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第 1章序論

1 -1 0アミノ酸

1 1 1 不汗の発生

イT機化合物の多くは不rr炭素原子を持つため、光学呉性体が存在する。光学:叫性体の物理化学

自悦tî立は、旋光性を除けばほとんどが等しL 、と~-えられる。 イミ斉中むを有する布機化合物の化学合成を行っ

た場合、光学兵性体が等量混合した}f~で1~} られる場合がほとんどである。 しかし、多くの天然の何機化合

物は、例えばアミノ酸についてはほとんどがレ体であるように、存在が-)Jの光学兵性体に極端に偏って

いる。この天然の有機化合物における不斉の存在は、 1815年、 8iolの有機化合物の液体あるいは線機によ

る偏光の凹転により予:¥Hされ、 1848年、 P出 tcurのラセミ体のj白石椴頃からのJド対粉、な 2つの結品の取得に

より刻「られた九 その後、多くの研究により、生体は非対称な有織化合物のー)J、すなわち光学活性物

質により械成されることが明らかになった。 生体が光学活性物質から成り立つ必然性を~-える場合、醇素

ili自11を)5'えると理解しやすい。例えば、 100仰lのアミノ酸残基から成る醇奈が、ラセミ体のアミノ般を

榊成成分とした場合、埋論的には2'ω.. 10却極~iのJ延性体の混合物となる。 これでは、 j切符した機能を有す

る nH~iliFIはほとんどできずに、生命を維持することが困難になる。 したがって、生命を維持するために

は生体成分を光学活性な物質から椛成し続けることが必要であり、生命の誕生には不斉の発生が不可欠で

あると布一えられる。

不斉の発生については、いくつかの説がある。例えば、 (1)水品などのI也ぷに大量に存症する

キラルな給品表面への不斉吸おや不斉化学反応、 (2)キラルな物理力である円偏光による不斉分解や不斉

合成、 (3)ラセミ体中の i成分の偏りによる逃択的結品化による光学活性体の都積と桟備などの偶然説で

ある九 これらの説によれば、lJI.在の地球上は、たまたまし休のアミ ノ酸が太郎分を占ているが、 D--I本の

アミノ酸が大部分を占める環境が存在してもおかしくないことになる。Miltonらは、全てD体のアミノ酸

で合成したHIVプロテア ゼである D-ð~奈が、本来の静素であるL醇素と銭像の向次構造を取るだけでな

く、基質の光学選択性、反応特異性、阻害特災性が全てし醇素と鏡像関係になったことを報告した2，3)。こ

の紡巣は、現在の地球とは鋭像関係にある物質からjjJi;り立つ環相}'存在する吋能性を示唆すると忠、われるo

d 万で、 (4)パリティ非保存による光学活性の先生などの必然説もあるが11、どの説も決定的ではない。



[IJIl'論 I 1 0-7ミノ般

1 1 2 Dアミノ酸のμ在と生理的立義

生体を梢政するアミノ般のほとんどはし体でありD休の存在はほとんど知られていなかったが、

近年の分析j支持iの進歩に伴~ '14-6)、広範聞の生物からD-アミノ徴の存在が見出されている (Table1-1)。

微生物に存在するDーアミノ酸は、主に紺l的荊11胞壁のペプチドタリカンや抗生物質の椛成成分と

して>LIUされている。ペプチドクリカンは紺11掴細胞壁の基本摘造であり、 N-アセチルクルコサミ/とN-ア

セチルムラミン酸から成る 2杭単位の鎖と、 Dアラニン、Lアラニン、 D-グルタミン酸、 しリ ソン(また

。ーアミノ酸

COOH 

H .... C ~咽 NH2

R 

Dーアミノ~~

COOH 

H2N .... C ~・ H

円

しアミノ自主

Fig.I-1 Dアミノ般としアミノ酸

Table 1-1 生物に存在するD-アミノ酸9)

所在

微生物 随物 動物

Dアラニノ 細菌の細胞壁、胞子 エンドウ、ネギ、トウモロコ ナガカメムン、 締出閣の幼虫、

y、イネ科 オクトピノ{タコLガチョウの筋

Dアスパラギノ俊

。グJレタミン目安

細菌の細胞壁、パγ トラシノA

細菌の細胞壁、細胞外粘性物質.
，、ントラνノ、エタマインノ

。ロイ yン グラミソジノ、代リミキンン、 トウモロコン

チJレリン、エタマイゾン

。イソロインノ モナマインノ

。元 Jしニチン グラミンジン、，ぐゾトランン、

細胞壁

Dフェニyレアラニノ グラミンジノ、チロゾジノ、

択リミキンン.パy トランノ

Dプロリノ 草刈アJレカロイド アマ傾子、ピワ種子

Dセリノ ポリミキンン口、エチノマイ"//

D トリプトファノ ロノジカテナマイシン 倣物

Dハリノ グラ!::..-ジノ口、アクチマインン トウモロコン、ライ

D-')ジノ トウモロコン、ライ

Dメチオニ/ トウモロコン、ライ

D-yステイノ

-2-
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【tll亨必 t Dアミノ俊

はm田研 α，εージアミノピメリノ酸)から成るペプチドにより強|司な締法を形成している判。

CoryncbaClcruium pomsel1aeは、 Dオルニチンも械i告'1'に含む句。多くの細菌では、ペプチドグリカノに含

まれる0-アラニンとDグルタミン般に、遊離のDーアミノ酸を利用していると与えられる明。 Dアラニンの

中合成は、アラニンラセマーゼによりL-アラニンから生成する経路と、 Dアミノ酸トランスアミナーゼに

よりヒ・ルビノ酸から生成する経路が)5えられる。実際、比較的多くの細菌からアラニンラセマーゼ活性が

検H¥されていることから 16.)9)、多くの細菌においてアラニンラセマーゼを用いるしアラニンからの0-アラ

ニン ' 1一合成経路が存在する吋能性が~えられる。 また、 D グルタミン酸の生合成は、 ßacil/us 属細菌に知

られる0-アラニンとZオキソクルタル厳から0-アミノ酸トランスアミナーゼを!ljo、て0-グルタミノ酸を生

成する経路と尋問)、Escheachiacoliに見出されたグルタミン酸ラセマーゼによりるレグルタミン酸のラセ

ミ化によるDタルタミン酸の生成経路が考ーえられる持制。

微生物の生産するペプチド抗生物質にも多くのやE類のDアミノ般が合まれる。例えば、セファ

ロスポリ /CにはDα・アミノアジピン敗、バシ トラシンAにはDークルタミ/酸、 Dアスパラギン酸、 Dーオ

ルニチン、 0-フェニルアラニン、ポリミキゾン日にはDーフェニルアラニン、グラミゾジンSにはDフェニ

ルアラニ/、アクチノマイゾンには0-パリンと0-アロイソロイゾンが含まれる。ペプチド抗生物質に含ま

れる0-アミノ酸の棒:qjは多いが、 Dアルギニン、 0-ヒスチジン、 Dメチオニンが含まれる例はほとんと'な

~， 11問。 ペプチドIJL生物質に含まれる0-アミノ酸については、遊離のDーアミノ酸の利JHの報告はなく、

しアミ ノ酸のD休への変換とペプチドへの結合が同時に起こっていると考えられている 9，13)。例えば、

IJac:illus brcvisにおけるグラミシジンSの生合成では、 ATP要求性の特殊なフェニルアラニンラセマーゼに

より、 L・フェニルアラニンが活性化とラセミ 化を同時に起こしてペプチ ドに取り込まれてDーフェニルアラ

ニノとなるN問。

その他、 Claviμ'pspurp即aの生屈する災ilJアルカロイドの一顧エルゴタミンには0-プロ リンが、

幼 ιillussubtilisの生産する細胞外粘性物質にはDクルタミン酸が重要な情成成分として含まれる九また、

朝日l事によってはアミノ殴ラセマーゼを有するものもあり別均、遊離のDーアミノ酸が存在する可能性がある

が、(f--(Eと生理的意義を示す報告はない。

微生物における0-アミノ酸の役割は、ペプチドク リカンや抗生物質のh育成成分として、 L-{本に

作川するぺプチダーゼなどによる分解を回避している可能性も考えられるが、哀の生理的意義は不明であ

る。

両等植物からは、 Nーマロニル D トリプトファン刊、エンドウ芽生え中のNマロニルー0-アラニ

J、y-L-グルタミルーDアラニン刷2)、タバコ柴中のDーアラニル 0-アラニン町、イネ科植物の0-アラニル

タリLノノ刷、Dアラニル心一アラニノ刷、アマ積子中のリナチン(1一例ー(y-L-クルタミル)アミ/]-0ープロリ

-3-



【 1I 序~ I 1 1)アζ ノ償

ン)町、ビワ碩子中のトランス4 ヒドロキシノメチルーD-プロリン叫など、いずれもジペプチドまたはそれに

準じる比較的簡単な精進の化合物として見IIJされる。組物におけるDーアミノ般の生合成経路は不明である

が、エンドウ芽生え中のD-アラニンはDアミノ殿トランスアミナーゼによりピルビン酸から生合成される

とJ5えられている刷。 刷物における D-アミノ般は、峰子や奈生え中に見出されることが多いことから、 H~

:!fなどに関与することが予fP.されるが、生J!R的意設は不明である。

動物については、タコやイカの筋肉'i'に.rt!.1.Uされるオクトピン中のD-アラニン聞や、ホタルの

0ールシノフェリン中のD-:/ステイン句、 アフリカマイマイの神経ペプチド中のDフェニルアラニンなどの

日体のアミノ倣が見出されている明他、多くの生物から遊離の状態のDーアミノ酸が見出されている。動物

におけるDーアミノ般の代謝は、 Dアミノ酸オキシダーゼによると与一えられている70)0 0アミノ般オキゾダー

ゼが広く存イEすることから、 J，J;質となるD-アミノ般が何らかの生理的機能を省することがy怨されるが、

やはり生J.lll的:意義は不明である。

I I 3 D-アミノ般の用途

D-アミノ酸は、医薬品や股薬の合成原料として行Jljな化合物であり、近年の盛んなDアミノ般

のJH途開発に{'Iこい、'l!:.t'院が噌している行機化合物である。特に需要が多L、Dーアミノ酸は、ぺニゾリン系

抗生物質やセフェム系抗生物質の合成原料として主要なD-p-ヒドロキゾフェニルタリゾノとDーフェニルグ

リシンである。D-p-ヒドロキゾフェニルグリシンは、ペニソリン系抗生物質であるアモキゾゾリン、アス

ポキシシリン、セフェム系抗生物質であるセフアトリジン、セファドロキゾル、セファペラソノ、セフブ

ペラソノ、セフピラミドなどの合成bi洋}としてJlH、られ、 1990年の生産量は約1，000トン(国内約400トン、

愉:1:11:)600トン)であった川。また、Dーフェニルグリシ/は、ぺニゾリン系抗生物質であるアンピゾリン、

ヘタゾリノナ トリウム、 卜シル酸スルタ ミシリン、出化タランピシリン、境化パカンピゾリン、出化レナ

ンピy リン、ピペランリノナトリウム、セフェム系抗生物質であるセファレキシン、セフラジン、セファ

クロール、セフロキサジン、セファロタリシンなどの合成原料として用いられ、 1991年の生産量は約600

トン (11q内約300トン、輸出約300トン)であった7九 Dゾステイン明やDアスパラギン般市もβーラクタム

系抗生物質の側鎖に'li~である 。 D-バリンはピレスロイド系殺虫剤であるフルパリネートの合成に使用さ

れる町九 他のD-アミノ敗も抗生物質の摘成成分として見出されていることから、抗生物質の合成原料と

しての!日途が予怨される。また、 Dーアミノ倣を合成生J!I!活性ペプチドに導入することにより生J!1l活性が向

上する場令もあり、 同々のヰi型活性ペプチドの合成に利用される7η。Dスレオ 3-(3，4-'/ヒト、ロキシノブェニ

ル)セリンは低Ilu/Eの治療剤や抗うつ斉11としてJlH、られる78)。その他、 Tablc1-2に示すようにD-体のアミ

ノ敗はプロリノを除いて"味を呈することからu味料への利JIJが考えられ、 D-アラニンはアリテームなど
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のレアスバルチルーD-アラニンを基本情造とする人工11味料明の製造原料としての月]途がある

[)ー体のアミノ般の生理的役'，I;IJはほとんどわかってL、なL、が、 Dアミノ酸を合む化合物にはJ!";;';

