
緒　　　言

　アミダーゼ（EC 3.5.1.4）はアミド化合物をカルボン
酸化合物とアンモニアに加水分解する反応を触媒する酵
素であり，全ての生物界に存在している1）．アミダーゼ
の主な役割としてニトリル系化合物の代謝への関与が知
られている．ニトリル系化合物は２つの生化学的代謝に
よって関連するカルボン酸化合物へと変換される．１つ
はニトリラーゼ（EC 3.5.5.1）によるニトリルのカルボ
ン酸化合物とアンモニアへの加水分解である．もう１つ
はニトリルをニトリルヒドラターゼによってアミド化合
物に変換し，その後アミダーゼによってカルボン酸化合
物とアンモニアに変換する２段階の反応である．これら
の経路は有用な化合物を生産するために用いることがで
きる2）．例えばRhodococcus rhodochrous J1由来のニト
リルヒドラターゼを用いて，アクリロニトリルからアク
ルリアミドの生産が行われている3）．また，立体選択性
を示すいくつかのアミダーゼが報告されており4,5,6,7），ア
ミノ酸の生産や有用なカルボン酸化合物の生産に用いら
れている．
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　The gene encoding a thermostable amidase (EC 3.5.1.4) from thermophilic bacterium Thermus sp. O-
3-1, was cloned and expressed in Escherichia coli JM109.  The cloned amidase gene (ami) is 930 bp and 
encodes a protein composed of 310 amino acids. The protein is predicted to have a molecular mass of 
33,089 Da. The amidase from Thermus sp. O-3-1 was purified by heat treatment and DEAE Toyopearl 
650M column chromatography. The molecular mass of the native enzyme was estimated to be about 70 
kDa by gel filtration chromatography, indicating that the enzyme has a homodimeric structure. The 
purified enzyme was stable up to 80°C and within a pH range from 7.0 to 10.0. The optimum tempera-
ture and pH for enzyme activity were 90°C, and 9.0, respectively. The enzyme was strongly inhibited by 
the metal-chelating compound EDTA. The activity of the EDTA-treated enzyme was reactivated by the 
addition of Co2+, Ni2+ and Mn2+ ions. Therefore the enzyme was predicted to be metalloenzyme. Finally, 
as a result of investigation into substrate specificity, the purified enzyme was suggested to be d-amino 
acid specific amidase, as it showed higher activity toward d-Leu-pNA than l-Leu-pNA.
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　これまでに細菌等の微生物由来のアミダーゼが盛んに
研究されており，それぞれのアミダーゼはそれぞれ性質
が異なっている．例えばアミノ酸アミドに対して反応す
るもの，アセトアミドやプロピオンアミド等の脂肪族ア
ミドに反応するもの，立体選択性の高いものなど様々で
ある．そのほかサブユニット構造も単量体から十量体ま
で様々であり，ほとんどのアミダーゼが何らかの金属を
持つ金属酵素である．またアミド加水分解反応のほか，
アシル転移反応も触媒することが報告されており8,9），ア
ミダーゼは多様な化合物の生産に有用であると考えられ
る．このような特徴からアミダーゼは医薬，農薬，食品
等に有用なカルボン酸化合物やアミノ酸の生産に用いら
れており，商業的，工業的に非常に有用な酵素とされて
いる．
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　今回，我々はアミド化合物を唯一の窒素源として培地
に添加することで，アミド加水分解酵素を生産する55℃
以上で生育可能なThermus 属の微生物を見出し
Thermus sp.O-3-1と命名した．Thermus 属の微生物は
耐熱性の酵素を持つことで知られており，酵素の耐熱性
は工業的利用のための重要な因子と考えられる．
　本研究では発見した高度好熱性細菌Thermus sp. 
O-3-1からアミダーゼ遺伝子を探索，取得し，大腸菌に
て組み換えタンパク質として発現させ，精製及び性質検
討を行うことにより，Thermus sp.O-3-1由来アミダー
ゼの工業的利用への可能性を視野に入れた有用性の有無
を見出すことを目的とした．

