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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 下 記 ：

　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ；

　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ

酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 ； 及 び

　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、

挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活 性 を 有 す る 蛋

白 質 ；

か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 酵 素 を 用 い て 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 に 変

換 す る こ と を 特 徴 と す る 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 前 記 酵 素 を 発 現 す る 菌 の

休 止 菌 体 を 、 4 - ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 含 む 溶 液 中 で 培 養 又 は 反 応 さ せ る こ と を 含 む 、

方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 菌 が 、 大 腸 菌 (Escher ich ia col i )で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 休 止 菌 体 反 応 が 、 p H 8～ p H 9で 行 わ れ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 休 止 菌 体 が 、 培 養 菌 体 、 粉 末 菌 体 、 及 び 固 定 化 菌 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請

求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 特 定 の ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ を 用 い た 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 製 造 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 石 油 由 来 の 二 酸 化 炭 素 に よ る 地 球 温 暖 化 問 題 を 引 き 金 と し て 、 石 油 に 依 存 し す ぎ

た 社 会 構 造 を 変 え て い こ う と い う 機 運 が 世 界 中 で 高 ま っ て い る 。 こ の 流 れ に 伴 い 、 バ イ オ

プ ロ セ ス 技 術 を 活 用 し た 「 バ イ オ リ フ ァ イ ナ リ ー 」 の 動 き が 活 発 化 し て お り 、 世 界 各 国 で

研 究 が 加 速 さ れ て い る が 、 残 念 な が ら 、 芳 香 族 化 合 物 の バ イ オ 合 成 に 関 す る 研 究 成 果 は 未

だ ほ と ん ど 得 ら れ て い な い の が 実 情 で あ る が 、 化 学 産 業 に お け る 芳 香 族 化 合 物 の 重 要 性 に

鑑 み 、 芳 香 族 ポ リ マ ー 合 成 な ど の 研 究 が 鋭 意 進 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 例 え ば 、 以 下 の 特 許 文 献 １ に は 、 天 然 分 子 で あ る 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 用 い た ポ リ マ ー 合 成

に 関 す る 技 術 が 開 示 さ れ 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 か ら 高 耐 熱 ポ リ マ ー が 得 ら れ る こ と が 報 告 さ れ

て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ま た 、 以 下 の 非 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ る よ う に 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の バ イ オ 合

成 に つ い て は 、 シ キ ミ 酸 を 経 由 す る 代 謝 経 路 が 明 ら か に な っ て い る （ 同 書 第 2818頁 Fig.1

参 照 ） が 、 ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ が 生 体 内 で 機 能 し 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら 4-ア ミ

ノ 桂 皮 酸 へ と 変 換 さ れ る と い う こ と は 開 示 さ れ て お ら ず 、 教 示 も さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 以 下 の 非 特 許 文 献 ２ に は 、 グ ル コ ー ス を 微 生 物 変 換 す る こ と に よ り ス ー パ ー エ ン ジ ニ ア

リ ン グ プ ラ ス チ ッ ク 原 料 を 生 産 し 、 か か る 原 料 か ら 高 反 応 性 の ア ミ ン 系 芳 香 族 化 合 物 で あ

る 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 生 産 す る こ と を 目 指 し 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 合 成 方 法 と し て 、 下 記 ス キ

ー ム に 示 す よ う に 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 原 料 と し て ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ を 触 媒 と

し て 利 用 す る こ と が 検 討 さ れ て い る ：

【 化 １ 】

　 尚 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン は 、 グ ル コ ー ス を 原 料 と し て 発 酵 生 産 で き る こ と は 既 に

報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 リ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属 す る ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ は 、 炭 素 -窒 素 結 合 を 切 断 す る 特 異 的

な 酵 素 で あ り 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ （ 以 下 、 PALと も い う 。 ） は 、 フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン を 桂 皮 酸 へ と 変 換 し 、 チ ロ シ ン ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ は チ ロ シ ン を 4-ヒ ド ロ キ

シ 桂 皮 酸 へ と 変 換 す る 機 能 を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 非 特 許 文 献 ２ に は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ を 有 す る 菌 体 を 用 い て 、

休 止 菌 体 反 応 で ０ ． １ ２ ｇ ／ Ｌ の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 合 成 し た こ と が 報 告 さ れ て い る が 、 こ
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の よ う な 微 弱 な 酵 素 活 性 で は 、 工 業 的 な 製 法 と し て 利 用 す る こ と は 困 難 で あ る 。 シ ロ イ ヌ

ナ ズ ナ 由 来 の ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ は 、 最 も よ く 使 用 さ れ る ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ で は あ る が

、 工 業 的 生 産 に 使 用 し う る 酵 素 活 性 の 観 点 か ら 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 に 適 し た 酵 素 で な い

。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 ま た 、 以 下 の 非 特 許 文 献 ３ に は 、 各 種 基 質 に 反 応 率 を 改 善 す る た め の PALの 変 異 分 析 が

報 告 さ れ て い る が 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 で は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 電 子 吸 引 基 を 有 す る こ と 、 及 び

正 の メ ソ メ リ ー 効 果 の 存 在 に よ り 変 換 が 生 じ な か っ た こ と が 記 載 さ れ て い る （ 同 書 第 930

頁 右 欄 Fig.2、 第 931頁 右 欄 Table.II、 第 932頁 左 欄 参 照 ） 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 他 方 、 以 下 の 非 特 許 文 献 ４ に は 、 酵 母 ロ ド ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス JN-1 (R h o d o t o r u l a g l u t

i n i s )の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ・ ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ (以 下 、 RgPALと 略 記 す る 。 )の 遺 伝 子 が 単

離 さ れ 、 該 酵 母 が 寄 託 番 号 M2011490と し て CCTCC (China Center For Type Culture Colle

ction)に 寄 託 さ れ た こ と 、 ま た 、 該 遺 伝 子 の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 最 適 pH変 異 体

を 作 製 し た こ と が 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 非 特 許 文 献 ４ の 著 者 ら を 発 明 者 と す る 中 国 特

許 出 願 明 細 書 （ 以 下 の 特 許 文 献 ２ ） は 2013年 4月 24日 に 公 表 さ れ て い る の で 、 か か る RgPAL

遺 伝 子 の 配 列 自 体 は 公 知 で は あ る 。 し か し な が ら 、 か か る 酵 素 が 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン を 基 質 と し て 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 生 成 し う る こ と は 開 示 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 以 上 の よ う に 、 酵 素 法 に よ り 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 工 業 的 に 大 量 に 得 る こ と が 可 能 な 製 造 方