にイIJIJな'U'II活性をイ了するものも多く、 1J:)lg活性物質の出jfi:に重要な化合物の lつであると勾一えられる。

D・7 ミ ノ般を:b' (~li に生産て'きる技術が完成すれば、さらによ日途と需要は拡大すると予怨される。

Table 1-2 アミノ酸の立体機jjきと味司

アミノ酸 し体 D-体

アラニン 甘 強甘

セリン 徴十「 強甘

スレオニノ 微甘 ijij甘

"リン Fミ 強甘

ロイシン d 強甘

イソロイνン 甘

メチオニン t!，: 甘

フェニノレアラニン 微苦 甘

チロシン 知t味 甘

トリプ卜7ァノ :!i 強甘

ヒスチジノ :5 甘

オノレニチン(110) :!i 弱甘

リジン(Hα) ;合 弱甘

アノレギニン(110) 徹苦 やや甘

アスパラギン陵(Na) 徹苫 1lIl味

グノレタミン慣例a)
己" 無味

アスノマラギン :!i 弱甘f

グノレタミン やや旨味 甘

プロリン 弱甘 徴苦
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1 -2 酵素法

! 2 ! 併AE法の特徴関町

人~jは，fJí\，;より、微生物を月]いた発両手法によって峨々の物質を生産してきた。 発防生庄は形'*

による秒a'ftll'i.換反応が複雑に組み合わさったシステムであると考えられ、近年、この恨本となる静ぷによ

る物質変換に注Hした傍点法が展開した。一方、行機合成の見地からも、物質変換の触媒としての静系の

，fIJJI]に花日し、停案法が展開した。このように、静末法は発酵法と化学合成法の両方から派生した物質牛

応方法である。 したがって、醇素法は、発問手法と化学:合成法の特徴が巧みに生かされているが、 j，jJ時に両

ん法の欠点もイiしている。

n~Ai法と化学合成法の一般的な特徴をTab !c 1-3に示す。これらの特徴は、反応に関わる触媒の

十↓貨に起閃するo ð~素反応は加速性に優れ、 t/~同!な条件でも反応が進行する。 しかし、 MiIiはファン ・ デ

ル・ワールス)}や水素結合によってお次情nrや触媒活性を維持するため、温和な条件でしか反応が進行し

ないともいえる。両手京法は反応条件が限定されることから、実用性の函では化学合成法に及ばない部分も

~い。 しかし、 ðHi法のI品大の特徴は、高い選択性である。 化学合成法で高い選択性を実現するには、 J主

~1の持つ光学活性などの特殊な性質を維持し生成物に生かすか、特殊な触媒をJI]いたごく限られた場合以

外は極めて凶llilである。実際、不斉合成を含む光学活性な化合物の合成に酵素法の成巣が集中しているo

IIHi法の利点はこの市し、選択性であり、この特徴を生かせる場合に非常に有効な製造方法となる。

Tableト3 M索反応と化学'反応の比較82判

再矧2反応 化学反応

反応条件 常温， .~;~圧 高温，高圧

反応エネルギー 酵素分Fの配座の変化 熱エネルギー
に基づくエネルギー

溶媒 /)< (まれに含水溶媒) 水，有機溶媒

反応特異性 高い f!];，、

基質特呉性 高い f止し、

位世特異性 高い 低い

立体特異性 ，: γ"、- 低い

基質，生成物損l主 (止し、 高い

6 
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次に、静素法と発語手法の一般的な特徴をTablc1-4に示す。発時手法は、微生物の生(fというそt命

現世に1'1'う物質生産を利用し、比較的安価な原料からff用物質を生産する方法である。一方、防ぷ法は、

微生物をより繊能的にとらえ、 'f1に特定の反応に関与する触媒として利用する生産万法である。したがっ

て、昨iM去は極めて有機化学的な発;¥l!に基づく生産方法である。発再手法は、安価な原料から複利tな椛hIの

化合物を生産することが可能である。M索法は、多くても数段の反応で自的の物質を生産するため、出発

物質は生産物に泣い楠造を取る必要があり、原料が高価になる場合が多い。しかし、化学合成や発際法な

どにより比較的安価に生産される物質を出発原料として利用できる場合には問題にならない。居手素法は、

)1;併仏ーとは:処なり、特定の反応のみをi渥ぴ利丹]できるため、反応の特奥性が高く副生物の生成は少ない。

また、nHi法は、発酵法では多量の生成と蓄積が凶難な化合物であっても、 r:]j濃度に生産が可能て'ある。

さらに、解AU去は、本来の反応生成物である天然物だけではなく、非天然物までも生産が可能である。

このように、静素法は、化学合成法や発防法とは異なる特徴を有し、この利点を生かせる場合

には)1，'/臼にイf:iJJな生局手段となる。実際には、これらのJj法を組み合わせた複合的な生政例が多く報告さ

れているη

Tablcト4 酵素法と発防法の比較位制)

俳紫法 発酵法

微生物 生有償体，休止的体，処理的体， 生宵菌体

胞子，細胞州LlI被，精製酵素など

反応 1-数段反応、 生命現象(多段反応)

反応時間 短い 長い

反応渇皮 25-50 "c 常温付近

基質，立体特異性 同五し、 高い

副生物 1Mい 有る

L世料 反応liij駆物質 炭素説，窒素iw.(安価)

対原料収τ私 高い ljiい

生成物 天然物，，ド天然物 天然物

生成物濃度 ~'GL 、 {止し、

生成物の単鍛 手F易 困難

ー7-
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1 2 2 d手素法による有JfJ物質の生産駒町

iWÆ法は、近年、物質生産に利用され始めた比較的新しい生産方法である 。 目宇A;法は、 J~~ 、選

択性を利川した不斉合成に井j，、られる場合がほとんどである (Table1-5) 0 '1'でも、 医薬品や股薬の製造

への応JI]が多L、。その理由は、医薬品やj込薬は、製品のイl加価値が比較的高いことと、高い光学純度が裟

，j(されるためである。医薬品に高い光学和IiJJtが:&!;j(される例は、サリドマイド事件が有名である。R体の

サリドマイドは鎮痛作用を持ち、 5体は非常に強L、1llis性を持つが、ラセミ体として用いられたことによ

り事件が先生した。また、パルビツール椴誘導体のR体は麻酔性を有するが、 5休はけL、れんを引き起こ

す このように、有機化合物は立体構造によって生理活性が大きく異なることから、特に医薬品や股薬に

尚L 、光学純度が~求される。

iI!m;の化学反応について、対応する反応を触媒可能な酵素が必ず存復するとJわれ、目宇素法

の反応のやE匁1は非常に多い。以下に、 防ぷ法の持つ高い選択性を生かした反応の例を示す。

(1)越え反応の伊jの多くは、カルポニル21;の巡元である。プロキラルな分子内のカルボニル基

をデヒドロゲナーゼでilil冗するとエナンチオ区別l反応が起こり、光学活性のアルコールを生成する。この

}j法をJm、たフェロモン類聞やカルニチノの合成中間体の不斉合成の例がある。初期lの研究では、大誌に

安定した性質の歯体が供給されるパン俄母を利Hlした報告も多いが、最近は、Elnヲの反応に適した微生物

をスクリーニンタしてJM，、る場合も多い。 (2)般化反応は、化学反応では選択性が乏しいじH結合の活性

化によるアルコール、アルデヒド、カルポン隊等の生成や、二重結合の酸化によるエポキシドの生成に利

Table 1-5 醇京一法による布用物質の生産剛3)

1 ステロイド頭の変換

水般化反応(徴紫添加昨煮)

僧化、週ii:匡正〈脱水素防車)

側間切断反応(百貨難障加陣講)

Z アルカロイド煩0)霊換

3 抗生物質の合成
人工ペニゾリノ合成(アミダーゼ}

人工セファロスポリノ合成(アミダーゼ}

4 イI峨峨申告成
フマル積り水和(フマラーゼ〉

アルカンの両端般化 〈般家滋加岬薫)

エRキンコハク般の不斉氷解 (加水分解仰鷺)
脂肪般の水般化{脱水素醇紫〉

ケトパントイルラクトンの不斉週元

(レダクターゼ〉

5 備の霊験

異性化絡(グルコースイソメラーゼ〉

6 i益白質申告成
プラステイノの合成〈プロテアーゼ〉

ヒトインスリンの合成〈プロテアーゼ)

7 i'クレオチド、ヌクレオゾド

N.リポ/JレイヒE応〈ホスホリラーゼ〉
μァラヒノゾル化匡応(ホスホリラーゼ)
ヌクレオンドのリノ般化E応(リノ徹転移際環〉
ヌクレ才チド0)ピロリン雨量イヒ民正

(ピロリノ俊転移師主総)

軸ヌクレ場チド合成 (ピロす、スホ'Jラ--tt)
補昨策閣0)合成

-8-

8 アミノ般の合成
立体選択的加水分解 〈加水分耐師ポ)

a.7 ~ノー ε カプロラクタム
2-アミノ&チアゾリン4ノJノレポ/I¥t

5置換ヒダノトイノ

フマJレ般のアミノイヒ (7ス，りレタ ゼ)

チロンノ同連ア iノ償合成 (sチロンナーゼ)
トリプトフアノ間違アミノ縫合成

〈トリプトファナーゼ〉

ソステイン間違アミノ般告庇

〈ンステインデスJレフヒドラーゼ〉

セリン合成

(セリノトラノスヒドロキンメチラーゼ)

アラニノ合成(アスパラギノ般 8阻炭償問ポ)
9 アミノ白骨戚
アミノ般の脱皮醒 〈脱皮徴酵素)

10 化学工主原料
オキサイド矧合成〈般素積加師業)

ケトン姐合成 (二組アルコール脱水同業〉

ピロノiロール合成〈投食子般脱品II¥t昨ポ〉
アミド組合成 (ニトリルヒドラターゼ〕
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mされる。光学活性なエポキユノドは、波品の製i草原料として有用な物質である。(3)加水分解&'(.0は、比

較的簡'i!な反応であり、光学活性体の日IJ製に多くmいられる)i法である。6宇奈のやE主11も多く、エステル、

アミ ド、ヒダントイン、ニトリル、エボキシドなどを基質とした多くの報告がある。また、)Ju水分解反応

は、還元、酸化反応とは!J~なり、 1i1ì因子が不安な場合が多く、反応系が単純になる利点もある。 (4) 加水

分解能のii!!反応も、特殊な反応条件下では可能であり、エステラーゼ、リパーゼ、ぺプチダーゼをH1l、た

例が知られる。また、 σ)級数の目宇奈反応からなる生合成経路の ー部を利JfJして、天然有'J化合物の，;)号主車体

やアナログを生成する方法も知られる。例えば、ヌクレオシドの合成経路を利月jした抗ウイルスtI:ヌクレ

オゾ ドの介成例がある明。

1 23 M:末法の展加

併謀反応は、温和な条件下で進行することが特徴であるが、このことは、反応条件が非常に限

られていることにもなる。したがって、静来法による反応系を完成させる場合、反応条件にほとんど制限

を唱える必裂のない一般の有機合成法のように、細々の条件を検討して目的の反応を完成するという手法

は取りにくい。多くの場合、反応及び基質に合う醇ぷを検索することにより解決している。しかし、反応

条件を工夫することによって、反応性の改良や適応範凶の拡大の可能性がある。

防長長反応は通常水溶液中で行われるが、イI機総媒中でも活性を失わないnJAもイμEする。エス

テラーゼ、リパーゼ、ぺプチダ ゼなどの加水分解防本は、水溶液中では))日水分解反応を触媒するが、有

機溶媒'i'て'は逆に脱水反応を触媒する。この方法をJlJl、て、エステル、ラクトン、ペプチドなどの合成が

"I能となる。 また、水溶液中の反応であっても有機総煤が混ざると、 百字素の7.'~次情j1lがわずかに変化する

ために、)，1;質特J~ 性が変化する場合もある。

目手素法では単一にw製された併戒をJlJl、ることはほとんどないことから、 1:1的の目tA反応に、

共存する傍点の影響が及ぶこともある。組守剤などの添加や、 pH、温度などの反応条件を変更するだけ

で、必援とする反応のみを選択することが司能な場合もある。また、酵素を生産する微生物のi宣伝チ組1換

えや変災による訂極により、必要とする醇素を多訟に生産させ、不安な酵素の生産を低下させることも可

能である。

nt，ぷ法で斤Jl、る酵素は、反応のたびに微生物の結後により生産さ才L反応後に除去されるため、

繰り返し使mできる化学合成における闘相触娘と比鮫すると経済性に問題がある。この解決方法のーっと

して、 1960年代からM:;1~の固定化の研究が行われ、 19701) 代には工業的スケールで実月l化された。 I)'，i定化

防AE法は、 ( 1 ) 併:;1~の再利用が可能になるばかりでなく、 (2) 防ぷの安定性が向上する他、 (3) 反応の述

i品目ヒ、 (4)反応装位の多様化、 σ)反応制御などが谷易になり、 (6)反応生成物の争iUit放び収率が1")tし、

-9-
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(7)資源エ不ルギ一、環境問題などの点でもイi;fIJになる。触媒としての醇素及び的体の凶定化)j法につい