材料と方法

使用菌株，プラスミド
　目的タンパク質発現用の宿主としては，Escherichia 
coli JM109{recA1，endA1，gryA96，thi-1，hsdR17(rk－ 
mk+)，e14－(mcrA－)，supE44，relA1，Δ(lac-proAB)/
F’[traD36，proAB+，lacI q，lacZ ΔM15]}を使用した．
またプラスミドベクターには pTrc99Aを使用した．
アミダーゼ遺伝子のクローニング
　岐阜県の温泉水より各種アミド化合物を唯一窒素源と
し，アミド加水分解酵素を生産する55℃以上で生育可能
な Thermus 属の微生物を見出しThermus sp.O-3-1と
命名した．この菌からゲノムDNAの調製を行い，DNA
ライブラリを作製した．作成した形質転換体を乳酸アミ
ド含有寒天培地に接種し，アミダーゼ遺伝子を含む菌体
をスクリーニングした．得られたアミダーゼ遺伝子の情
報を基にDNAプライマーを作成し，pTrc99AのNcoⅠ，
PstⅠサイトにアミダーゼ遺伝子を繋ぎ込むことによっ
て，発現プラスミド pTrc-ami を作成した．またDNAシ
ーケンサーによりアミダーゼ遺伝子の塩基配列を決定し
た（DDBJ アクセッション番号：AB673448に登録）．
Thermus 由来アミダーゼ遺伝子の大腸菌での発現と酵
素精製
　発現プラスミド pTrc-ami で形質転換したE. coli 
JM109を50㎍/ﾊのアンピシリンを含む 5 ﾊの LB培地
に植菌し，37℃で一晩培養し，これを前培養とした．そ
の後，50㎍/ﾊのアンピシリンを含む２L の TB培地に
前培養液を1/100量添加し，37℃で４時間培養した後，終
濃 度 1 ﾋ と な る よ う に IPTG（isopropyl-β-
Ｄ-thiogalactoside）を加え，さらに14時間培養を行った． 
6,000 rpm，20分間で集菌した菌体ペレットを湿菌体重
量の２倍量の50 ﾋ Tris-HCl 緩衝液（㏗ 8.0）に懸濁し，
150 W，15分間×２回で超音波破砕した．この破砕液を
10,000 rpm，20分間で遠心分離し，沈殿物を除く上清を
無細胞抽出液とした．無細胞抽出液を80℃，30分間で熱
処理し，10,000 rpm，20分間で遠心分離し，沈殿物を除
く上清を熱処理画分とした．熱処理画分を50 ﾋ Tris-

HCl（㏗ 8.0）で透析し，DEAE-トヨパール650Mイオ
ン交換カラム（東ソー）を用いて精製を行った．酵素の
溶出には100 ﾋ塩化カリウムを含む50 ﾋ Tris-HCl（㏗
8.0）を用いたステップワイズ法にて溶出させた．DEAE
画分を50 ﾋ Tris-HCl（㏗ 8.0）で透析し，10ｵ飽和と
なるように硫酸アンモニウムを添加し，懸濁した．その
後，フェニル-トヨパール650Mカラムを用いて精製を行
った．カラムの平衡化には50 ﾋ Tris-HCl（㏗ 8.0），10
ｵ飽和硫酸アンモニウムを使用し，酵素の溶出は50 ﾋ
Tris-HCl（㏗ 8.0）を用いたステップワイズ法で行った．
最後にセファクリルＳ-300 HR ゲル濾過カラムを用い
て精製を行った．酵素液を50 ﾋ Tris-HCl（㏗ 8.0）で透
析した後，カラムにアプライし，同じく50 ﾋ Tris-HCl