法 及 び こ れ に 適 し た 酵 素 は 未 だ 確 立 さ れ て お ら ず 、 そ の 開 発 が 強 く 望 ま れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 2013/073519号

【 特 許 文 献 ２ 】 CN103060352A明 細 書

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 He, et al. , Microbiology (2001)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 山 形 　 有 貴 穂 　 他 、 「 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 微 生 物 変 換 シ ス テ ム の 開 発 」 、

日 本 農 芸 化 学 会 関 東 支 部 2012年 度 大 会 講 演 要 旨 集 （ 第 60頁 ）

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Bartsch, et al. , Protein Engineering, Design & Selection, vol. 2

3, no. 12, pp. 929-933, 2010

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Zhou, et al. , Biotechnol Lett (2013) 35:751-756

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 か か る 従 来 技 術 の 現 状 に 鑑 み 、 本 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 は 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア

ラ ニ ン を 基 質 と し て 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 へ と 効 率 的 に 変 換 す る こ と が で き る 酵 素 ア ン モ ニ ア リ

ア ー ゼ （ す な わ ち 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ 、 以 下 、 4APALと も い

う 。 ） を 用 い た 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 製 造 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 広 範 囲 の 生 物 由 来 の ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ の 酵 素 活 性 を 測 定 し 、 最 適 な 酵

素 を 選 定 す べ く 鋭 意 研 究 し 実 験 を 繰 り 返 し た 結 果 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 酵 素 が 4-

ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 へ の 変 換 に 好 適 で あ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明

を 完 成 す る に 至 っ た も の で あ る 。

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 以 下 の 通 り の も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ［ １ ］ 下 記 ：

10

20

30

40

50



(4) JP  6796927  B2  2020.12.9

　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ；

　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ

酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 ；

　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、

挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活 性 を 有 す る 蛋

白 質 ； 及 び

　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な

る 核 酸 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活

性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質

；

か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 酵 素 を 用 い て 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 に 変

換 す る こ と を 特 徴 と す る 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 製 造 方 法 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 ［ ２ ］ 前 記 酵 素 を 発 現 す る は 菌 の 休 止 菌 体 を 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 含 む 溶 液 中

で 培 養 又 は 反 応 さ せ る こ と を 含 む 、 前 記 ［ １ ］ に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ［ ３ ］ 前 記 菌 が 大 腸 菌 (E s c h e r i c h i a c o l i )で あ る 、 前 記 ［ ２ ］ に 記 載 の 方 法 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ［ ４ ］ 前 記 休 止 菌 体 反 応 が 、 pH8～ pH9で 行 わ れ る 、 前 記 ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の 方 法

。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ［ ５ ］ 前 記 大 腸 菌 の 休 止 菌 体 が 、 培 養 菌 体 、 粉 末 菌 体 、 及 び 固 定 化 菌 体 か ら な る 群 か ら

選 択 さ れ る 、 前 記 ［ ２ ］ ～ ［ ４ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

　 ［ ６ ］ 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ５ ］ に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 酵 素 は 、 実 施 例 に 示 す よ う に 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ に 対

し て ８ 倍 程 度 （ 実 施 例 ３ 、 図 ５ 参 照 ） に 活 性 が 高 く 、 数 ｇ ／ Ｌ レ ベ ル で の 生 産 を 実 現 し た

こ と か ら 、 産 業 上 の 利 用 可 能 性 も 高 い も の で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ １ 】

【 図 １ 】 AtPAL4と そ の 変 異 酵 素 の PAL活 性 と 4APAL活 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 （ Ａ ） 休 止 菌

体 反 応 ； （ Ｂ ） 活 性 測 定 。

【 図 ２ 】 NST37‐ pHSG298‐ AtPAL4休 止 菌 体 反 応 に 対 す る pHの 影 響 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ 】 BL21‐ pET28a‐ RgPAL休 止 菌 体 反 応 に 対 す る pHの 影 響 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ４ 】 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 混 合 基 質 に お け る 4-ア ミ ノ 桂 皮

酸 と 桂 皮 酸 の 生 産 量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 （ Ａ ） 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 生 産 量 ； （ Ｂ ） 桂 皮 酸

の 生 産 量 。

【 図 ５ 】 細 胞 粗 抽 出 液 を 用 い た 各 酵 素 の 4APAL活 性 （ Ａ ） と PAL活 性 （ Ｂ ） を 示 す グ ラ フ で

あ る 。

【 図 ６ 】 休 止 菌 体 反 応 液 か ら の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 抽 出 の HPLC解 析 し た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ

る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 形 態 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 本 発 明 に お い て 、 注 目 し た 酵 素 は Phenyl alanine A m monia Lyase（ PAL） で あ る 。 PALは

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 基 質 と し 、 桂 皮 酸 を 生 産 す る 酵 素 で あ る 。 こ の 反 応 と 、 本 発 明 で 目 的

と し て い る 脱 ア ン モ ニ ア 反 応 と の 違 い は ベ ン ゼ ン 環 4位 の ア ミ ノ 基 の 有 無 で あ る 。 前 記 し

た よ う に 、 非 特 許 文 献 ３ に は 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 で は 、 ベ ン ゼ ン 環 上 に 電 子 吸 引 基 を 有 す る

こ と 、 及 び 正 の メ ソ メ リ ー 効 果 の 存 在 に よ り 変 換 が 生 じ な か っ た こ と が 記 載 さ れ て い る 。
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他 方 、 非 特 許 文 献 ２ に は 、 酵 素 活 性 は 極 め て 低 い も の の 、 シ ロ イ ユ ナ ズ ナ 由 来 の PALが 4PA

L活 性 を 示 し た こ と が 記 載 さ れ て い る 。 か か る 状 況 下 、 本 発 明 者 ら は 、 PALの 基 質 認 識 の 非

特 異 性 を 期 待 し て 酵 素 探 索 を 実 施 し た 。 こ れ ま で に 知 ら れ て い る PALは 植 物 と 担 子 菌 酵 母

に 分 布 し て い る も の が 多 い た め 、 植 物 と 担 子 菌 酵 母 由 来 の PALを 探 索 し 、 4APAL活 性 が 高 い

酵 素 を 選 抜 す る こ と と し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 酵 素 学 的 解 析 と 大 腸 菌 を 用 い た 4-ア ミ ノ 桂

皮 酸 の 休 止 菌 体 反 応 に よ る 生 産 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 か か る 酵 素 探 索 の 結 果 、 本 発 明 者 ら は 、 予 想 外 に 、 酵 母 ロ ド ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス (R h o d o

t o r u l a g l u t i n i s )由 来 の RgPALが 、 植 物 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ A r a b i d o p s i s t h a l i a n a） 由 来 の A

tPAL4に 比 較 し て 、 高 い PAL活 性 と 4APAL活 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し 、 か か る 特 定 の 酵