ては純 の々下法が将来されている。

以 tのように、高い選択性などの特徴を有する形ぷ法は、化学合成法や発醇法とならぶ-(:f ~j)な

物質'U}i.)j 1.長である 。 また、傍素~mとなる微生物は、多様性に日み、無限に近く存在することから、円手京

利/iJ技術の発肢が伴えば、防素法はさらに多くの吋能性がある物質生産方法であるとと一えられる。
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3 Lーアミノ般の製盗法

しアミノ酸の製造法1 -3 

発防法102川}

アミノ般は、食品、医薬品、化粧品自司料用などにrtく使用されてL喝 。アミノ酸の製品tJJ法は、

アミ/般の純:fj'jと使JI]11的により、発防法、静素法、化学合成法、 DL-分割法、 11h出法など多岐にわたっ

ている (Tablc1ーの 。需要はし体のアミノ酸が圧倒的に多いため、直接し休のアミノ酸が得られる発防法

または昨京法が有利てFあるo qJでも、発防法は、加のような安価な原料から極々のしアミノ酸をuH宝生産

できることから、非常に行効な生産方法であり、多くのしア ミノ般がこの方法で生産されている。

しアミノ酸の発酵法による生産は、窒素を含む合成代謝(生合成)に依存する発酵であり、ア

ルコール、乳殿、酢殴などの分解代謝に依存する発醇とは災なる。アミノ酸は、蛋白質の構成要素として

1十体に;]tl!'な産物であるため、その生合成は無駄のないように厳密な代謝制御を受けている。したがって、

生体にとって必~以上のi止のア ミノ 般を生産蓄積させるためには、代謝制御を解除する必要がある 。 これ

を nJíì~にしたIfi:~な t!凶が、アミノ般のそi三合成経路とそこにl則わる因チに i却する研究、代謝制御に関する

研究、そして突然変災による代謝制御lの解除に関する研究の成果である。この突然変異による育碩は現住

ても非常に;n:t!な下段であるが、 M近は泣伝子組換えによるtff'f[も凝んに利mされ、大きな成果を上げて

いる

Tablc 1-6 アミノ敵の生産方法

主要な生産法

静子長法 合成法 Dレ分割法制l出法

推定生産量 (ν年)

悶内 世界 発防法

グリンノ

しアラニン

DLアラニノ
Lアス，マラギン再度

Lアス，ぞラギン
しアルギニノ却

しンステイノ甜

しずJレタ ζ ム〆償ナトリウム
しグJレタ iン
しヒスチジン却

しイソロインン

Lロインノ

しリジノ塩111'塩

Lメチオニノ

DLメチ"ニノ
しオルニチノ掴

しフ斗ニノレアラニノ却
しプロリ ノ

しセリノ

L町一スレ"ニノ
し])しトリプトファノ

しチロ ンノ
[..，、，)ノ

0
0
0
 

。

。。

。

。
。

。
。

。

。

。
0 
0 

。

。

0

0

0

0

0

 。

0
0
0
0
0
0
 

70，瓜刻。

~OOO 

4，ぼ調。

間

醐

醐

1

1

M

 

250，似)()

)，α)() 

)~∞ 
150 

I~団

zαm 
30 

πm 
ヌ)()

80，以)()

8SO 
Z却

笈xl

200 

30，脱却

1珂

珂周到。

70 

I，S叩

:却

同

笈xl

2珂

回

200 

アミノ酸

。。 。。。
。

(日本必須アミ ノ働協会嫌定， 19百年}

。
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1 3 Lーアミノ般の製盗怯

発防法によるしアミノ椴の生産は、 1957年、本ドらによるCorynebadcriumglutamicumによる

Lクルタミン般から始まったといえる 1111)。これ以降、 しグルタミン酸の生産はCοヴncb此:Ierrum属や

sn:vibadcrium Mのコリネ型細菌によるiJ.Ii'i'iからの発静生沌が二主力となっている。これらのコリネ明クル

タミン敵性底的の発醇の転換により、 L-クルタミンやレプロ リンの発静生産が実JH化された。 さらに、

レリゾン、 L-アルギニノ、しオルニチン、しヒスチジンなどの極4性アミノ酸、 Lトリプトファン、レフェ

ニルアラニン、レチロシンなどの芳子手族アミノ酸やしスレオニンの発酵法が開発された。また、発nr法の

凶発が遊れていた、 しロイ シン、 しイ ソロイシン、 しハリンなどの分岐鎖アミノ般の発静生ifflもnJ能となっ

た これらのしアミノ般の発酵生産は、コリ ネ型組l幽だけではなく、 Escherichia∞}j、ScrrotiamarccscefJS 

などによる生産法も開発され、近年、特にEω}jによる発静生産法の進展はめざましい。しセリ ンはアミ

ノ酸代"Qjの中央に位置し、多くの生体成分の生合成に関与するため代謝回転が速いため、ブen字詰による桜i

1'1からの生産、拡校iが困難であり、目宇豆長法に近い、グリユノンを利用する前駆体発隊法により生産されてい

るロ他のいくつかのアミノ酸については、 Jミだ発防法による生産が困難であるか、または他のJ5/去がfoT利

であるため、発防法による生産は行われていなし、。

1 3 2 合成法¥02.1削

化学合成による行機化合物の製造では、)¥';学活性物質を利用したイ三斉合成を除けば、ラセ ミ休

として生成するため、光学活性な化合物を得るためには製造の過程で光学分かlの工法が必袈になる。した

がって、合成法は、光学活性なアミノ酸を生産するのに過した方法ではない。唯一、不斉炭素を持たない

グリンンは、合成法に適した化合物である。合成法によるグリ戸ノの生産は、主にス卜レ γカー法により

ホルムアミ ドから合成されるが、 αーハロゲン化法によるモノクロル酢般のア ミノ化による生花方法も可

能である。また、栄後学的にD体がL-休に近い性質を持つメチオニンは、主にアクロレインを版料とする

合成法にてDLメチオニノと して生産される。Dレ体として食品添加に利用可能なアラニンも、アセ 卜ア

ルデヒ ドを原料としたス トレッカ一法またはブッフュラ一法にてDL-アラニノとして生産されるo '/ステ

イノは、クロロアセ トアルデヒドからクロロアラニノを経る方法、αークロロアクリル殴メチルとチオ尿

よからDし2・ア ミノチアゾリン4カルポJ酸を経る方法、クロロアセトアルデヒド、硫化水>1iナトリウム、

7ノモニア及びアセ 卜νから2，2-ジメチルチアゾリンを経て合成する方法が知られるが、いずれのJj法も

口L-oノステインとして生産される。しンステインの生産は、人毛の加水分解物からの)111出により生産され

る。その他のアミノ敵については、合成法によりDレ体として生産が可能であ っても、実際に生産してい

ないか生泥してもわずかな琵である。

ー12-



[1) 1;:沿 I 3 Lアミノ織の盟造佳

1 3 3 醇点主!~11.114) 

比較的尚価な原料をmいるìWM法は、 'id出iな t~ 'í'fを b;{料として l立接Lーアミノ徴を生，;f!.する発問手

法と比べて製jiIコストの面で不利な場合が多く Cl¥化された例は少ない。しかし、合成法とは災なり、光

学活性なL-アミノ般の製造が可能な醇素法は、安価なA'i't供給を目的とした布機合成と傍系利月I技術の逃

:卵j，;μ;λにこゴf、

n併宇点法によるLアミ/酸の製i造i在't}万7法は、利Jljする手段により 4つに大別できる 112)0 (1)ラセミ

体アミ/般の防素的光学分割は、主に合成法でラセミ体 (OL-体)として製造されたアミノ殿またはアミ

/椴誘導体を防素的に光学分割するfi法である。L-アゾラーゼを用いたN-アセチルーDしアミノ般の光学選

択的加水分解によるL-アミノ酸の製造方法I叫は、しパリン、しメチオニン、 しフェニルアラニンなどの生

産に利用が司1iEである。この万法は、銭存ーするNーアセチル-0-アミノ酸を化学的にラセミ化して再利JJjで

きる。L-j.f選択的なアミターゼまたはアミノペプチダーゼをJlJl、たOLアミノ酸アミドの光学:選択的加|水

分解によるしア ミノ酸の製造法も開発されている四 15l)0 (2)アミノ酸生合成前l駆体の醇点的変換は、発階

11，ではlitr駆体からの転換が律速となり生産性が低い場合を中心に発展してきた。アスバルターゼを用いた
7マール般とアンモニアからのしアスパラギン酸の生成反応は、、F衡が合成側に若しく傾いているため工

業的に有利なfi法であり、 L-アスパラギン般の重要な製造fi法となっている山・1問。アスパラギン固まβーデ

カルボキゾラーゼをJM，、たLアスパラギン般からのしアラニンの製造方法も、工業的な製法として用いら

れている山川)0 L-アラニンは、アスパルターゼとアスパラギン酸βーデカルホーキゾラーゼの両R甲子長をmぃ
れば、フマール酸とアノモニアから uH量生産が uJtì~である。 しセリンは、クリ シンを利JIjした l日I駆休添加

発際法にてIE~j\'されるが、グリンンがもう 一つのJJi'í'tであるホルムアミドの生成にも利用されるため、ク

リソノからのしセリンの収率は型論的に50%を越えることはな~，159)0 これ対してメチロトローフのメタノー

lレデヒドロラーゼによるメタノールからのホルムアルデヒドの生成と、セリノヒドロキシメチルトランス

フエラーゼによるグリシンとホルムア ミドからのしセリンの生成を組み合わせる併ぷ法は、 Lーセリンの対

グリンンの理論収率が100%となるl凪山)。また、 n孝子転法ではホルムアミドによる生存m'.!i-の問題は生じな

いため、」正'i'tとしてグリシンとホルムアミドをJIJl、て高い収率でしセリンを生成する方法も凶発されてい

る問。レアミノ酸デヒドロゲナーゼを用いたαーケト酸とアンモニアからのしアミノ般の製造}J法は、

NADHのi'i生のための基質と再生階素との共役を利Hlして、 Lロイシン16).)町、L-フェニルアラニン、 L-チ

ロνン、 レメチオニン、 L-ハリンなどI叫の生産に応J1jされている。その他、転移醇索、 11見離醇索、加1水分

解傍点、敗化.ihl元両手ポなど幅広い酵素を利用した)}法が開発されている。 (3)アミノ椴代謝に関与する

防』;の逆反応を利JI]するfi法については、 βーチロシナーゼによるフェノ ルとピルビ/11まからのレチロ

シンの生産167.170)、 トリプトファナーゼによるイノドール、ピルビノ酸とアノモニアからのL トリプトファ

ー13-
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(1 J J>" 1 3 Lアミノ鎌田製造法

ンのf生上泣庁亡1門守可可1り}、ゾステインスルフヒドラ ゼによる β-クロロ-しアラニンと鋭化ナトリウム1均か~，、らのLし一システ

インの'1

ニンのf佐主産口'"ロ川a町)などの例が知られる。 (4) 化学合1~ 'I'lj日体の光学活性アミノ酸への変換は、安価に大12i に

合成できる化学合成と、光学:活性体を得ることができる静素反応を巧みに組み合わせた)j法てdある。 ナイ

口/製造JJ;!料であるカプロラクタムの誘導体DLアミノィーカプロラクタムの不斉加水分解は、収率がほ

ぼ100'もでしリ ジンを生産"J能な実月l的な製ill一方法である四 180)0 DL-2ーアミノチアゾリンー4-カルポン酸から

のL-;，-ステインの製造方法も工業化されている山問。 DL-5-iu換ヒダントインの不斉加水分は、多くの

陪類のしアミノ酸の製造に利用可能な方法である問問}。

以上のように、多くの醇索法によるしアミノ酸の製造方法が開発されている。光学選択性の高

い俳ポ法は、安価な反応の基質と良好な性質をイIする防素の選択により、 L-アミノ酸の製造のための有効

な方法のーっとなると~えられる 。

NHCOR' 

R-CH-COOH 

NH， 
R-CHーCOOH

(1) L.amino acyl田Cを用し、る)j法

向 cyl…oac.:idーミ思ヨoacl
NH， 
R-CH-CONH， 

NH， 
R-CH-COOH 

(2) L..amidaseを)fI，、る)j法

Y
ヲ

(3) l.rdchydrog叩 aseをJfl，、る方法 ぶ:ゴtM13
αkcto acid 

(4)しaminotransfer沼田 を用いる方法

o NH， 
11 _ ! 
R'-C-∞OH RヨH-C型H
α-kcto acid .... ι 二. 1しaminoacid I 

NH， ^ 0 
I ....，/..._ 11 

R'-CH -COOH R-C-COOH 

Lramino acidα 一kctoacid 

NH-Cグo NHCONH， NH2 

L. _/ NH ん
(5)しhydantoinascを用いる方法 R-CH-C旬 、 R-CH-∞OH 、 tE三OOH

「づ~ ハ"-ca rbamoyl・しammo 叫id -ーター I L-amino aじi川
5-subs川utcd-Dしhydantoin_→ 」一一一一一一一一」

