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1   はじめに 

ジーンズや伝統的な着物の染色に用いられる藍染

めは、色素であるインジゴの酸化、還元反応に伴っ

て行われる。現在、インジゴの還元反応は、微生物

の発酵を巧みに利用して還元する「藍建て発酵」と

いう伝統的手法とハイドロサルファイトのような人

工的な還元剤を用いて還元する「化学建て」のいず

れかの方法で行われている。化学建ては安価である

が、廃液処理や染色の美しさに課題が残されている。

一方、発酵建てでは環境に優しく、風合いも美しい

染色手法であるが、時間と労力がかかるために高価

になるという課題を抱えている。これまでに我々は

藍染めに関わるインジゴ還元酵素の研究を行い、イ

ンジゴの還元機構などを明らかにしてきた[1-2]。本

研究では、インジルビン（藍の葉の紫色の色素）の

生成に関わると予測される酵素の生化学的解析を行

うと共に酵素の結晶化及び X 線結晶構造解析を行っ

た。 

 

2実験 

B. smithii 由来イサチン加水分解酵素の大量発現に

は大腸菌BL21-CodonPlus(DE3)-RIPLを用い、精製に

は Talon アフィニティークロマトグラフィーを用い

た。結晶化スクリーニングには市販のスクリーニン

グキット(Cryo1,2)を使用し、シッティングドロップ

蒸気拡散法を用いて結晶化を行った。その結果、表

1の条件で結晶が得られたため、BL-17Aにおいて全

自動測定による X 線回折実験を行った。クライオプ

ロテクタント（抗凍結剤）には 40% v/v の 2-

ethoxyethanol を選択し実験に用いた。X 線の波長は

0.9800 Å、振動角度は 1 イメージにつき 0.25˚、X 線

の照射時間は 1 イメージ当たり 0.1 秒、トータルフ

レームは 720枚、結晶から検出器までの距離は 253.0 

mm、最高分解能 1.80 Å に設定にした。X 線回折デ

ータの処理には XDSを用いた。 

 

 

3   結果および考察 

B. smithii 由来イサチン加水分解酵素を純粋に精製

した後、20 mg/ml 以上の濃度に濃縮を行った。その

結果、濃縮後の酵素は紫色を呈していたため、コバ

ルトなどの金属が結合していることが推察された

（図 1）。イサチン加水分解酵素は金属依存性加水

分解酵素であることがすでに知られており、マンガ

ンや亜鉛を含有することが報告されている。精製酵

素を用いて結晶化を行った結果、2-ethoxyethanol を

沈殿剤とした条件でクラスターを形成した紫色の結

晶が得られた（図 2）。クラスター結晶の一部を折

りＸ線回折実験に使用することで、データ測定を行

った。その結果、分解能 2.53 Åのデータ収集に成功

した（図 3）。本実験で得られたデータを用いて現

在構造解析を行っており、精密化後に構造の登録を

Protein Data Bank (PDB)に行う予定である。 

 

 

 
図 1：B. smithii 由来イサチン加水分解酵素の SDS-

PAGE（左）および、精製・濃縮後の酵素（右）、
M; マーカー 
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表 1：イサチン加水分解酵素の結晶化条件 

酵素濃度 22.8 mg/ml 

沈殿剤濃度 35%  2-ethoxyethanol  

塩 0.2 M NaCl 

バッファー 
0.1 M Na/K phosphate 

buffer pH6.2 

結晶化温度 20℃ 

 

 
図 2：イサチン加水分解酵素のクラスター結晶 

 (空間群 P121) 

 

 
図 3：イサチン加水分解酵素の結晶（左）と 

X線回折データ（右） 
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