素 を 用 い た 本 発 明 に 係 る 製 造 方 法 の 実 行 可 能 性 を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 明 細 書 中 、 細 菌 の 「 休 止 菌 体 」 と は 、 該 細 菌 の 増 殖 を 伴 わ な い 菌 体 を 意 味 し 、 例 え ば

、 該 細 菌 を 培 養 し て 得 ら れ た 培 養 菌 体 、 該 培 養 菌 体 を 凍 結 乾 燥 や ス プ レ ー ド ラ イ に よ っ て

粉 末 に し た 粉 末 菌 体 、 該 培 養 菌 体 を 担 体 に 固 定 化 し た 固 定 化 菌 体 を 挙 げ る こ と が で き 、 こ

れ ら の 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ 種 の 休 止 菌 体 を 基 質 で あ る 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン と 反 応 さ せ る こ と で 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 製 造 す る こ と が で き る 。

　 例 え ば 、 培 養 工 程 で 得 ら れ る 培 養 液 を 遠 心 分 離 に よ っ て 培 養 上 澄 液 と 菌 体 と に 分 け 、 該

菌 体 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 菌 体 濁 度 A 6 0 0 n m =40と な る よ う に 滅 菌 精 製 水 に 懸 濁 し 、 こ れ

を 休 止 菌 体 懸 濁 液 と し て 反 応 に 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 で あ る 酵 素 を 用 い て 、

4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 に 変 換 す る こ と を 特 徴 と す る 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸

の 製 造 方 法 で あ る 。

　 前 記 し た よ う に 、 RgPAL遺 伝 子 の 全 配 列 は 、 特 許 文 献 ２ に よ り 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 に

お け る 配 列 番 号 ２ は か か る RgPAL遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 で あ る 。

当 業 者 は 、 か か る 配 列 情 報 に 基 づ き 、 化 学 合 成 な ど の 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 配

列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を 調 製 す る こ と が で き る た め 、 当 業 者 は 該 蛋

白 質 を 入 手 可 能 で あ り 、 入 手 方 法 を 問 わ ず に 本 発 明 を 実 施 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 蛋 白 質 に は 、 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９

０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活 性 を 有

す る 蛋 白 質 が 包 含 さ れ る が 、 か か る 配 列 同 一 性 は 、 少 な く と も ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、

９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 又 は ９ ９ ％ で あ る こ と が で き る 。

　 こ こ で 、 「 配 列 同 一 性 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 若 し く は ア ミ ノ 酸 配 列 ） 又 は ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 （ 若 し く は 塩 基 配 列 ） に お け る ２ 本 の 鎖 の 間 で 該 鎖 を 構 成 し て い る 各 ア ミ

ノ 酸 残 基 同 士 又 は 各 塩 基 同 士 の 互 い の 適 合 関 係 に お い て 同 一 で あ る と 決 定 で き る よ う な も

の の 量 （ 数 ） を 意 味 し 、 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 の

配 列 相 関 性 の 程 度 を 意 味 す る も の で あ る 。 同 一 性 は 容 易 に 算 出 で き る 。 二 つ の ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 を 測 定 す る 方 法 は 数 多 く 知 ら れ て お り 、 「 配

列 同 一 性 」 な る 用 語 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る 蛋 白 質 に は 、 （ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １

又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 ４

－ ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 が 包 含 さ れ る 。 こ こ で 、 「 数 個 」 と は 、 多 く と も

１ ０ 個 、 ９ 個 、 ８ 個 、 ７ 個 、 ６ 個 、 ５ 個 、 ４ 個 、 ３ 個 又 は ２ 個 で あ る こ と が で き る 。

　 変 異 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 化 学 合 成 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 、 突 然 変 異 誘 発 な ど の 当 業 者 に 既

知 の 任 意 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配

列 を コ ー ド す る 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ に 対 し 、 変 異 原 と な る 薬 剤 と 接

触 作 用 さ せ る 方 法 、 紫 外 線 を 照 射 す る 方 法 、 遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 等 を 用 い て 、 こ れ ら Ｄ Ｎ
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Ａ に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 、 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 遺 伝 子 工

学 的 手 法 の 一 つ で あ る 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 は 特 定 の 位 置 に 特 定 の 変 異 を 導 入 で き る 手 法

で あ る こ と か ら 有 用 で あ り 、 Sambrook,J. et al. , Molecular Cloning: A Laboratory Ma

nual, 2
n d
 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 19

89等 に 記 載 の 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 こ の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な 発 現 系 を 用 い て 発

現 さ せ る こ と に よ り 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸

配 列 か ら な る 蛋 白 質 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 さ ら に ま た 、 本 発 明 に 係 る 蛋 白 質 に は 、 （ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド

す る 塩 基 配 列 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ

イ ズ し 、 か つ 、 ４ － ア ミ ノ 桂 皮 酸 合 成 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

か ら な る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 が 包 含 さ れ る 。

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト （ stringent） 条 件 」 と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

と 、 ゲ ノ ム D N Aと の 選 択 的 か つ 検 出 可 能 な 特 異 的 結 合 を 可 能 と す る 条 件 で あ る 。 ス ト リ ン

ジ ェ ン ト 条 件 は 、 塩 濃 度 、 有 機 溶 媒 （ 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド ） 、 温 度 、 そ の 他 公 知 の 条 件

の 適 当 な 組 み 合 わ せ に よ っ て 定 義 さ れ る 。 す な わ ち 、 塩 濃 度 を 減 じ る か 、 有 機 溶 媒 濃 度 を

増 加 さ せ る か 、 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 を 上 昇 さ せ る か に よ っ て ス ト リ ン ジ ェ ン

シ ー は 増 加 す る 。 更 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 の 条 件 も ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に

影 響 す る 。 こ の 洗 浄 条 件 も ま た 、 塩 濃 度 と 温 度 に よ っ て 定 義 さ れ 、 塩 濃 度 の 減 少 と 温 度 の

上 昇 に よ っ て 洗 浄 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 増 加 す る 。 従 っ て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 」

と は 、 各 塩 基 配 列 間 の 同 一 性 の 程 度 が 、 例 え ば 、 全 体 の 平 均 で 約 ９ ０ ％ 以 上 で あ る よ う な

、 高 い 同 一 性 を 有 す る 塩 基 配 列 間 の み で 、 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ る よ う な 条 件

を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 」 と は 、 約 ４ ５ ℃ に て ６ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ

で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 に 、 ５ ０ ℃ で ２ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ で 洗 浄 す る こ と を 指 す