」づ~ 5-substitutcd-D-hydantoin 

Fig. 1-2 n宇奈法によるしアミノ酸の製造法
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11 J J~諭 1 4 Dアミノ般の製滋怯

1 -4 0-アミノ酸の製造法

1 ~ 1 発防法

微生物の生体内のDアミノ骸は、釧自早朝1Is包J'&やむ立|ミ物質の情成成分などの限られたイμEであり、

1，1も少ない。一部の細胞について、 Dアラニンや0-グルタミン般が遊離の状態で生産された後に生体物質

の情成2l'Aとして取り込まれることが知られているが、抗生物質中の0-アミノ酸などについては、遊離の

拡!iliを経ずに生体物質の締成要素となる可能性も示唆されている。したがって、遊離の1)アミノ酸を発防

法にて多 j，11に生産することは極めて困難である。 また、 0・アミノ殴は医薬品やJ::!~の製造原料などにJlH 、

られるため、 r~~い光学純度が要求される場合が多く、 L-j本の浪人が起こりやすい発防法は不利である。 唯

の、実)JJ的な0-アミノ酸の発酵生産の例として、 0-アラニ/の発静法がある'"山)0 8revib叫 errum

ladoknllcnlum ATCC 13869のDサイクロセリン耐性変災株をJl]いた発静生産は、 I由佳波'1'に約50g/lの

日アラニンを生産できるが、生産されるD-アラニンの光学純度が低いという欠点がある。これは、本方法

が、生底的の 1)-アラニノと Lーアラニンの細胞肢の透過 ~I の i主いを利用して、 i担体内ではラセミ体として生

席されたアラニンのD-{.fのみを多量に排出しているが、わずかにレアラニンも流出するためである。

1 4 2 合成法

化学合成によるDーアミノ酸の製造では、.it学活性物質を利用した合成を除けば、ラセミ体とし

て生成された化合物を光学分割する必要がある。レア ミノ般とは呉なり、 0-アミノ殿は発防法での生産が

耐難であり、製品の1面絡も高いことから、光学分在1IをJTJいたDーアミノ酸の製造も行われる。DL-アミノ酸

の裂造は化学合成によっても行われるが、発防法などによって生産されたLアミノ酸のラセ ミ化によって

も生産される田川)。また、 DL-アミノ酸の化学的な光学分割は、優先品出法により光学分割する方法川 1-13)

や他の光学:活性化合物との庖を形成してジアステレオマーとして分割する)j法同団}などが知られている。

これらの光学:分割法は、日い光学純度や収't¥を達成することが困難であり、ジアステレオマー形成法では

別に光学活性物質を必袈と し製造コストが丙くなるこ とから、 目孝子長法に劣る。

1 4 3 静ぷ法

j出f:選択性の高い餅索を利用したDアミノ酸の製造法は、 I品近蝶んにI!日発されている。中でも、

フヒ ドロピリミゾナーゼあるいはヒダ/トインハイドラーゼ(ヒダントイナーゼ)をJJJいた5イ位換・I)L-ヒ

ダントインのD一体選択的加水分解は有効な手段であり、 この)J法によって多くの1)-アミノ般が'Et[され

る伊国}化学合成にて創造された5-iii換ーDレヒダノトインを0体選択的に加水分解するとN-カルハミルー

・16-



[1 J ~A I 11 DアLノ徴の製si佳

。ァミ/般を生じる。この伴カルハミルーDーア ミノ酸を化学的に、またはN-カルパ ミルーD-アミノ椴ヒドロ

ラーゼにて隊，f，(I'-Jに加水分解することによりDアミノ酸を生成する。このJi法で、D-Jrヒドロキ二ノフェニ

ルタリゾンやDパリ/などの製造が工業化されている。 D-体特典的にヒダントインを1m!盟加水分解する両手

ポI;!Iよく生物界に存在するが、 Actin叩l山町属、 A叩Jmonas属、 AgrobacJcaumkJi、 J3aciJJuskJi、

Cο別的acl叩um属、 Ps凶Jeわmon邸属、Myωbactcrium属、 Noιu-dia属、 Streptomy，ω 凶などに強L、活性を生

vfiする必が見出されている。 D-{本特呉的な日fH草加水分解後に妓存する5世換ーしヒダン 卜イ /は醇素反応条

例のpH8-9で1]然に化学n(Jラセミ化してリサイ クルされるため、基質のほぼ全:[11をD-アミノ酸に変換で

きる また、 Pscu血monas鴎細菌の有するヒダントインラセマーゼを残存基質のリサイクルに利JlJするこ

とも身えられるお7，剖)。

アゾラーゼによるNアゾル DL-アミノ酸の光学選択的加水分解により、 D-アミノ酸を喫造する

こともできる239-246)0 Alcalig叩由民細菌の防素は、 NアシルーDLメチオニンなと'の疎水性アミノ酸誘導体を

良好な)，1;'11とする。また、 D体選択的な加ノ比分解後に伎作するN-アシルーしア ミノ酸は、 化学的なラセ ミ

化や、 ，5l(lι'ptnmya:S kJi制11虚jの有するアュノルアミノ般ラセマーゼを用いたラセミ 化により リサイクルするこ

とbl5'えられる247-2-19)。

アミダーセーによるDL・アミノ酸アミドの光学選択的)JII水分解により、Dアミノ般を製造するこ

と も IIJtì~である瑚却)0 DL-アミノ殴アミドはアルデヒドからアミノニ トリルを経て 2段階で容易に化学的

に合成されるため、光学活性アミノ酸製造の原料として優れている。D一体特主主的ア ミダーゼは広く生物界

に([イEするが、 AchmmοbacJcrkJi、AJ回lig叩町民、 KurthiakJi、 OchrobacJrum属、 Pscu曲monas氏、

IIhoci刷出回以、 Sc.即 lJa属などに3郎、活性を生)1'(;'するl溜が比出されている。 }J日水分解反応後に伐存する

しア ミノ椴アミ ドは化学的なラセ ミ化によりリサイクルが可能である。また、最近、 PscudJl1JOnasputi由

NCI日40042、Rhooo叩伍，usSp， NCrn 125692刷、Arthrobactcrsp， ATCC 31652、CoryncbacJcaumsp， ATCC 

31662瑚などにアミノ酸アミ ドラセマーゼが見出されたこ とから、アミノ酸ア ミドの禍釘lによっては醇主較

的なうセミ化による効率的なリサイクルも可能と忠われる。

Dアミノ酸トラ ンスアミナーゼを用いるD-アミノ酸の製造方法は、 プロキラルな1Ji'i'iである

αケト酸に対する光学選択的な反応により、定量的な転換が可能である。この方法は、基質のα・ケト般

の他lこアミノ基供与体としてD-アミノ酸が必裂である266-278)。左右田らはI3aciJJus民のD-アミノ椴トランス

アミナーゼと、 D-アミノ酸供給のためのアラニンラセマーセーとアラニンデヒドロゲナーゼおよびNADH再

生のための娘酸デヒ ドロゲナーゼの言j-4碩の防索を組み合わせて、 αケト般からのD-アミノ般生産系を

IJ/lj'eしたz“276-278)。アラニンラセマーゼとアラニンデヒドロゲナーゼのかわりにグルタミン自主ラセマーゼ

とグルタミン般デヒドロゲナーゼを用いても、|百l絡にαーケト般からのDアミノ酸生産が可能である210)。
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本)ftl、は、版料である α ーケト酸が必価なことや、波数のð'f.#のJ七役などの凶錐な pJJ~量 も合むが、 D-アミ

/隊トランスア ミナーゼの広い基質特異性を利用して、各極のDアミノ酸の製造に利川可能である。

ラセミ化したDL-アミノ殴IドのLーアミ/般を選択的に分解除去することにより伐存するD-アミ

/1曹を似る }J法は、 1j1純な方法であるがI:.~' 、丸学純度の生成物を比較的容易に得る ことができ、 D-アラニ

ム1)ーアスパラギン般の製造の報告がある問)0 1)-システインは、 PseuaJmon国 pulir.bの3ークロローD-アラニ

ノデヒドロゲナーゼを月10、てラセミ体の3クロロアラニンと各般イオウ供給体から生成される副)。

tW#i.去はDアミノ酸の製造fj法としてイTii}Jな下段であり、酵素反応とJJi'i'l供給のための化学:合

成の進歩に伴い、新たな進展が期待される。

(1)口hydantoinascを!lJe、る方法
"，，0 NHCONH2 NH2 

NH-C~ 
NH R-CH-COOH R-CH-COOH 

R-CH-C  ~一一一一一一「
山勺o r争 N一囚山巾削b剖m叩向吋no町州O町削ψ仰yl升川l卜凶一心D-a引叩叩叩ml川nrn叩刷noacω: 

5-5U必4剖s乱釦u山山1畑b回51L!川H山山u叫Jtcd一DレL-h旬旬刷y戸凶仰【d山Jan山l川O凹削rn一→ L__一一一一一一一一一一」」

A L寸~ 5-substituted-L.叩 Janloin
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(2) D-am川oacyl出Cを!lJe、る万法
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(3) D-amidascを!I!L、る方法 NH2 
NH2 

R-CH-COOH 
R-CH-CONH2 、_r士ー一一一ーで寸

「ーー~ I u-ammo aClO I 
DL-amino acid amidc一一斗 L_ー一一一一一一」

」ー"しaminoacid amidc 

(4) D-aminotransfcrascを}[Jし、る方法 NH2 
o 

NH3 11 R-CH-COOH 
ょ R'-C-COOH πァーーで一一ーで寸

r:Hぷ7…dfTP 
む ti:;rrotZLmH合にzmH

( dchydr至~ (racem3stう (D…Jra山描c)

Fig.I-3 併素法によるD-アミノ般の製造法
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1 -5 本研究の目的

本研究の H的はD アミノ酸の工業的~.i1Ïプロセスの情築にある。すでに述べたように、 D アミ

ノ般の切迫は、発目手法または合成法では凶難であり、防ぷ法がl止も適した方法であると与えられる。プロ

セスの榊築に当たり、 「原料JI反応Jr生成物」の3点について考えてみる。 I生成物」は、医薬品や

股薬などの製造原料としての用途を与えるため、~":J L 、光学争'IiJJr (99 %ee以上)が袋求される。このため、

解)1'をJI]，、た 反応 では非常に高い光学選択性を達成する必要がある。また、 IH;t料」は比較的安価で

人Fしやすい化合物である必要があり、これに適した 「反応」を計画する必要がある。つまり、目的の

生成物 を1~f.るための最適な IJJ;t料」と 「反応」の選択が重要となる。そして、プロセス雌立の成否は

/Jde、!に!日L、る併素に負うところが大きく、本研究の多くの時間を醇素 (酵素を生産する微生物)のス

クリーニングと治性質の検討にかけている。本研究では、いくつかの新規酵素を取得し、製造プロセスに

過した防ポノドii'tiのための検討も行った。l止後に、精築した新プロセスが、目的のD-アミノ酸を工業的なス

ケールで生産IlJIi危な!製造);法てFあるかを検証した。本研究により、産業上有ITJと与えられる3.f'i)のD-7ミ

/般の製造プロセスを、 M素法を中心に合成法または発防法と組み合わせて完成した。第2}:t.ではD-アラ

ニン、第3i;LではDグルタミン自主、第4I;!:ではD-プロリンの製造方法を報告する。
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第 2章 D-アラニン生産方法の開発

2 -1 Jf-¥¥命

2 I I ()-アラニンの存在と生理的意義

微生物において、 ()-アミノ酸は主に制的i細胞壁のペプチドクリカンや抗生物質なと'の椛成成分

として凡wされる ()-アラニンは、細胞壁のペプチドグリカンの重要な構成成分として細菌に広く存在す
るペプチ ドグリカンは細菌細胞壁の基本榊;&[であり、 N-アセチルグルコサミンとN-アセチルムラミン般

かり成る 2籾jI削屯のjj(と、 ()-アラニン、 レアラニン、 ()-グルタミン徴、 Lーリジン (またはm田研α，ενア

， )ピメリン椴)から成るペプチ ドにより焔|湿な榊jftを形成している。微生物におけるDーアラニンの生合
bxは、 7ラニンラセマーゼによりL-アラニンから生成する経路と()-アミノ酸トランスアミナーゼによりピ

ルピノ微から生成する経路が考えられる。実際、比較的多くの納l幽からアラニノラセマーゼ活性が検出さ

れていることから1'.討-"，、多くの釧幽においてアラニンラセマーゼを用いるDアラニン/色合成経路がイ手伝

する "Jîì~刊が.11-え られる 。 また、本研究を合むいく つかの研究において、アラニ ノラセマーゼのm';'，<剤で

あるDーサイクロセリンによる細菌の生行阻書がD・7ラニンの存在により巨腹した結果は、アラニンラセマー

ゼがひアラ ニノの生合成に重要であることを示唆する刊。さらに、 Escbcachia山 Iiや SaJmonclla

lyphimuriul11について、遊離のDーアラニンをペプチドグ リカンの生合成に利用する経路が知lられる (Fig

。
崎

)
 

ヲ旬

3 

raccmasc 

山 一一一一予 D仙
lig田c

D八lat. D-Ala + A-l1l ー一一一一一一国ー D-Ala-D-八1a+ ADP + Pi 

adding cnzx._ffiC 
D-Ala-D-Ala + UDPー叫tyl・muramyl+八卯 一一一一ーヲー 叩 p蹴 'yトmu日myl+八DP-+ Pi 

J刈a L-Ala 

D!Glu Mlu 

m，四ーDAP m四 DAl'

D-AI. 