（pH 8.0）で流速１ﾊ/min で流し続け，アミダーゼ活性
を持つ活性画分を回収し，ゲル濾過画分とした．
酵素活性測定法
　アミダーゼの活性測定は，アミノ酸誘導体であるアミ
ノアシルパラニトロアニリド（アミノアシル-pNA）を
基質として用いて行った．酵素がアミノアシル-pNAを
加水分解した際に遊離する pNAを吸光度405 nmで測定
した．本実験では，主に L-Leu-pNAを用いた．2ﾋ
L-Leu-pNAを含む100 ﾋ Tris-HCl（㏗ 9.0）溶液に酵素
サンプルを加え，反応を開始， 80℃にて反応を行い，そ
の後，０～0.1 ﾋの範囲で作製した pNA検量線を用い
て吸光度405 ﾌの増加量から酵素活性を算出した．１ 
unit(U)は，１分間に 1 ｻmol の pNAを生産する酵素量
とした．
酵素の諸性質の検討
　最適反応温度は，各温度にて反応液を５分間プレイン
キュベートし，そこに酵素サンプルを添加して測定した．
熱安定性は，酵素を各温度にて30分間処理した後80℃に
て活性測定を行い求めた．最適反応㏗は，活性測定法の
100 ﾋ Tris-HCl（㏗ 9.0）を20 ﾋブリトン・ロビンソン
広域緩衝液（㏗ 3.0～12.0）に変えて行った．㏗安定性
は，酵素サンプルを各㏗の20 ﾋブリトン・ロビンソン
広域緩衝液（㏗ 3.0～12.0）で透析して置換した後，30
分間処理し，その後，2ﾋ  L-Leu-pNAを含む100 ﾋ
Tris-HCl（㏗ 9.0）溶液に酵素サンプルを加え，活性を
測定した．
各種金属の添加によるアポ酵素への影響検討
　酵素に終濃度５ﾋとなるようにEDTAを加え，80℃
で60分間保温した．その後，50 ﾋ Tris-HCl（㏗ 8.0）で
２時間×２回透析を行うことで遊離EDTAを除去し
た．これを金属が外れたアポ酵素とし各種金属（CoCl2，
NiCl2，MnCl2，CaCl2，MgCl2，ZnSO4，FeSO4，CuSO4）
をそれぞれ 5 ﾋとなるように酵素に添加した．金属を添
加した酵素を37℃と，80℃の２つの温度で１時間保温し
た．その後，遠心（14,000 rpm，５分間）して上清を回
収し，50 ﾋ Tris-HCl（㏗ 8.0）で２時間×２回透析する
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ことで遊離金属を除去した．これを金属処理酵素として
活性測定とタンパク質濃度定量を行い，比活性を算出し
て活性の変化を観察した．
アミダーゼの基質特異性の検討
　Gly-pNA，L-Leu-pNA，Ｄ-Leu-pNA，Ｄ-Ala-pNAに
ついて基質特異性の検討をした．2ﾋ各種 pNA基質，
100 ﾋ Tris-HCl（㏗ 9.0）混合液（Gly-pNAは，㏗ 9.0
で析出するため㏗ 8.0で行った）に酵素を加え反応を開
始した．最適温度である80℃で適当な時間反応を行い，
その後，０～0.1 ﾋ pNA検量線を用いて吸光度405 ﾌの
増加量から酵素活性を算出した．

結果と考察

Thermus 由来耐熱性アミダーゼ遺伝子のクローニング
　アミダーゼ遺伝子を大腸菌内にクローニングし，DNA
シーケンスを行った．その結果，930 bp からなる open 
reading flame（ORF）を同定した．このORFは，310ア
ミノ酸をコードし，分子量が33，089であることが推測さ
れた（Fig.１）．
Thermus 由来耐熱性アミダーゼの精製
　熱処理とDEAE-トヨパール，フェニル-トヨパール及