。 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 選 択 の た め 、 洗 浄 工 程 に お け る 塩 濃 度 を 、 例 え ば 、 低 ス ト リ ン ジ

ェ ン ト と し て の 約 ２ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ℃ か ら 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ト と し て の 約 ０ ． １

× SSC、 ５ ０ ℃ ま で 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 洗 浄 工 程 の 温 度 を 低 ス ト リ ン ジ ェ ン

ト 条 件 の 室 温 、 約 ２ ２ ℃ か ら 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 の 約 ６ ５ ℃ ま で 増 大 さ せ る こ と が

で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 や そ れ に 準 じ る 方 法 に 従 っ て 行

な う こ と が で き る 。 ま た 、 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 記 載

の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 明 細 書 中 、 「 核 酸 」 と は 、 リ ボ 核 酸 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 、 又 は い ず れ の 核 酸 の 修 飾 体

を も 含 む 。 ま た 、 核 酸 は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の い ず れ を も 含 む 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 核 酸

（ 遺 伝 子 ） は 、 当 業 者 に 公 知 の 公 的 機 関 の デ ー タ ベ ー ス 又 は 本 明 細 書 に 開 示 す る 塩 基 配 列

に 基 づ き 作 製 し た プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ 等 を 用 い て 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 で 調 製

す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 各 種 の Ｐ Ｃ Ｒ そ の 他 の 当 業 者 に 公 知 の Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 を 用 い

る こ と に よ り 、 該 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と し て 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 あ る い は 、 当 業 者 で

あ れ ば 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 適 宜 既 存 技 術 を 用 い て 、 核 酸 を 合 成

す る こ と が で き る 。 核 酸 （ 遺 伝 子 ） は 、 蛋 白 質 を コ ー ド す る も の で あ る 。 こ こ で 、 「 コ ー

ド す る 」 と は 、 本 発 明 に 係 る 蛋 白 質 を そ の 活 性 を 備 え た 状 態 で 発 現 さ せ る と い う こ と を 意

味 し て い る 。 ま た 、 「 コ ー ド す る 」 と は 、 本 発 明 に 係 る 蛋 白 質 を 連 続 す る 構 造 配 列 （ エ ク

ソ ン ） と し て コ ー ド す る こ と 、 又 は 該 蛋 白 質 を 適 当 な 介 在 配 列 （ イ ン ト ロ ン ） を 介 し て コ

ー ド す る こ と の 両 者 を 含 む 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 以 下 の 実 施 例 に お い て 具 体 的 に 説 明 す る よ う に 、 酵 母 ロ ド ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス (R h o d o t o

r u l a g l u t i n i s )由 来 の RgPALが 、 植 物 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ A r a b i d o p s i s t h a l i a n a） 由 来 の AtP

AL4に 比 較 し て 、 高 い PAL活 性 と 4APAL活 性 を 有 し て い る こ と は 判 明 し た 。 こ の 2種 の PALを

発 現 す る 組 み 換 え 大 腸 菌 を 用 い て 休 止 菌 体 反 応 を 行 い 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 4-ア

ミ ノ 桂 皮 酸 へ の 変 換 を 試 み た と こ ろ 、 pH8又 は pH9に お い て 変 換 効 率 が 高 い こ と が 分 か っ た
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。 こ れ は 、 ア ニ リ ン の 塩 基 解 離 定 数 p K b が 9.40で あ る こ と か ら 、 ベ ン ゼ ン 環 の 4位 の ア ミ ノ

基 が イ オ ン 化 す る こ と に よ っ て 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と 酵 素 の 親 和 性 が 上 昇 し た た

め と 推 定 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 AtPAL4に お い て 、 ア ミ ノ 酸 の 基 質 認 識 に 関 わ る ア ミ ノ 酸 を ヒ ス チ ジ ン か ら グ ル タ ミ ン 酸

と ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 変 異 さ せ た と こ ろ 、 グ ル タ ミ ン 酸 に 変 異 さ せ た 場 合 は PAL活 性 は 落 ち

た が 、 4APAL活 性 が 上 が っ た こ と か ら 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 す る 選 択 性 が 上 昇

し た と 考 え ら れ る 。 他 方 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 変 異 さ せ た 場 合 、 PAL活 性 、 4APAL活 性 と も に

野 生 型 の そ れ よ り 、 明 ら か に 減 少 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ヒ ス チ ジ ン と ア ス パ ラ ギ ン 酸

は 炭 素 4つ の 主 鎖 で あ る の に 対 し 、 グ ル タ ミ ン 酸 は 炭 素 5つ の 主 鎖 を 持 っ て い る 。 炭 素 1つ

分 主 鎖 が 長 い こ と で 、 基 質 へ の 結 合 率 が 上 が っ た の で は な い か と 考 え て い る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 大 腸 菌 に よ る PALの 発 現 量 に つ い て 、 細 胞 粗 抽 出 液 を 用 い て 調 べ た と こ ろ 、 RgPALが 他 の

PALと 比 較 し て 約 30倍 多 く 発 現 し て い る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 精 製 し た 酵 素 の 4-ア ミ ノ

桂 皮 酸 に 対 す る K m値 を 測 定 し た と こ ろ 、 RgPALで は 22m Mで あ り 、 AtPAL4と そ の 変 異 酵 素 に

比 較 し て 低 い こ と が 分 か っ た 。 こ れ は 、 休 止 菌 体 反 応 に お い て 、 RgPALを 導 入 し た 大 腸 菌

を 用 い た 場 合 の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 生 産 量 が 最 大 に な る と い う 結 果 と 一 致 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 酵 素 RgPALを 用 い た 休 止 菌 体 反 応 に お い て 、 最 大 で 825mg/Lの 4-ア ミ ノ

桂 皮 酸 を 生 産 す る こ と に 成 功 し た 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 以 下 の 実 施 例 、 比 較 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。

　 実 施 例 、 比 較 例 に お い て は 、 以 下 の 材 料 及 び 方 法 を 用 い た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

［ 大 腸 菌 の 組 換 え 酵 素 の 粗 抽 出 液 の 酵 素 活 性 測 定 ］

　 大 腸 菌 (E s c h e r i c h i a c o l i） を 、 100mg/Lア ン ピ シ リ ン ナ ト リ ウ ム 又 は 100mg/Lカ ナ マ イ

シ ン 硫 酸 塩 を 含 む LB培 地 5mlに 植 菌 し 、 37℃ で 一 晩 培 養 し た 。 そ の 後 、 こ れ を 同 培 地 200ml

に 植 菌 し 、 O.D.が 0.6に な る ま で 培 養 後 、 イ ソ プ ピ ル ‐ β ‐ チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ IPT