D八1.

2 

Fig. 2-1 細菌細胞壁の()-アラニン鎖部分の傍系的生合成明
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高等植物では、エノドウ芽生え中のN-マロニJレDアラニン、 y-Lグルタ ミルーDーアラニン50.'旬、

タバコ集中のD-アラニルーDーアラニン町、イネ科植物のDアラニルタリシン問、D-アラニル・D・7ラニン判な

ど、いずれもジペプチドまたはそれに準じる比較的簡!jlな構造の化合物として見出されるが、生創的役'，Ii1J

はほとんどりjらかになっていない。

動物では、タコやイカの筋肉中に存住するオクトピン (Fig.2・2)55)やモルモットの血液、ガ

チョウの筋肉、ナガカメムシ、鱗麹類の幼虫から遊離のD-アラニン同の存在が報告されているが、やはり

生理的役割はほとんど明らかになっていない。

このように、 D・アラニンは、生理的役書lJは良くわからないが、近年、医薬品、 j込薬の製造jhl料

や7リテームなどのしアスパルチルーDアラニンを基本構造とする人工甘味料 (Fig.2-2)日叫などの食品

添加物の製造原料としての用途があり、産業 t有月!な物質である。

しアjレギニン部分 IJスノマラギーノ駿部分

( NH;ilδ 
11 H 11' 

HOOC ~ ./ヘI).N--，八N"'H

z 川11 1 H 
i 011 
¥“一日 ω 斗--ノ'--叩ノ

D-アラニン部分[iJ~fJ 
しアスパルチル心アラニンジペプチドアミド

Fig.2-2 D-アラニンを構成成分として持つ化合物風間

2 I 2 Dアラニンの製造方法

従米のD アラニン~造方法としては、(1)微生物をJfH 、たD アラニンの l直接発醇法58-65 ， 112 . ] 川、

(2)ピルビン酸にD・アミノ酸アミノ トラ ンスフエラーゼを作用させて Dアラニンを生成する万法山 1問、

(3) N-yシル心レアラニンにアシラーゼを作用させて光学分割する方法刃町、(併4)5メチルヒ夕ダ.ン卜イノに

光学選飢性のあるヒ夕ダ，ントイナ一ゼを作J用Hさせる方法76

光学選択炉的Jにニトリラ一ゼを{作乍用させてD一アラニンを取1得♀する方法l山白叫)、 (6)D-アラニンアミ j"にアミダー

ゼを作JIJさせる方法見21凪】問、 (7)DL-アラニンアミドにDイ体選択的なアミダーゼを作用させる方法"問、

明)DL.アラニンにLイ本選択的分解閣を作用させて伐仔するD-アラニンを取得する方法跡的)、 (9)DL-アラ

ニンをpクロルベンゼンスルホン般担として優先品山する方法1l0，11I)などが知られる (Fig.2-3)。

これらのD-アラニン製造方法は、以下のような特徴を持つ。(1)発目手法は、安価にDアラニン
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川接発醇法 ・ーー・ ・-> IO-AlaI 

。)口amlnoacId amtnolransferaseを用いる方法 yru叩 ア可~Eヨ

(3) Açylasc をm~ 、る )j法 問1-0ω-3L
阿川口凶ーミ…

(4) 口ーhydantoinasc をJTI~ 、る方法
「一》 山巾amoy)-D-A)a-券~ I D-AJ什

DL-mcthylhydantoinー斗 」一一」

L→~ しmethylhydantoin

(5)口一nitrilascをJIIし、る万法 回
山亡

(6)叩lidascを111~、る刀法 D川aamidc_ー争I[)-Ala I 

(乃 D-amidascを111いる}J法 [))/AJa山 4三日midc
l町微生物による し八)a選択的分解

山 -4一一
。)DL-八laの光学分割

山 f三日
Fig_ 2-3 Dアラニンの製造Jj法

を生産できる"J能性があるが、Coヴ'Debadcrium[ascians FERM-P 110.151158.59，112)やStrcplomylω zaomy，帥印S

SF-1836ω1IJ)をm，、たu'i筏発防法は生産性が低く実用性は低い。BrcvibactcrIumlacto{cnncntum A TCC 13869 

のDサイクロセリン耐性変異株を用いたD-アラニンの発静生産は、培養液中への生産量が多く生産性は良

好であるが、生産されるD-アラニンの光学純度が低いという欠点がある““ 1¥4)。この生産的では、Dアラ

ニンとしアラニンの細胞肢の透過性の違いにより、 l通体内ではラセミ体として生産されたアラニンのD体

のみが多i止に排出されるが、少量のL-体も排出されるため、光学純度が低下する。(2)Dアミノ椴アミノ

トラノスフエラーゼをHH、る方法は、 Dアミノ酸アミノトランスフエラーゼとピルビン酸の他にアミノ

J~供与体となるD アミノ般を供給するための複数の酵素反応の共役が必要であり、安定した生産系を術築

することは困熊て'ある。 (3)Nアゾル化 Dレアラニン、 (4)5・メチルヒダントインの光学選択的}JII水分解
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I~ 、 Jjい光学:純度を達成できる可能性があるが、原料が高価なため不利である。 (5) 2-アミノプロピオニ

トリルの光学選択的加水分解も、高い光学純度を達成できる t可能性があるが、毒性のrf.:i~、原料をJlJいるた

め操作性にIIIJ題があり、また、 l探知の方法で生産されたD-アラニンの光学純度は低い。(6)D-アラニンア

ミトを/11発物質とする万法は、生産が困難な光学活性な化合物を原料とするため、現;'A(i内な方法ではない。

(7 ) 口1--アラニ ンア ミ ドを出発物質とする方法は、光学選択性の r~b~ 、a宇奈を用いることによりr.:;j~ 、光学純

血のD-7ラニンを取得できる可能性がある。また、基質のDレアラニンアミドがDLアラニンの化学合成

法による生産の中間体であることから、原料が安価に供給可能である。D一体選択的にアラニンアミドをb日

本分解する院議は知られているが、実用的な生産プロセスに利用可能な良好な性質を有する鮮京の報告は

ない (8) DL-アラニン中のし体の選択的分解は、光学純度の I:'~O、Dアラニンを取得できる可能性がある

が、 既知の}J法のJ主席性は低い。また、原料であるDレアラニン中のL-アラニンを分解するため、原料の

50%はイj~)J に利JfJて日きない。 (9) DL アラニノの優先t\7_. tU法は r~~い光学純度と収率を達成することは凶鮒

であ り、 jアステ レオマー形成法は))IJ に光学活性化令物を必要とするためにコストが~.~くなることが f'i!.!

される。

これらの万法を参Jtーに、J，;質が安{出lに供給 uJtì~て'あり、比較的簡単なプロセスで高い光学純度

のDアラニンの生産がt可能であると思われる、 DL-アラニンアミドにD体選択的なアミダーゼ作JlJさせて

日アラニノを生産するjj法を選択した。

2 I 3 D-アラニン製造の目的と方法

D-アラニンは、医薬l局、)良薬の製造原料やアリテームなどのLアスパルチルーD-アラニノを}J;

{-!Uiとする人1'.11味料51)などの食品添加物の製造J);l料として}I]o、られる産業七有用な物質である。これ

らのJ\J途の場合、製品には1.:~~、光学純度が'll'，j(されるため、 製造方法としては化学合成法よりも光学選択

性がr:"~~ 、M~ii:去が有利である。 また、原料は安価に安定して供給される必要がある。 そこで、光学選択性

の品、微生物防ぷを利}目して、 Dしアラニンの化学的合成の中間体であるDLアラニンアミドからのD-ア

フニンの製l1iJi法を考えた。

Dしアラニンアミド中のD-アラニンアミドを光学選択的に加水分解する醇素としては、

口chmbactromal1tbropi SCRC S V315川、 Ochrobac.trum剖11hmpiSCRC CI_3S".22)、 Rhocb印は;uscヴIhmpo/is

JCM 320123)， NR-23， NR-28".26)、Ps山由monc1S[]UOftぉωns[FO 1205523)、5町叫Jamarlμミ宮山市 IAM 12143問、

Achromobaclt.:rιyι/0ι1as lAM 101327)、AJcaJig.ιm:sfaecaJis凶M 142027)、Kurl]JiaノophiiIFOl283町、 Rh侃locoωJS

trythmpoJis NCI日11538，11539，11540，12019明、などの釧凶由来の静索が報告されている。さらに、浅野

ItOchmbac:t1V11I山 thmpiSCRC CI-38の部分Hi製静紫を月H、た0.1MのDL-アラニノアミドからのDーアラニ
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ンの生産21)、銅谷らはAchromobac/crcyclod坦lAM 1013、Al回 Jig叩白血C回 JislAM 1420、KurtbIeIzophii 

lFOI2B3のiW結凶体をJIJいた2.5%か叫/、叫)のDL-アラニンアミドからのD-アラニンの生産刊を報侍してい

るF しかし、これらの報特は、比較的低い基質浪度での反応しているため、実用性の判断は凶灘である。

また、他の鰍仇の多くは、 DL-アラニノアミドからのD-アラニンの生成は示しているが実用的な生必の可

能性を裏付けるデータは示していなL 、。 そこで、ノド研究ではI止初に、~~い光学選択性と I~.G ~、 J.l'質濃度でも

/J_応 nJí~な艮Hな相質をイ]するD守アラニンアミドを加水分解する際ぷ (Dーアミダーゼ〉を多量に生産する

菌株のスクリーニンクから検討を開始することにした。また、 DL-アラニンアミドからDーアラニンを生産

した後に残存するしアラニノアミドの有効利JTJを4ぇ、 1'，:;い光学選択性と高いA質浪j立でも反応I1J能なJi!.

ifな性質をイヲするしアラニンアミドを加1*分解する防京 (L-アミダーゼ)を多量に生産する凶株のスクリー

ニ ノグも l iÒJß，~に検討することにした。

R仁のn1;}i"il，によるDL-アラニンアミドからのDアラニンの製造}j法の相止念凶をFig，2-4に示す。

ζ D-̂midase ) 

よユ
F一一→~ I D-Alal 

DL-AJa amide -一一一一→
ーーーヲ- L-Ala amide 

Fig， 2-4 nr;}i法によるDレアラニンアミドからのDアラニJの製造方法の慨念図
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2-2 実験}j法及び材料

2 2 1 的株

Dーア ミダーゼ及びL アミダーゼのスクリーニノグには、協和発酵工業(株)点)~~研究所の保作

曲株、」えび本研究で新たに仁媛、活性汚泥から分離したi酒妹をJlJ，、fこ。

2 2 2 (~史!日培地

本研究では、特に記載がない限り以 Fの府地をJIj-、た。

椛地 i クルコース 10g!1， KH，PO， 1ダ1，K，HPO， 3 g!1， MgSO，.7H，O 0.3 g!1， 

FeSO，・7H，O10 mg!l， MnCI，.4-6H，O 1 mg/I，ヒオチン 30μ且/1，チアミノ・

HCI 1 mg!l， pH 7.0 

出J也 2 極東ブイヨン(極点製薬、点点) 20 g!1，ポリペプト/'(和光純i張、大阪)

5 g!1，酵母エキス (DifcoLaboralorics， USA) 5 g!1，クルコース 2g!1， pH 7.2 

地地 3 グルコ ス20g!1，コーンスチープリカ-5g!1，ぺプトン (級JR'S:!菜、米ぷ)