びセファクリルＳ-300 HRの各クロマトグラフィーによ
り，比活性で約15倍にまで精製することができ，SDS-
PAGEの結果，ほぼ単一まで精製することができた
（Table１，Fig.２）．また，ゲル濾過クロマトグラフィ
ー及び SDS-PAGEの結果から，本酵素が分子質量33 
kDa のサブユニット２分子からなるダイマー構造を有
していることが明らかとなった．
耐熱性アミダーゼの諸性質の検討
　精製酵素の反応最適温度，熱安定性，最適㏗，㏗安定
性について調べた．その結果，反応最適温度は90℃，熱
安定性は80℃まで（Fig.３），最適㏗は9.0，㏗安定性
は7.0～10.0であった（Fig.４）．好熱性細菌由来の酵素
の特徴を有し，熱に安定な耐熱性酵素であることが示さ
れた．酵素の工業的利用において耐熱性は重要な因子と
考えられる．他種由来のアミダーゼでは，Ochrobacterium 
anthropi NCIMB 40321由来アミダーゼが60℃，１時間の
熱処理で100ｵの活性を維持5），Sulfolobus tokodaii７由来
アミダーゼは75℃，２時間の熱処理で100ｵの活性を維持
と報告されている6）．また本酵素は，㏗に対しても比較
的安定な酵素であった．
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Fig. 1 DNA sequence and deduced amino acid sequence of amidase gene from Thermus sp.O-3-1. 

Table 1 Purification of amidase from Thermus sp. O-3-1

Total protein
(㎎)

Total activity
(mU)

Specific activity
(mU/㎎)

Purification index
(fold)

Yield
(ｵ)

Cell free extract 2000 5800 2.9 1.0 100
Heat treatment 320 8500 26 9.1 150
DEAE-Toyopearl 110 3200 35 12 68
Pheny-Toyopearl 40 1900 48 17 33
Sephacryl S-300 7.0 290 42 15 5.0



各種金属の添加による酵素への影響検討
　金属キレート剤であるEDTAを加えて37℃で保温す
ることにより活性が約10ｵに低下，また80℃で保温する
ことにより活性がほとんどなくなった． このことから本
酵素は活性中心に金属を有する金属酵素であることが示
唆された．アミダーゼの多くは金属が活性に関与する金
属酵素であることが知られており，含有している金属は
Ba2+，Co2+，Ca2+，Cr2+，Mg2+，Mn2+，Ni2+，Zn2+など多
種にわたる．例えばBacillus halodurans 由来アミダーゼ
（PDB ID：2II1）ではCa2+イオンがまたThermotoga 
martima 由来アミダーゼ（PDB ID：2F4L）ではZn2+イ

オンが２個活性中心に認められる．
　次にこのEDTA処理酵素に各種金属イオンを添加
し，活性がどのように変化するかを実験した結果，Co2+

を添加することで活性がEDTA未処理酵素の約200～
400ｵになった．また，Ni2+，Mn2+を添加しても活性が回
復した．さらに，37℃よりも80℃で金属処理することに
よって活性の回復がより顕著になった（Fig.５）．金属の
種類によって活性が変化するのは，金属イオンの種類に
よって原子の大きさやイオン強度が異なり，これらが酵
素の活性中心周辺の静電的，立体構造的な環境に変化を
与えるためではないかと考えられた．また高温条件化で
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Fig. 3 Effect of temperature on activity and stability of amidase from Thermus sp.O-3-1.
（Ａ）Optimum temperature of the amidase from Thermus sp.O-3-1.
（Ｂ） Thermal stability of amidase from Thermus sp.O-3-1. Enzyme activity was measured after incubation of enzyme at 

various temperatures for 30 min.
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Fig. 2 SDS-PAGE of amidase from Thermus sp.O-3-1 at different stages of purification. 
Ten micrograms of samples were loaded on a 10ｵ acrylamide gel. Lane M, molecular mass markers ; phosphorylase b 
(97.0kDa), albumin (66.0kDa), ovalbumin (43.0kDa), trypsin inhibitor (20.1kDa), α-lactalbumin (14.4kDa); lane 1, cell 
free extract of E. coli JM109 transformants ; lane 2, after heat treatment for 30 min at 80℃ ; lane 3, after DEAE Toyopearl 
column chromatography ; lane 4, after Phenyl-Toyopearl column chromatography ; lane 5, after Sephacryl S-300 column chro-
matography.