G） を 終 濃 度 0.5m Mと な る よ う に 添 加 し 、 そ の ま ま 12時 間 28℃ に お い て 培 養 し た 。

　 培 養 し た 菌 体 を 集 菌 し 、 20m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.5)に 懸 濁 し 、 超 音 波 破 砕 を 行

い 、 そ の 上 清 を 粗 抽 出 液 と し て 、 活 性 測 定 に 用 い た 。 酵 素 活 性 は 、 吸 光 光 度 計 を 用 い て 反

応 生 成 物 の 吸 収 波 長 の 吸 光 度 を 5分 間 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 し 定 量 し た 。 PAL活 性 は 10

0m M Tris Buffer(pH8.0)、 20m Mフ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 粗 抽 出 液 を 加 え て 反 応 さ せ 桂 皮 酸 の 生

成 を 290nmの 波 長 の 吸 光 度 の 変 化 を 測 定 し 、 4APAL活 性 に つ い て は 基 質 に 20m M 4-ア ミ ノ フ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 用 い て 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 に 由 来 す る 315nmの 波 長 の 吸 光 度 を 測 定 し て 定 量

し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

［ 大 腸 菌 の 組 換 え 精 製 酵 素 の 酵 素 活 性 測 定 ］

　 大 腸 菌 (E s c h e r i c h i a c o l i） を 100mg/Lア ン ピ シ リ ン ナ ト リ ウ ム 又 は 100mg/Lカ ナ マ イ シ

ン 硫 酸 塩 含 む LB培 地 5mlに 植 菌 し 、 37℃ で 一 晩 培 養 し た 。 そ の 後 、 こ れ を 同 培 地 200mlに 植

菌 し 、 O.Dが 0.6に な る ま で 培 養 後 、 IPTGを 終 濃 度 0.5m Mと な る よ う に 添 加 し 、 さ ら に 12時

間 28℃ に お い て 培 養 し た 。 こ れ ら の 培 養 の 際 の 回 転 数 は 120rpmと し た 。 培 養 し た 菌 体 を 集

菌 し 、 20m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.5)に 懸 濁 し 、 超 音 波 破 砕 を 行 い 、 遠 心 分 離 の 後 に

、 そ の 上 清 を His-Trapカ ラ ム を 用 い て 精 製 し 、 活 性 測 定 に 用 い た 。 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 は

、 前 述 の 粗 抽 出 液 の 測 定 方 法 に 準 じ た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

［ 休 止 菌 体 反 応 ］

（ １ ） 前 培 養

　 LB培 地 に 100mg/Lア ン ピ シ リ ン ナ ト リ ウ ム 又 は 100mg/Lカ ナ マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 含 ん だ 培 地
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を 用 い 、 37℃ で 大 腸 菌 を 培 養 し た 。 培 地 5mlが 入 っ た 試 験 管 に 予 め 生 育 さ せ た 寒 天 培 地 か

ら 、 一 白 金 耳 植 菌 し 、 一 晩 120rpmで 振 盪 培 養 し た 。

（ ２ ） 本 培 養

　 前 培 養 し た 菌 体 培 養 液 を バ ッ フ ル 付 き フ ラ ス コ に 入 っ た 同 培 地 200mlに 1％ 植 菌 し た 。 37

℃ に て 振 と う 培 養 を 行 い 、 培 養 液 の O.D.が 0.3に な っ た 時 点 で 所 定 量 の IPTGを 加 え 、 28℃

で 12時 間 培 養 し 目 的 の 遺 伝 子 の 発 現 誘 導 を 行 な っ た 。

（ ３ ） 反 応 方 法

　 本 培 養 後 の 菌 体 を 回 収 し 、 50m Mの KPi Buffer（ pH7） で 1回 洗 浄 し た 後 、 20m Mの 基 質 （ 4-

ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） が 入 っ た 反 応 液 5mlに 懸 濁 さ せ 、 休 止 菌 体

反 応 を 行 な っ た 。 37℃ で 振 盪 し な が ら 、 0～ 24時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 上 清 を 遠 心 管 に

写 し 、 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 し 、 以 下 の よ う に 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） を 用

い て 反 応 生 成 物 を 定 量 し た 。

（ ４ ） 定 量 方 法

　 HPLC（ 1200 infinity series: Hewlett Packerd） を 用 い て 定 量 を 行 っ た 。 Purospher S

TAR RP-18 endcappedカ ラ ム を 使 用 し 、 溶 離 液 と し て 20ｍ Mリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH7.0） と 100

%メ タ ノ ー ル の 混 合 液 を 用 い た 。 210nm、 254nm及 び 280nmの 波 長 の 吸 収 を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

［ 使 用 菌 株 ］

　 大 腸 菌 株 と し て 、 NST37[ATCC 31882、 米 国 特 許 第 4,681,852号 、 遺 伝 子 型 aroG,aroF,phe

A,tyrR,ryrA,trpE]と 、 BL21（ DE3） [Novagen、 遺 伝 子 型 F
-
, o m p T, h s dS B (r B

-
m B

-
), g a l (λ cI

857, i n d1,S a m7,n i n5, l a c U V5-T7g e n e1), d c m(DE3)]を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

［ 培 地 組 成 （ ／ L） ］

　 使 用 し た 培 地 組 成 を 以 下 の 表 １ に 示 す 。 オ ー ト ク レ ー ブ を 用 い て 121℃ 、 15分 間 滅 菌 し

た 培 地 を 使 用 し た 。

【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

［ 培 養 条 件 ］

　 大 腸 菌 は LB培 地 中 37℃ で 培 養 し た 。 前 培 養 は 5mlの 培 地 を 入 れ た 試 験 管 を 用 い て 行 い 、

本 培 養 は 培 地 200mlを バ ッ フ ル 付 き フ ラ ス コ に 入 れ 、 前 培 養 液 を 1％ 添 加 し 、 全 培 養 と 同 じ

条 件 下 で 、 120rpmで 震 盪 し 培 養 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

［ プ ラ ス ミ ド の 構 築 ］

（ １ ） pHSG298-AtPAL4の 作 製

　 植 物 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ A r a b i d o p s i s t h a l i a n a） 由 来 の PAL（ GenBank GI:30681254、 gene

 locus:AT3G10340、 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ３ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ に 示 す ） を 2つ の

プ ラ イ マ ー （ 5＇ -CCG G ATCCATG G A GCTATGCA ATCA A A ACA ATC-3＇ 及 び 5＇ -CCGCATGCTCA ACA G ATTG

A A ACCG G A GCTCCG-3＇ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 後 、 B a m HIと S p hIに よ り 処 理 し 、 予 め 同

じ 酵 素 で 処 理 し た pHSG298gxrA（ Fujita, T. et al. , Appl. Microbiol. Biothechnol. 97