5 g!1， MgSO，・7H，O 0.3 g!1， FcSO，・7H，O 10 mg!l， MnCI，・4-6H，O 1 mg!l， ~ 

化ナトリウム 2.5g!1， pH 6.8 

I青I也 4 グルコ ス 30g!1，コーンスチープリカ-20 g!1，ペプトン 5g!1，硫般アン

モニウム 20g!1，甑化ナトリウム 10g!1， MgSO，・7H，O 3 g!1， FcSO，・7H，O10 

mg!l， MnCl，・4-6H，O 1 O1g/l， pH 7.2 

2 2 3 J.古益条件

D-7ミダーゼのスク リーニングでは、 l次選択にはDL-アラニンアミド・HCI2 g!1、])-サイクロ

セリン 0.5g!1と寒天18g!1を添加した培地 l寒天平仮を)IJい、 30.Cて'端接を行った。選択後の l次評価

には、 DL-アラニンアミド 2g!1を添加1した10011の培地 2 を試験1~;・ (25x I80mm ) にて30 "c、 16U)f11lJ、

接溢I告益 (2∞巾n)を行った。
ArthrobaC1cr sp. NJ・26の培養は、 21三角フラスコ'-1'に150mlの培地-3をJHい、 30T、24時間、

臨滋I書益(300中01)行った後、培養液全iiiを21発防相'i'の])L-アラニノアミド 6g!1を添加lした椛J也 4 

I1に投入し、 30.C、24時間、通気撹祥地強 (1vvm， 800叩01)を行った。 押'f設のIiU、14%アノモニア水

にてpHを6.8に維持しfこ。

])-7 ミダーゼ椛成生産変異株の取得における、変JÞ~処理の前培養には培地 2を川jい、 10011
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の培地を試験管 (25x180 mrn)にて30
0

C、6時i旬、仮滋I音益 (200rprn)を行った 変異処理後の選択に

は、借地 lに1g/Iのグリゾ/アミド、 Dロイ νンアミド、 Dーフェニルアラニンアミド、または2-o/アノ

7セ卜7'ドと笈天 1 8g/1を添加l した平板弔地を用い、 30 0Cで崎~を行った。 選択後の H欠評価には、 jÎ~

地 2にDLーアラニンアミド 2g/Iを添加及び主I(添加lの府地10mlを試験管 (25x 180 mm)にて300C、16

時間、振詰主主再益 (2∞巾m)を行った。
しアミダーゼのスクリ ニンクでは、 1/欠選択に府地 lにしアラニンアミド・HCI0.2 g/Iと渓

ρ8gtlを添加した予板椛地を用い、 30
0

CでJ古益を行った。選択後の l次評価には、時地 2にDレアラニ

ノアミド 2g/Iを添加lした坪;地を丹lい、 10mlの培地を試験管 (25xI80mm)にて30oc、16時間、 振員企府

豊(2∞叩m)を行った。

IlahIlcl/a spし5の培長方法は、 Arthrobaclersp. NJ-26の培養方法と同じである。

2 2 1 Dイ本特史的アミダーゼのスクリーニンク

I '.~産&び活性汚泥から、 Dしアラニンアミドと 0・サイクロセリノを添加した府地 1 J;iに天干板

1.1こ'1-(1する凶を分離し、 DL-アラニノアミドを添加Iした地地 2にて試験管培養した。応lii/lilOmlをi阜

心分離して l~fた l泊体を、 2 mlのDL-アラニンアミド25g/Iを含む50mMリン酸緩衝液 pH8.0に懸法jして、

JO 'C_ 2または3時間反応した後、 50μlの6Nt包酸添加により反応を停止した。l造体をi卓心分離後、反応

011:消'1'に生成したD-アラニノ及ひ'その光学純度を評価した。

D体光学純度 [%ccl= I{(D-体)-(L-休)}/{(D-体)+(し体)}Jx1∞ 

2 2 5 し体特児的アミダーゼのスクリーニング

t峻及び活性汚泥から、 L-アラニンア ミドを添加lした府地 l水天平板上に生育する幽を分離

し、 口しアラニノアミ ドを添加した培地ー2にて試験管J官益した。培発波10mlを遠心分離して得た薗体を、

2mlのDレアラニンアミド100g/Iを含む50mMリン酸緩衝液 pH8.0に懸濁して、 300C、4時間反応した後、

50 J11の6Nl'J~査を添加することにより反応を停止した。 l週休をi卓心分離後、反応被上iJ'I中に生成したしア

フニン及びその光学事1iJ.i!'を評価した。

し体光学:純J.i!'[o/oecl = [{(L-体)-(0-休)}/{(し休)+(0体)}lx100 

2 2 6 D--f本特;Iil n~ ア ミダーゼ構成生産変災株の分離

AIlIi叩 bacJcrsp. NJ-26のNTGを用いた~~提処i!gは、以 Fの手l聞に従って行った九 NJ-26を椛 J也

2にて、 30
0
C、6時11日焼必し、 ilt心分離後、10mlの50mMTris-7レイン酸緩衝減、 pH6.0に懸濁した。
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ぜTむを終濃度 200μ g/Iとなるように添加し、宅温で30分n目的IIIした後、 i卓心分離し上自己Tris-7レイン敗

綬極j成にて 2rull'¥;(I.した。この的体を培地 2にて30
0C、3時1m縫挫した。この変異処理E自体を、培地

!にクリ〉ノンアミド、 Dロイシンア ミド、 0-フェニルアラニンアミ ド、または2-ゾアノアセトアミドを

唯の空lÆiJ，~l として含む京天平仮上に塗布し、生行する必iを選択した。この菌株を、 Dレアラニンアミド

品J11及び世If添加lのI在地 2をJl]いて試験岱培養を行った後、 2 2 -4記紋の方法に従ってDアラニン侠

成能をJ価した。

2 2 7 0アミダーゼ、しアミダーゼ、アラニンラセマーゼの活性IJliI定法

特にJ己，隙がない限り、以下の方法でDアミダーゼ、レアミダーゼ、アラニンラセマーゼの活性

を1~liじした

0-7ミダーゼ活性の測定は、 135mMの0-アラニンアミ ドを含む50mMのリノ駿ナトリウム絞

画放 )lH7.5'1'に併ぶまたは的体を人れて、 370Cにて30分IIU反応した後、 0.1N出酸を反応械 とて't，~ -，:，l加えて

以止、を件iIした。 この以I，l:.~液中に生成したD アラニンを定位した。

レアミダーゼの活性IJ!iI定は、 135mMのしアラニノアミドを基質として、反応液ιl'に生成した

Lアラニンを定位する以外はDアミダーゼの活性iJ/lJ定法と同じである。

アラニンラセマーゼの活性測定は、 135mMのしアラニンとPLP75μMを合む50mMのリン酸

ナトリウム緩衝液 pH8.5小に醇素または菌体を人れて、 37"cにて30分i出反応した後、 0.1Nt包般を反応液

と芹l;lIJJJえて反応を停止した。この反応液中に生成したDアラニンを定量した。

il't1A活性のIjli>i.1unitは、 l分IlUにlμmolcの生成物を生成する能力と定義した。

。ーア ミダーゼの基質特異性の検討は以下の方法で行った。135mMの基質を含む50mMのリン

階ナトリウム緩衝液)lH7.5中にArthrobactcrsp. NJ-26のti~製醇素1 unitを入れて、 370Cにて30分間反応し

た後、 0.1NJ苗敵を反応液と等草加えて反応を停止した。加水分解により生成したアンモニアを

W同thc巾umの)ji:去に従って定量した九すなわち、 0.1mlの反応被にフェノールJOg/Iとニトロプルシ ドナ

トリウム50mg/Iを含む溶液を添加した後、ノk般化ナトリウム5g/I と次ill!~草素酸ナトリウム8.4 ml/Jを含む

成液3mlを加え、宅温で30分間静置した。反応放の625nmの吸収を測定することによりアンモニアを定

れへ
l
L
v
 

tu 

レアミダーゼの法11特典性の検討は、 150mMの必質を含む50mMのリン酸ナトリウム緩衝液

pH 7.5中にRaJlllcllasp. L-5 の湿 l遊休を入れて、 30 0Cにて60 分間反応した後、 D アミダーゼの JH1特J~'t'l:

の性社とI，ijじ)j法で生成したアンモニアを定fEすることによりしア ミダーゼ活性を測定した。
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2 2 8 7ラニン及びアラニンアミドの定品法

総アラニンは、仏社!HPLC:/ステム (品川製作ー所、;;，~ 者ß ) と YMCカラム A-311 (OOS) (YMC、

京!'Il)を用いて定品した。 拶却I).f日には、 n-プロパノール 20% (vol./vol.)、 SOS 0.2 %か叶 /vol.)を含む10

mMクエン般緩衝必 pH3.6を月H、た。アラニンは、 1Mホウ椴緩衝液pH10.4中で3mM OPA (ナカライ ・

テスク、京初)と反応した後、蛍光を測定した (励起波長 344nm，検出波長判4nm)η。

0-アラニンの簡易測定は、 Dアミノ敵オキシダーゼを)[Jいた醇素法にて定詰しため。 50mMの

リン厳ナトリウム緩衝液 pH7.6中にブタ腎臓由来のDーアミノ酸オキゾダーゼ (Sigma，USA) 2 mg!mlを含

む溶液1mJに希釈したサンプル0.1mlを添加し、 37"Cで30分間反応した。この反応波に50μ lの2N版酸

中に飽和した2バージニトロフェニルヒドラジンを添加し、 50.C、30分間静置した。この法被に5mlの10

qの水般化ナトリウム縦波を添加した後、 480nmの吸収をdlljjEし、。アラニンをJlH、た検量級によりDア

ラニン !îlを t?~W した。

アラニノとアラニンアミドの光学純度は以 Fに示す2方法にて測定した。

)j法 lは、 Marfcyの方法に従って、 FOAAをmいた化学修飾によりジアステレオ7 ーを形成
した後、 HPLCにて測定する )J法である九 FDAAは、平日)\':;純~仁業(大|坂〕の製品または、 Marfcyの )j法

に従って合成したものを川いた。 FOAAによる化学修飾は、 IO~250 mg!1のアラニンまたはアラニンアミ

ドを合むサノプル100μlに、炭酸水素ナトリウム 10μmoleとFOAA0.5 mgを添加し、 40.Cで1時間反応

した後、 0.4N Iお般を 25μIj)[[えて反応を停止した。反応波を希釈した後、島津HPLCシステムとYMCカ

ラム A-311(OOS)を月H、て定1，1した。ft9訪中目には、アセトニ トリル27% (vol./vol.)を含む50mMリン般ト
リエチルアミン緩衝液 pH3.0を!FH、た。ジアステレオマーの倹出は、 34011mの吸収iJ!lj定にて行った。

)J法 2は、)¥';'五分書IjHPLCj!Jカラム ChiralpacWE(・)(ダイセル化学工業)をJ日いて、 HPLCに

て測定する )j法てJある。 修~V)判|には、 0 . 25 mM CuSO，を111，、た。アラニノ及びアラニンアミドの検出は、

1Mホウ酸緩衝液 pH10.4 'l'で3mM OPA (ナカライ ・テスク、京初)と反応した後、蛍光をiJllj定した

(励起波長 344nm，検出波長判411m)。

2 2 9 D-1本特異的アミダーゼの精製

Arthrobadcrsp. NJ-26からの0-アミダーゼのM製には、 50mM丁目ーHCI緩衝液 pH8.0をmい、
i'C以下で1Tった。

i且心!.lミ附したA.rthrobactersp. NJ・26の府議的体125gをTris-HCI緩衝液に懸濁した。この的体懸桜i

<1lをダイノミル (WillyA. I3achofell Manufacturing Enginee目)にて日自体破砕処理し、 4ロC，14，000 X g， 20分

間迫心して無細胞jlj l a:i!~を得た 。 Jilt細胞抽出波に、日i殿アノモニウムを25 %飽和!となるように添加し、 4
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℃τー晩静置した後、 4.Cにて 14，000xgで 20分liUilii心した。この t二消に、硫酸アンモニウムを55%飽

卯となるように添加lし、 4.Cで一晩静i宣した後、 4"(にて 14，OOOXgで 20分間遠心した。沈殿を丁目 HCI

緩ifIi症に能解した後、 Tris-HCI緩衝液にて透析した。この粗両手;#波をTris-HCI緩衝液で手術化した

DEAE-To)'op田rI(トーソ一、*京)カラムにi函v.;:し、。から3M r、;.CIのtb[線濃度勾配をつけたTris-HCI級

歯液で併AEを~/.I~した。 活性画分を20 %飽和I硫酸アンモニウムを含むTris-HCI緩衝液にて透析した。この

溶液をグリセロール25%か叶./vol.)と硫酸アンモニウム20%飽和のTris-HCI緩衝液で平衡化した

Ilut)'I-To)'op叩 1(トーソ ー、東京)カラムにiI!i塔し、備隊アJモニウム20から0%飽和Iのl直線濃度"-:]配を

つけたI"J緩衝液で併訴を溶出した。活性画分をTris-HCI緩衝液て'透析した後、グリセロール25% (wt./vol.) 