の金属処理でより活性が高まるのは，高温下に酵素を置
くことで，構造が揺らぎ，活性中心周辺の空間が広がり，
金属が入りやすくなるからではないかと考えられた．以
上の結果から酵素発現時の培地への金属の添加や酵素自
体への金属の添加が，より強い活性を持つ酵素の生産に
繋がる可能性が示唆された．
Thermus 由来耐熱性アミダーゼの基質特異性の検討
　基質特異性を４種類の pNA基質を用いて検討した．
その結果，Ｄ-Leu-pNAに対して高い反応性が見られた．
これは当初使っていたＬ-Leu-pNAの約10倍ほどであっ
た（Fig.６）．さらに速度論解析を行った結果，k cat/Km

からＤ-Leu-pNAが本酵素に対して最もよい基質である
ことが分かった （Table２）．Ｄ-アミノ酸アミドに反応す
るアミダーゼとしてはBrevibacterium iodinum由来ア
ミダーゼやBrevibacillus borstelensis BCS-１由来アラニ
ンアミダーゼ等が報告されており，これらに特徴的なの
は高い立体選択性を持っているということである4，10)．
本酵素においてはＤ-Leu-pNAに対して特異性が高いこ
とが分かったが，Ｌ-Leu-pNAにも反応する酵素であっ
た．今後より多くの基質に対する活性を調べ，立体選択
性の機構の解析が必要となる．金属酵素の活性中心にあ
る金属イオンを別のイオンに変えると基質特異性が変わ
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Fig. 4 Effect of pH on activity and stability of amidase from Thermus sp. O-3-1. 
（Ａ）Optimum pH of amidase from Thermus sp.O-3-1. Enzyme activity was measured in the Britton-Robinson buffer. 
（Ｂ）pH stability of amidase from Thermus sp.O-3-1.
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ったという報告もなされており11)，金属酵素における含
有金属の同定，触媒関与のメカニズムを知ることは重要
であるため，今後は立体構造や含有金属の決定が期待さ
れる．

要　　　約

　好熱性細菌Thermus sp.O-3-1由来の耐熱性アミダ
ーゼ遺伝子を大腸菌中にクローニングし，その塩基配列
を決定した．ami 遺伝子は 930 bp からなり，310アミノ
酸をコードしていた．本酵素の分子量は33，089 Daであ
ると予想された．Thermus sp.O-3-1由来アミダーゼを
大腸菌で生産させ，熱処理とDEAE-トヨパール 650M 
陰イオン交換カラム等により精製した．ゲル濾過クロマ
トグラフィーと SDS-PAGEの結果から本酵素は分子質
量33 kDa のサブユニット２分子からなるダイマー構造
を有していることが明らかとなった．精製酵素の熱安定
性は80℃まで，㏗安定性は7.0～10.0であり，安定性の
高い酵素であった．最適温度は90℃，最適㏗は9.0であ
った．EDTAにより活性が著しく阻害され，Co2+やNi2+，

Mn2+によって活性の回復，向上が見られたため，本酵素
は金属酵素であることが示唆された．基質特異性の検討
の結果，L-Leu-pNAよりもD-Leu-pNAに対して高い活
性を示したため，本酵素がＤ-アミノ酸基質に特異性を持
つアミダーゼであることが判明した．本酵素は耐熱性を
有するユニークなＤ-アミノ酸アミダーゼであり，今後産
業利用が期待される．
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Fig. 6 Hydrolytic activity of amidase from Thermus sp.O-3-1 
toward Ｄ-Leu-pNA,Ｌ-Leu-pNA, Ｄ-Ala-pNA, and Gly-
pNA. All assays were performed at a final substrate 
concentration of 2.0 mM. All data are expressed as the 
mean±standard deviation of three independent experi-
ments. 

Table 2 Enzyme kinetics of amidase from Thermus sp. O-3-1

Km(ﾋ) k cat(s-1)
k cat/Km

(s-1・ﾋ-1)

D-Leu-pNA 3.7 2.5 0.68
L-Leu-pNA 1.2 0.096 0.083
D-Ala-pNA 1.5 0.12 0.082
Gly-pNA 0.29 0.011 0.037

Km and k cat values were calculated from a non-linear regression fit 
to the Michaelis-Menten equation using initial estimates from 
double-reciprocal plots.