, 8887-8894 (2013)） と 連 結 し て pHSG298-AtPAL4を 作 製 し た 。

（ ２ ） pET28a-RgPALの 作 製

　 酵 母 ロ ド ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス (R h o d o t o r u l a g l u t i n i s )由 来 の PAL（ 塩 基 配 列 を 配 列 番 号

１ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す ） を N d eIと E c o RIを 用 い て 制 限 酵 素 処 理 し 、 同 じ く N
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d e Iと E c o RIを 用 い て 制 限 酵 素 処 理 し た プ ラ ス ミ ド pET28a（ Novagen） と 連 結 し て 、 pET28a-

RgPALを 作 製 し た 。

（ ３ ） pET28a-AtPAL4の 作 製

　 植 物 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ A r a b i d o p s i s t h a l i a n a） 由 来 の PALを 2つ の プ ラ イ マ ー （ 5＇ -CCCA

TATG G A GCTATGCA ATCA A A ACA ATC-3＇ 及 び 5＇ -CCG A ATTCTCA ACA G ATTG A A ACCG G A GCTCCG-3＇ ） を

用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 後 、 N d eIと E c o RIを 用 い て 制 限 酵 素 処 理 し 、 同 じ く N d eIと E c o RIを

用 い て 制 限 酵 素 処 理 し た プ ラ ス ミ ド pET28a（ Novagen） と 連 結 し て 、 pET28a-RgPALを 作 製

し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

［ 参 考 例 １ ： 4APAL活 性 を 有 す る 植 物 由 来 の PAL］

　 こ れ ま で の 研 究 か ら シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の AtPAL4は 高 い PAL活 性 を 示 す こ と が 示 さ れ て

い た 。 そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 AtPAL4は PAL活 性 だ け で な く 4APAL活 性 も 高 い の で は な い か

と 推 定 し 、 AtPAL4の 組 み 換 え 酵 素 の 4APAL活 性 を 測 定 し た 。 AtPAL4を pHSG298ベ ク タ ー に 接

続 し 、 大 腸 菌 NST37に 導 入 し た 株 （ NST37‐ pHSG298‐ AtPAL4） の 粗 抽 出 液 は 、 以 下 の 表 ２

に 示 す よ う に 0.012 μ mol/min/mgの 4APAL活 性 を 示 し た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 さ ら に 、 誘 導 条 件 を 変 化 さ せ る こ と で 、 大 腸 菌 NST37‐ pHSG298‐ AtPAL4を 培 養 す る 際 に

添 加 す る IPTGの 濃 度 を 検 討 し た 。 0.01m M、 0.1m M、 1m M、 2m Mの IPTGを 添 加 し た 場 合 に つ い

て 検 討 し た と こ ろ 、 SDS-PA GEに お い て 、 ど の 培 養 条 件 に お い て も AtPAL4の 発 現 レ ベ ル が 高

い こ と が 確 認 さ れ た （ data not shown） 。 そ こ で 、 NST37-pHSG298-AtPAL4を 用 い て 休 止 菌

体 反 応 を 行 い 、 反 応 開 始 後 24時 間 後 の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 反 応 液 中 の 濃 度 を 測 定 し 生 産 量 を

定 量 し た 。 そ の 結 果 、 2m Mの IPTGを 使 用 し た 時 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 生 産 量 は 67mg/Lで あ り

最 大 で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

［ 参 考 例 ２ ： AtPAL4の 変 異 体 の 作 製 ］

　 AtPAL4を 導 入 し た 大 腸 菌 NST37‐ pHSG298‐ AtPAL4は 休 止 菌 体 反 応 に お い て 、 4-ア ミ ノ フ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 に 変 換 さ れ た と は い え 、 そ の 生 産 量 は 最 大 67mg/Lで あ り

、 満 足 で き る も で は な か っ た 。 か か る 4APAL活 性 は 、 更 な る 変 換 率 の 向 上 が 望 ま れ る グ ル

コ ー ス を 原 料 と し た 生 産 を 行 う 際 に は 不 十 分 で あ る と 予 想 さ れ た 。 そ こ で 、 AtPAL4の ア ミ

ノ 酸 配 列 の 改 変 に よ っ て 、 AtPAL4の 4APAL活 性 を 更 に 上 昇 さ せ る こ と を 試 み た 。 Watts KT.

 et al. Discovery of a Substrate Selectivity Switch in Tyrosine A m monia-Lyase, a

 Member of the Aromatic A mino Acid Lyase Family (2006) Chemistory & Biology, 13,

 1317-1326に は 、 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の リ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 酵 素 （ 紅 色 光 合 成 細 菌 由

来 の Tyrosine A m monia Lyaseと シ ア ノ バ ク テ リ ア ・ ト ウ モ ロ コ シ ・ パ セ リ ・ 油 脂 蓄 積 酵 母

由 来 の PAL） に 保 存 さ れ て い る 基 質 選 択 に 関 わ る １ ア ミ ノ 酸 を ヒ ス チ ジ ン か ら フ ェ ニ ル ア

ラ ニ ン に 変 え る こ と に よ り 基 質 特 異 性 が チ ロ シ ン か ら フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 変 化 す る こ と が

報 告 さ れ て い る 。 そ こ で 、 芳 香 族 リ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 酵 素 と AtPAL4の ア ミ ノ 酸 配

列 を 比 較 し 、 該 当 す る ア ミ ノ 酸 を 特 定 し た と こ ろ 、 こ の ア ミ ノ 酸 は AtPAL4で は 123番 目 の

ヒ ス チ ジ ン （ H123） に 相 当 し て い る こ と が 分 か っ た 。 本 発 明 に お い て 基 質 と し て い る 4-ア

ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と PALの 本 来 の 基 質 で あ る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と の 違 い は 4位 の ア ミ ノ

基 の 有 無 で あ る 。 そ こ で 、 H123を ア ミ ノ 基 と イ オ ン 結 合 し や す い と 予 想 さ れ る 酸 性 ア ミ ノ

酸 で あ る グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 置 換 さ せ る こ と と し た 。 こ れ ら の 改 変 型 AtPA

10

30

40

50



(10) JP  6796927  B2  2020.12.9

L4を 発 現 さ せ た 大 腸 菌 （ NST37-pHSG298-AtPAL4-H123D及 び NST37-pHSG298-AtPAL4-H123E）

を 培 養 し 、 同 様 の 方 法 で 休 止 菌 体 反 応 と PAL活 性 と 4APAL活 性 の 測 定 を 行 な っ た 。 そ の 結 果

、 図 １ に 示 す よ う に 、 休 止 菌 体 に お い て は 、 H123E変 異 の 導 入 に よ り 桂 皮 酸 の 生 産 量 は 0.0

6倍 に 減 少 し た が 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 生 産 は 1.25倍 に 増 加 し た （ 図 １ （ Ａ ） 参