と前般アンモニウム25%飽和のTris-HCI緩衝液で平衡化したsutyl-Toyopearlカラムに通時し、 lifi敗アンモ

ニウムおから0%飽和lの凶線濃度勾自己をつけた|百l緩衝液で醇ぷを浴IUした。活性的I分をクリセロール25% 

(w1./vol.)を含むTris-HCI緩衝液にて透析した後、メンブレンフィルタ-SIP-IOI3 (旭化学工業)で脱浪紛

皆、 精製nrA両手波とした。

2 2 1 0 n1- A~ iIi (lt'íの分析

蛍(1の定111は、牛llllh'iアルブミンを原唯に、 プロテインアッセイキッ ト1(1-1本ハイオ ・ラッ

トラボラ トリ ース¥点点)を用いて595nmの吸収を測定するか、またはLowryらのJii.去に従っておo11m 

の吸収を測定した問。

Nativc-PAGEはDavisの方法に従って、 1mm~7-の 7.5 % (Wl./vol.)ゲルを}脇、30mAで冊減1)した11)。

Nativc-l' AGEはD・7ミダーゼが、どの蛋白ノ、ンドに存在するかを依認するために利用した。IE主L匹kIV)後、

ゲルを2mm帆に切断し、 50mM Tris-HCI緩衝液 pH7.5'IJで防ぷを総出した。この溶出械のアミダーゼ活

性を測定した。

SDS-PAGEはLacmmliの方法に従って、 1mm厚の12.5% (w1./vol.)ゲルをmい30mAて下HV)し

た12)0m向のバンドは、Coomassicbrilliant bluc R-250にて染色した。分子iu:マーカーとして、

αーlaCloalbumin(M. W.=14，4∞)， so)'b凹町psininhibitor (M. W. =20，1∞)， carbonic anhy蜘 c(M. W. =30，000)， 

曲albumin(M.W.=43，OOO)， bovin serum albumin (M.W.=67，OOO)， phosphorylasc b (M.W.=94，OOO)を用いた。

静オ~ lli1"1の分子益のiJ!tJ定には、，¥MltHl'LCシステムとTSK-GcIG4000SWカラム (0.75x60叩1、

トーソー、 -*京)を用いた。t事動相には0.2M上旬化ナトリウムを含む50mMリン酸緩衝液 pH7.0を川い、

宅i員、0.9mllminで溶H¥した。蛋白質分子訟の紋唯として、 ribonuclcasc(M.W.=13，700)， chymotηpSlIlOgCJl 

A(M.W.=25，OOO)， obalbumin (M.W.=43，OOO)， bovin 5crum albumin (M.W.=67，OOO)， aldolasc (M.W.=158，OO)を川

l、1こ

-50-



12lo-rラニノ生必』法的開発 2 2 実験方法且び材料

:If Hì. 点(Pl)の iJIII :.i:には、両性m体として ßio-Lytcを使)lJ したノ、ィオ・ラ ッド 1i~江点 1丘九i;jd!lJ~主位

fl4>-バイオ・ラッド ・ラボラトリーズ、 東京)を}IJ，、た。12W、し200V、10mAで4DlI/UTi<1!1Jした後、

各向分をSDS-PAGEにてiG気1i1<動を行い、酵ぷの位iuを決定した。
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2 -3 結果

2 3 1 D1本特IjJ1fI~J アミダーゼのスクリーニング

DレアラニノアミドからDアラニンを工業的に生産するために、 D体選択的なアミダーゼのス

クリーニングを行った。多くの細菌は、生訂に必須な釧胞壁t持J.t成分であるDアラニンをアラニンラセマー

ゼiこよりしアラニンから生成するため、アラニンラセマーゼの阻害剤であるDーサイクロセリン1-'1)存在ドで

はD アラニン~ボ性となる。 したがって、 D-サイクロセリノと DL アラニノアミド存在下で生育可能な制

的は、 D-アラニンアミ ドを}Jll水分解してD-アラニンを生成する能力を有すると宅えられる。また、 Dレア

ラニノアミドを唯一の主主点源として生育可能な微生物は、アラニンアミドを加水分解してアラニンとアン

モニアを生成する能)Jを有する可能性がある。この身えに必づいて、 11欠選択方法としてD-サイクロセリ

ンlfif:ド'"}、 DLアラニンアミ ドを唯一の窒素淑とする九日天平板崎地(崎地 1 )上で生育する微生物を

取得した後、 D-アミダーゼ (1】ーアラニンアミダーゼ)、 しア ミダーゼ(しアラニンアミダーゼ)、及びア

ラニノラセマーゼの話料をm面した。この結果、活性汚泥から、良好なD-アミダーゼ病性をイ}する的株

11-26を1&1!1-した。本的株は胞子Jド形成性のグラム陽性科'1適で、分匁1学的検討の結果、 Arthmbacterspと|司

定された ArliJrobaclcr sp. NI-26は、 0.25g/Iの0・サイクロセリンにより生育阻害を受けたが、 0.25g/Iの

1).7ラニノまたはD-アラニンアミドの添加lにより生育は恒l復した。

本的株のD-アミダ セ活性は約 800unils/g wcl凹 IIsであった。D-アミダーゼは誘導醇素で、検

Jした32何tJ'!1のア ミド化合物の中で、 D、し、及びDしアラニンアミドによってのみ誘導生産された

(Tablc 2-1) 0 D-アラニンアミドによる鮮京の誘導は、 Lアラニノアミドより弱かったが、これは、添加l

Tablc 2-1 AIthrobacler sp. NJ-26のDーアラニンアミダーゼ活性と誘導

Inducers Ccllular aClivily [unils/g wel印刷

D-Amidasc レAmidase AJanin racemasc 

one ND 2.0 3.9 

D-Alaninamide 65.3 2.8 NT 

L-Alaninamidc 737 9.6 NT 

DL-AJaninamiode 793 10.7 3.7 

ND， 001 dClcctcd; Nr， not leSled 

以下に示すアミド化合物によるひアラニノアミダーゼの誘導生産は認められなかった。

Glycinamidc， D-Leucinamide， DL-Lcucinamidc，レLeucinamidc，L-Valinamidc， L-Thrconinamidc， 

If八sparticacid amide，しProlinamidc，L-Mcthioninamidc， L-Lysinamide，しArgininamidc，

DL-Tryplophanamidc， DL-PhenyJalan inamidc，し八laninc-β-naphthylamide，1'w仁Mcthy¥formamidc，

ACClamidc， '¥百Loa出 tamidc，2-Cyanoacctamidc， N-Mclhylacctamidc， N-Ethylacctamidc， 

Phcnylacclarmdc， Propionamide， 1札Mcthylpropionamidc，Lactamidc， n.Valcramide， Malonamidc， 

Acrylamidc， Bcnzamidc， MClhylurclhanc 
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したD-7ラニンアミ ドがDーア ミダーゼによって分解されるためとJ雪えられた。また、 IJIIノk分解以応の'1ニ1&

物であるD、レ、及びDしアラニンによる院長の誘導生産は認められなかった。

本l誼併の Lーアミターゼ活性は、 Dアミダーゼ活性の 1.3%であった。 Lアミダーゼも、 D、

レ、及びDL-Yラニンアミドにより誘導生産されたが、誘導A'f立が無くても酵素は生産されることから、

レアミダーゼ活性は少なくとも 2極煩の酵素にIJl米することが示唆された。また、アラニンラセマーゼ活

性は、 。ーアミダーゼ所性の0.5%であった。

2 3 2 Dイ本特:略的ア ミダーゼの諸性質

ArI!J1obada sp. NJ之6の培養幽体から、 2 2 9記載の万法に従って、 Dアミダーゼを村製

した。"I!I!細胞11111t:液から4段F昔、収率31%でm製し、比活性はぜ~260倍になった (Table 2-2) 0 11止終iW，f，

標品はSDS-I'AGEでほぼ!jl-に柿製されたが、わずかに不純蛋白質が含まれていた (Fig.2-5)。活性の

4体がどこに作イl屯するのか雌認するため、 Nalivc-PAGEを行った後、細切断したゲルから蛋白質を1"1収し、

D-7ミダーゼ市内を検討した。この紡来、 SDS-PAGEのメイ JパノドがD-アミダーゼであると判断した。

また、 1111/J: した併，-la~品は、微弱であるが、レア ミダーゼ活性も同時に街 していた。

本n~，f，の分子 fiIは、 G4000 SWカラムをJ1H、たゲル泌過により約67，000と計t):された。また、

SDS-PAGEにより、防本サブユニットの分子訟は約51，000と計算された。これらの結果から、本目宇ぷはモ

/ マ -ill 自 11で柿 1点されると思われる。 本百字，f，の等ru.~は、 pH 5.2であった。本E手'*の至適反応条件は

45じ、 pH7.5であった (Fig.2-6)。本酵素は、 pH6.5-10伐D範凶で!i:定であった (Fig.2-7 (A))。また、

ω℃、 10分1mの処.[!Ilで完全に失活した (Fig.2-7 (B))。

Tablc 2-2 Arthrobacler sp. NJ-26からのDーアミダーゼの紡製

SICp Tolal proleil1 Total activity Spccific activity Yicld 

[mg) [x 10 3 units) [units/mg) [%J 

Cell-rrcc cxtracl 27，000 143.0 5.3 100 

AmmOIlium sulfatc 7，380 114.8 15.5 80 

DEAE-Scpharosc 9∞ 96.1 106 67 

Firsl sUlyl-Toyopcarl 87 84.2 968 59 

Sccond sulyl-Toyopcarl 32 44.3 1，384 31 
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Fig. 2-5 Arthrobac/cr sp. NJ-26の0-アミダーゼのSDS-PAGE

L，ane M，分子鼠マーカー;Lanc 1，無細胞抽出減;Lanc 2，硫酸アンモニウム塩析画分，

Lanc 3， DEi、E-S叩haro日画分;Lanc 4， 1 d(Butyトfoyopcarl650M画分，

l，;lnc5， 2次日utyl・royopcarl650M函分
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Fig.2-6 0-アミダーゼに対するpHと極度の影響

反応条件 (A) 135 mM D-アラニンアミド、 37"c、 30分間反応

(B) 135 mM D-アラニノアミド、 pll7.5、30分間反応
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Fig.2-7 0アミダーゼの安定性に対するpHと温度の影響

処理条件 (A) 30 "c、 2時間静I官、(日)pll 7.5、10分間静前後氷冷

反応条件 135 mM D-アラニンアミド、 37"c、pll7.5、30分間反応
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1210-1ラニノ生ffiJi法の開発 2 3 結果

Dーアミ ダーゼのD-アラニンアミドに対するKmは4.19mM、Vm田は1，380μmolc/mgtminて'あっ

た 本I!1kiは、しアラニノア ミドに対しても活性を示したが、 Dアラニンアミドに対する活性の0.67%で

あり、レアラニンアミドに対するKmはお ImMであった。

0・7ミダーゼのアラニンアミド以外の42桶Wiのア ミド化合物に対する活性を調べた給よ1<、8fiff

頴のアミ ド化合物を基11として反応した (Tablc2-3) 0 D-アラニンアミ ド以外には、クリゾンに対する活

性が約97 0もと r:~かっ たが、他の基質に対する活性はおおむね 1 %以 Fで低かった。 本酵素は、 D-アラニン、

L.7ラニン、及びクリシンを含むゾペプチド、及びDーアラニン、 L-アラニンのひメチルエステルとひエチ

ルエステルを加水分解しなかったことから、ぺプチダーゼ活性とエステラーゼ活性は無いと忠われる。

本nuは、 101MのZn2." Cu2•、 PCM ßにより強 〈阻害され、 活性は0- 10 %に低 Fした。 10

mMのs.:l¥Co2・、 M n2•によ っ ても阻害を受け、活性は70-80 %に低下した。lmMのPCMs添加古trに101M

のンステインを添加することにより阻害を回避した。以 仁のことから、本形素の活性部位にはゾステイン

Mが|則うすることが示唆された。

本目宇ぷは、標準的な活性測定条件では補防戒を必.~としなかった。 また、金以 も必災とはせず、

IIJmMのEDTAを添加lしても活性に変化はなかった。

Tablc 2-3 D-アミダーゼの必質特災戸性

Substrate Rclative activity [%J 

D-AJaninamidc 100 

L-AJaninamidc 0.67 

Glycillamide 97.1 

D-Lcucinamide 0.37 

D-PhenyJaJaninamide 0.64 

L-Prolinamide 1.66 

L-Histidinamide 0.12 

DL-Lactamide 0.08 

2-Cyanoacctamide 0.16 

Malona01ide 0.45 

以下のアミ ド化合物に対しては活性を示さなかった。

I..rValinamidc，しLcucinamide，DL-Lcucinamidc，しIsolcucinamidc，しScrinamide，t... .. :Il1reoninamidc， 

しMethioninamidc，しLysinamide，しArgininamide，レ八sparticacid amidc， L-Glutarnic acid amidc， 

