニン残基を活性中心に有する蛋白質を、そのアルギニン残基部位で加水分
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解することにより、蛋白質を不活性化することができる。具体的には、大豆中の大豆トリ
プシンインヒビターを分解して不活性化ができ、消化性の良い大豆蛋白質を製造させうる
。
　さらに、アルギニン残基をアレルゲン性の活性中心とする蛋白質を加水分解してアレル
ゲン性を低減させ、低アレルゲン性の卵製品、豆腐等の食品製造の用途に利用され得る。
このように本発明の新規プロテアーゼは、広く食品用に利用され得る。
　また、遺伝子組替えによる蛋白質の機能性の発現にも利用されうる。機能性の蛋白質は
、機能性を有しないプロ蛋白質として生産されるが、この蛋白質のアルギニン残基を分解
することにより、機能性を有する蛋白質に変換することができる。例えば、プラスミノー
ゲンをプラスミンに活性化することを例示できる。
（配列表）
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【図面の簡単な説明】
第１図は本発明に係るプロテアーゼのＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動図である
。第２図は本発明に係るプロテアーゼのｐＨ特性を示す図である。第３図は本発明に係る
プロテアーゼのｐＨ安定性を示す図である。第４図は本発明に係るプロテアーゼの温度安
定性を示す図である。

【図１】 【図２】

【図３】
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