照 ） 。 こ の こ と か ら 、 H123を グ ル タ ミ ン 酸 に 変 異 さ せ る こ と よ り AtPAL4の 4-ア ミ ノ フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ン へ の 選 択 性 が 上 昇 す る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 活 性 測 定 の 結 果 、 AtPAL4-H123E

を 導 入 し た 大 腸 菌 の 4APAL活 性 は 、 野 生 型 活 性 の 1.2倍 で あ っ た （ 図 １ （ Ｂ ） 参 照 ） 。 こ の

酵 素 活 性 の 上 昇 が 休 止 菌 体 反 応 に お け る 生 産 性 の 向 上 に 貢 献 し て い る も の と 予 想 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

［ 参 考 例 ３ ： NST37‐ pHSG298‐ AtPAL4休 止 菌 体 反 応 に 対 す る pHの 影 響 ］

　 NST37‐ pHSG298‐ AtPAL4の 休 止 菌 体 反 応 を pH7、 pH8、 pH9の 反 応 液 を 用 い て 行 な っ た 。

コ ン ト ロ ー ル と し て プ ラ ス ミ ド を 導 入 し て い な い 大 腸 菌 NST37を 用 い た 。 ま ず 、 コ ン ト ロ

ー ル と の 比 較 よ り 、 ベ ク タ ー が あ る 場 合 に の み 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の ピ ー ク が 顕 著 に 検 出 さ

れ る こ と か ら AtPAL4に よ っ て 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 へ の 反 応 が 進

む こ と が 確 認 で き た 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 pH7で は 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 が 51.3mg/Lし か 生 産 さ

れ な か っ た が 、 pH8、 pH9で 休 止 菌 体 反 応 を 行 っ た 場 合 、 反 応 液 中 の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 が そ れ

ぞ れ 170mg/L、 178mg/L生 産 さ れ た こ と か ら 、 pH8と pH9の 休 止 菌 体 反 応 に よ っ て 4-ア ミ ノ 桂

皮 酸 が 生 成 さ れ る こ と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

［ 実 施 例 １ ： PAL活 性 を 有 す る 酵 母 由 来 の PAL］

　 PAL活 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 酵 母 ロ ド ト ル ラ ・ グ ル チ ニ ス (R h o d o t o r u l a g l u t i n

i s )由 来 の PAL（ 以 下 、 RgPALと も い う 。 ） を pET28aに ク ロ ー ニ ン グ し た プ ラ ス ミ ド を 、 大

腸 菌 BL21(DE3)株 に 導 入 す る こ と に よ っ て 大 腸 菌 BL21‐ pET28a‐ RgPAL を 作 製 し 、 こ れ を

用 い て 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 生 産 を 試 み た 。

　 大 腸 菌 BL21‐ pET28a‐ RgPALの 菌 体 を 以 下 の 方 法 で 調 製 し た 。 大 腸 菌 BL21‐ pET28a‐ RgP

ALは 、 5 mlの LB培 地 （ 1%ト リ プ ト ン 、 0.5%酵 母 抽 出 液 、 0.5%塩 化 ナ ト リ ウ ム ） に 100 mg/L

カ ナ マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 含 ん だ 培 地 を 用 い て 37℃ で 一 晩 120 rpmで 振 盪 培 養 し た 。 得 ら れ た

菌 体 培 養 液 の う ち 2mLを 500ｍ Ｌ 容 の 三 角 フ ラ ス コ に 入 っ た 同 培 地 200 mlに 移 し た 後 、 37℃

、 120 rpmで 振 盪 培 養 し た 。 培 養 液 の 濁 度 が 0.3に な っ た 時 点 で IPTGを 加 え 、 28℃ 、 120 rp

mで 12時 間 、 振 盪 培 養 し た 。 得 ら れ た 大 腸 菌 BL21‐ pET28a‐ RgPALの 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ っ

て 回 収 し 、 50 m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7） で 1回 洗 浄 し た の ち 、 20m Mの 基 質 （ 4-ア ミ ノ フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） が 入 っ た 同 水 溶 液 に 懸 濁 さ せ 、 37℃ で 振 盪 し な が

ら 、 24時 間 保 温 し た 。 反 応 後 、 生 成 し た 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 ま た は 桂 皮 酸 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い て

定 量 し た 。 ま た 、 こ れ と 同 じ 方 法 を 用 い 、 pHを 8ま た は 9と し た 50 m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 水 溶

液 中 で の 反 応 も お こ な っ た 。 そ の 結 果 、 図 ３ に 示 す よ う に 、 pH7で は 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 生

産 量 は 610mg/Lで あ っ た が 、 pH8、 pH9で は 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 が そ れ ぞ れ 830mg/L、 820mg/L生

産 さ れ た 。 い ず れ の pHに お い て も AtPAL4を 発 現 さ せ た 場 合 よ り も 高 い 変 換 活 性 を 示 し た こ

と か ら 、 RgPALは 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 生 産 の た め に 優 れ た 酵 素 で あ る と 判 断 さ れ た 。 特 に 、 p

H7の と き は 変 換 効 率 が 12倍 に 改 善 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

［ 実 施 例 ２ ： フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 混 合 基 質 ］

　 グ ル コ ー ス か ら 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 生 産 す る 際 に は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 生 産 性 の 大 腸 菌 を

用 い る た め 、 副 産 物 と し て フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 生 産 さ れ る 。 従 っ て 、 目 的 と す る PALは 、

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 存 在 す る 条 件 下 で 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 生 産 で き な け れ ば な ら

な い 。 そ こ で 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 混 合 基 質 を 加 え た 条 件 下

で の 菌 体 に よ る PAL活 性 を 測 定 し た 。 具 体 的 に は 、 図 ４ に 示 す よ う に 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル

ア ラ ニ ン の 濃 度 は 20m Mと 固 定 し 、 そ れ に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 20m M、 10m M、 5m M、 0m M加 え た

条 件 下 で RgPALを 発 現 さ せ た 大 腸 菌 BL21(DE3)株 又 は AtPAL4を 発 現 さ せ た 大 腸 菌 NST37株 の

休 止 菌 体 反 応 を 行 い 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 存 在 す る 条 件 下 で あ っ て も PALは 4-ア ミ ノ フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン を 基 質 と す る の か 、 そ の 場 合 、 ど の く ら い の 割 合 で 変 換 す る の か 調 べ た 。 そ
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の 結 果 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の み を 基 質 と し た 場 合 、 RgPALは AtPAL4の 12倍 の 4-ア

ミ ノ 桂 皮 酸 を 生 産 す る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の み を 基 質 と し

た 場 合 、 RgPALは AtPAL4の 36％ の 桂 皮 酸 し か 生 産 し な か っ た 。 Pheと 4APheが 共 在 す る 場 合

に お い て も 、 RgPALは AtPAL4よ り も 多 く の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 生 産 し 、 少 量 の 桂 皮 酸 を 生 産

す る こ と が 示 さ れ た 。 以 上 の こ と か ら 、 RgPALは 、 AtPAL4よ り も 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン へ の 特 異 性 が 高 い こ と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

[実 施 例 ３ ： 細 胞 粗 抽 出 液 中 の 組 み 換 え 酵 素 の 発 現 量 ]

　 pET28a-AtPAL4及 び そ の 誘 導 体 並 び に pET28a-RgPALを BL21(DE3)に 導 入 し て 得 ら れ た AtPA

L4及 び そ の 変 異 体 並 び に RgPALを 発 現 す る 大 腸 菌 の 菌 体 が 示 す 4APAL活 性 の 違 い は 、 各 大 腸

菌 に お け る PALの 発 現 量 の 違 い に よ る 可 能 性 を 考 え 、 こ れ ら の 大 腸 菌 に よ る RgPALと AtPAL4

の 発 現 量 を 調 べ た 。 ま ず 、 SDS-PA GEに よ る 発 現 の 確 認 を 行 っ た 。 AtPAL4と そ の 変 異 体 の 分

子 量 は 75.5kDa、 RgPALの 分 子 量 は 75.6kDaと 予 想 さ れ る と こ ろ 、 そ れ ぞ れ の PALを 導 入 し た

大 腸 菌 の い ず れ に お い て も 、 SDS-PA GE上 で こ れ ら に 該 当 す る バ ン ド が 確 認 さ れ た 。

　 さ ら に 、 図 ５ に 示 す よ う に 、 細 胞 粗 抽 出 液 を 用 い た 活 性 測 定 を 行 い 、 こ れ ら の 酵 素 の 発

現 量 を 定 量 し た 。 こ の と き 、 基 質 と し て 用 い る 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び 4-ア ミ ノ

桂 皮 酸 の 濃 度 は 20ｍ Ｍ と し た 。 そ の 結 果 、 RgPALを 発 現 さ せ た 大 腸 菌 の 細 胞 粗 抽 出 液 が 最

も 高 い PAL活 性 と 4APAL活 性 を 示 す こ と が 分 か っ た 。 RgPALの PAL活 性 と 4APAL活 性 は 、 AtPAL

4の も の に 比 較 し て 、 ぞ れ ぞ れ 、 ８ ． ５ 倍 と ８ 倍 で あ っ た 。 以 上 の 結 果 よ り 、 休 止 菌 体 反

応 に お け る RgPALを 発 現 さ せ た と き の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 生 産 量 の 多 さ の 原 因 の 一 つ は RgPAL

の 発 現 量 の 多 さ に よ る も の で あ る と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

［ 実 施 例 ４ ： 組 み 換 え 精 製 酵 素 の 活 性 測 定 ］

　 実 施 例 ３ の 大 腸 菌 で は 、 pET28AtPAL4及 び そ の 変 異 体 並 び に RgPALを Hisタ グ と の 融 合 タ

ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ て い る の で 、 こ れ ら の 酵 素 を ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 簡 易

に 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら を 発 現 さ せ た 菌 体 を 培 養 後 、 菌 体 を 回 収 し 、 破 砕 後

、 精 製 を 行 っ た 。 精 製 さ れ た 酵 素 を 用 い て 、 K m 値 と k c a t 値 を 算 出 し た 。 K m 値 と k c a t 値 の 結

果 を 、 そ れ ぞ れ 、 以 下 の 表 ３ と ４ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ １ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ５ ２ 】

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 表 ３ に 示 す よ う に 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 す る K m 値 は AtPAL4H123Dを 除 い て す べ て 1.0ｍ

M以 下 で あ り 、 中 で も RgPALは AtPAL4と な ら び 0.1m M以 下 で 最 小 で あ っ た 。 ま た 、 4-ア ミ ノ

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 す る K m 値 は RgPALが 最 小 で 22m Mで あ っ た 。 精 製 し た 酵 素 の 活 性 は PAL

活 性 、 4APAL活 性 と も に RgPALが 最 も 高 い こ と が わ か っ た 。 ま た 、 表 ４ に 示 す よ う に 、 4-ア

ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 す る k c a t 値 に つ い て は 、 RgPALと AtPAL4お よ び そ の 改 変 体 と で
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同 等 で あ っ た こ と か ら 、 RgPALは 4-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 す る 親 和 性 が 高 い た め に

高 い 変 換 活 性 を 示 す と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

［ 実 施 例 ５ ： 4－ ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 抽 出 ］

　 休 止 菌 体 反 応 後 の 反 応 液 か ら 、 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 抽 出 を 試 み た 。 ま ず 、 反 応 液 か ら 菌 体

を 取 り 除 い て 得 ら れ る 上 清 を 20ml集 め 、 エ バ ポ レ ー タ ー で 、 水 を 蒸 発 さ せ た 。 次 に 、 4-ア

ミ ノ 桂 皮 酸 が ア セ ト ン に 可 溶 で あ る こ と か ら 、 得 ら れ た 固 体 に 5mlの ア セ ト ン を 加 え て 4-

ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 抽 出 し た 後 、 ア セ ト ン を 揮 発 さ せ て 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 取 り 出 す こ と を 試 み

た 。 得 ら れ た 抽 出 物 を HPLC解 析 し た 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 以 外 の 主 な 3つ の

ピ ー ク A、 B、 Cの 高 さ を そ れ ぞ れ 93％ 、 89％ 、 61％ 減 少 さ せ る こ と に 成 功 し た 。 こ れ に よ

り 、 純 度 は 90％ 以 上 と な っ た 。 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 の 収 量 は 消 費 さ れ た 4-APheを 100と し た と

き に 、 純 度 換 算 し て 58％ で あ っ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 酵 素 は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ よ り も 酵 素 活 性 が 高 く

、 約 １ ｇ ／ Ｌ 程 度 の 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 生 産 を 達 成 し た こ と か ら 、 か か る 酵 素 を 用 い て 4-ア ミ

ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら 4-ア ミ ノ 桂 皮 酸 を 工 業 的 に 大 量 に 製 造 す る こ と が で き る 方 法 に 利

用 可 能 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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