DL-Phcnylalaninamidc， L-Phenylalaninamidc， DL-Tryptophanamidc，しrryptophanamidc，しryrosinamidc，

DL.Phcnyl邑Iy<.:inamidc，L-Phcnylglycinamidc， 1.....八laninc-β naphthylamide，八cctamidc，Propionamidc， 

n-Valcramidc， Thioacctamidc， N-Mcthylformamide， N民Mcthylacetamide，N-Ethylacetamidc， senzamidc， 

Phcnylacctamidc， Acrylamide， Urea， Oxamidc. Rubcamic acid， Methylurcthane 
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1211)-アラニン生直方法の聞控 2-3 結果

2 3 3 Arthrobactcr sp. NJ-26をrHt、た0-アラニンの製造

Arthrobactcrsp. NJ-26をJHt、fこ的体反応によるDLアラニJアミドからのD-アラニノ生産の至適

/ii応条件を検討した。その結果、光学純度はpHが低L、ほど高く、また、活性は中性付近 (pH7.5)で政大

となったo pH 6.8では、 Dアミダーゼ活性は低 Fしたが、高い光学純度を得た (Fig.2-8 (A))。これは、

pH 8.5で般大となるアラニンラセマーゼ活性がpH6.8では検出されなかったこ とから、生成したoアラニ

ンのラセミ化による純度低下が抑え られたためと推定される 。 歯体反応に対する温度の~~I!は、温度が高

いほと光学純度が f~l.ît、が、収率が低下した (Fig.2-8 (B))。これらの結果から、菌休反応によるDL-アラ

ニンT'ドからのD-アラニノ生産の至適条件として、 38T、pH6.8を選択した。
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Fig. 2.8 Arthrυbactcr sp. NJ-26凶休反応によるD.アラニン生産に対するpHと調度の影響

反応条件 (A)湿的体20g/l，Dしアラニ/アミド 200呂/1，38 "C， 50 mMリン酸ナトリウム緩衝液

(日)浪的体 20且/1，Dしアラニノアミド 200g/I， 50 mMリノ民主ナトリウム緩衝液pH7.5 

iiljFM 
o wet cclls 10 gII 

・wetcclls 5 gII 
0246810  

Timc ]hrJ 

Fig. 2-9 Arti1robactcr sp. NJ-26幽体反応によるDアラニンの生産

反応条件 浪曲体10g!1または5g/I， Dレアラニンアミド 210g/I (2.4 M)， 38 "C， pH 6.8， 

31発隣柿にて、 f融通気， Ill~十 400 rpm， 6 N塩酸にてpllを6.8に維持
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この反応条件で、 lli'1'fDLアラニ/アミド浪jJ[300 g/I (3.4 M)までは、 Dアミダーゼに対する

fft'iiはなかった また、生成物Dアラニ/による生産阻害も認められなかった。

.b直反j，(_;条件において、 A川 ml岡山:rsp. NJ-26の混じ自体 10g/JをJlH、て、 210g/I (2.4 M)のDLア

ラニノアミト、からのDーアラニ/の生産を試みた結果、 5時間で105g/I (1.2 M)を生成した (Fig.2・9)。そ1:

成したDアラニンの光学純度は99%以上であり、また、 lH'1山来のしアラニンアミ ドはすべて反応液中に

妓tiした at.幽体 5g/IをJTJe、た場合は、 10時間で同等の反応生成物を待た。また、温凶体 10g/IをJlje、

た場合、 1[;質濃度 300g/I (3.4 M)までは高L、収率と光学純度でD-アラニンを生産可能であった

2 3 4 D-{本特災的アミダーゼ構成生産変異株の分離

c能的生産への利JI]のためには、Arthrobac/ersp. NJ ・26のD アミダーゼを安定して r:.:j~ 、的性で

構成的に生産することが望まれる。そこで、 D-アミダーゼ構成生産変~Iil株の取得を試みた。

D-アミダーゼ川成生産変革:株の分離は、 D-アミダーゼ誘導活性はないがJ，l;'1'fとなり得るアミ ド

を唯の宅ぷ~J;~! として生 (ïする変異株を選択することにより行った。 233の検討結果より、 JH'I と

なるが読持活性はないアミドとして、8種類の化合物を:il]訳した。このうち、 Lプロリンアミド、 L-ヒス

チンノアミド、 DL-ラクトアミド、及びマロンアミドは、 D-アミダーゼの誘導が起こらない条件でも

Mhmbactcr sp. NJ -26 J加来天培地上で生1'1したので'除外し、グリシンアミド、 Dーロイシンアミド、 Dフェ

ニルアラニノアミド、 2-ゾアノアセトアミドをJlje、て検討した。

この結果、 2・ゾアノアセトアミドを唯一の塗京都1とする寒天平仮(培地ー1)上に生行するコ

ロニーから、 0・ア ミダーゼ構成生産変奥株CY-7-J2を取得した。 CY-7-J2は、酵素の誘導を必要としないば

かりではなく、 NJ-26の約 1.8倍のDアミダーゼを生産した (Tablc2-4) 0 CY-7-J2の生産するDアミダー

ゼは、 NJ-26の生産するDアミダーゼと分子量、至通溢j主、至適pH、ぬnf直、基質特典性などの諸性質は

ほぼ I~J じであった。

Tablc 2-4 D-アミダーゼ械成生産変災株CY-7-J2のDーアミダーゼ活性

Strain lnduccr D・Amidaseactivity 

[units/g wct cells] 

NJ-26 None Not detected 

DL.Alaninamidc 885 

CY-7-J2 Nonc 1，563 

誘導基質としてのDしアラニンアミドは府地に 5gll添加

57-



{21JJ.7ラニノ生轟占t.t-O)開発 2 3 結泉

;~ J方 NJお
五日。

きω
凸 40

20 
。CY-7-J2
・NJお

o 2 4 6 H iO 12 

Time [hrj 

Fig.2-10 CY-7-J2及びNJ・26をJl)o、たD-アラニンの生産

bぇ応条件ー湿箇体5g/l， 38 "C， pH 6.8， 31発酵楠、無i囲気，1Jl枠400rpm， 6 N~主酸にてpllを6.8に維持，

)，，1守口しアラニノアミド、 CY-7-J2は228g/l， NJ-26は210g/l 

じY-7-J2を)1Jo、た、 DL-アラニンアミドからのDアラニンの生産を試みた。栴地 4にてDL-ア

ラニンアミ ドを添加せずにI布袋したCY-7-J2の混凶体 5g/Iを}日いて反応を行った結巣、 511寺IiUの反応で

IlL-アラニンアミ ド228g/IからDアラニン 113g/Iが生成し、同様の条件で混凶体 5g/IをJlH、てDLーアラニ

ノ7，ド 210g/IからD・アラニ μ 105g/Iを10時間で生斑したNJ-26よりも高L、生産能力を確認した (Fig 

2-10 

2 3 5 レ休特史的アミダーゼのスクリーニンタと治性質

。レアラニンアミ ドからのしアラニノの工業的な生産、&.びDしアラニンア ミドからD・アラニ

ノを'E-'ffした後に伐存するしアラニンアミドをしアラニンに変換して有効に利用することを目的に、 L一体

特異的なアミダーゼのスク リーニンクを行った。 何一々の仁峻よ り、しアラニンアミドをI引 の笠京泌とす

る京王手板I在地 (府地 1 )上に生育するコロニーを選択し、しアミターゼ (しアラニンアミダーゼ)、

日nダーゼ (D-アラニンアミダーゼ)、及びアラニンラセマーゼの活性を評価した。この結果、良好な

L'7ミダーゼ活性をイIする幽株し5を取得した。本的株は胞-f非形成のクラム険性w薗で、分類学的倹討

の結~、 Rah/JcJ/a spとl司定された。

本的株の生産するレアミダーゼ活性は約 214unils/g wel田115であった。同時に、 Dアミダーゼ

í~tIとアラニンラセマーゼ活性も生産していたが、各々の活性はしアミダーゼの4.0 %、 0.7%であった。

l調体反応をJIJいて、 l正質特典性について検討した結果、 L-アミダーゼは、検討した48純fJlのア

:ド化合物の'1'でL-アラニノアミドを含む18極fJlをlH'tとした (Table2-5)。また、本醇素は、 L-アラニ

ン7'ドのみによ り強く誘碍生産された。しスレオニンアミ ドにより弱く誘導されたが (レアラニンアミ

ドの約 18町 、。ーアラニンアミ ドを含む他のア ミドでは誘導基質無添加の場合と同脱皮の活性生産であっ
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i.1i体lst.1ぶをJlH、て反応条件について検討を行った結果、本時手オ;の至適反応条件は55.C、pトl

7.0であった (Fig.2-11) 0 Rahnella sp. L-5をJfjt、たしアラニンアミ ドの))11水分解反応は、 L-アラニノア ミ

ド農I.i[175 g/Iまではほとんど基質によるm';I，は認められなかった。L-5の氾i遺体 20g/IをHH、て反応を行っ

た結*、 24時間の以応でDL-アラニンアミド 300g/Iから光学純度 98%以上のL-アラニノ150g/Iの生産が

4能であった (Fig.2-12)。

Tablc 2-5 Rahnclla spし5由来のレアミ ダーゼの基質特異性

Substrates Relativc activity [% J 

LrAJaninamide 100 

D“Alaninamidc 2.3 

DL-Phenylgly口ncmidc 16 

D-Glulaminc 1.9 

Gly口namidc 1.4 

DL-Leucinamidc 7.3 

L-Lcucinamidc 8.3 

l..rlsolcuc.:inamidc 。l
レSerinamidc 3.6 

L-Thrconinamidc 1.1 

L....Mclhioninamidc 5.2 

J，Prolinamidc 6.2 

DL-Phcnylalaninamidc 12 

しPhcnylalaninamidc 11 

L-Tyrosinamidc 7.5 

DL-T可plophanamidc 2.6 

L-Tryptophanamidc 2.9 

L-Valinamidc 0.4 

静止;誘導培必 培地 2，アミド0.1M添llll30 "C， 20 hr 

」正質特典性 極的体20g/I，アミド化合物0.15M， pIl7.5， 30 "C， 60 min 

以 Fのアミド化合物に対しては活性を示さなかった。

D-Phcnylglycinamidc， Acclamidc， Propionamide， n-Valeramidc， Tioacetamide，日enzamide，Phcnylacclamidc， 

2-Cyanoacctamidc， ̂じ叩lamidcmonomer. Urca， Malonamidc， Oxamidc， Rubcamicamidc， Mcthylcarbonatc， 

N..Mclhylacclamidc， N-Mclhylformamidc， N-Mclhylpropionamidc，件Ethylacclamide，DL-Laclamidc， 

L-Glulaminc， D-Asparag川c，L-Asparaginc， D-Leucinamidc，しGIUlarnicacid amidc， L-Hisli【Jinamidc，

D-Phcnylalaninamidc， L-Lysinamidc，し八Igininamidc，L-Aspartic acid arnidc， L-AJanine-β naphlhylamidc 
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Fig. 2-11 Rahnel/a 51'し5由来のしアミダーゼに対するpHと温度の影響

以応条件 (A)湿的体5g/l.しアラニンアミド 25g/l. 50 mMリン酸緩衝液.45 "C. 1 hr 

(日)ihl的体5g!l.しアラニンアミド 25g/l. 50 mMリン厳緩衝液pH7.0. 1 hr 
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Fig.2-12 Rahnella spレ5によるしアラニ/生成反応

反応条件湿的体20g/I. Dlrアラニノアミド300g/l. pIl 7.0~7.5. 37 "c 

2 3 6 Rallllcl/a sl'し5を用いたしアラニノの製造

Ra/wclla spレ5の府地端技条件の段通化を行い、 2 2 -2記載の培地-4をJ日L、たI帯設で、

L-y，ダーゼ活性 468units/g wet田 Ilsを有する幽ー休 18gw目白IIs/lを得た。この菌体は、同時に6.8unitsl昌

弘司田Ilsの0-7ミダーゼ活性と5.4unitslg!wetωIsのアラニンラセマーゼ活性を有していた。 この必i体J古1.~

直11に11のOL-アラニンアミ ド400g!1を加えてしアラニンの生産を行い、 20時間の反応で99.3g!1のしアラ

ニンを得た (Fig.2-13)。このとき、 Lアラニンの光学純度は97.5%出であった。また、反応液中に、

Y92 g/IのDアラニノアミドが伐存し、 0-アラニンアミドの光学純度1;t98.8%配であった。
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Fig. 2-13 Rahnc/la spレ5を用いたDLアラニンアミドからのしアラニ/生産

担比条例 il，出I体9g/I (l百接被1/2希釈)， Dしアラニノアミド200g/l， pH 7.0， 35 "C， 111，通気， I立件350rpm 
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2-4 考察

2 4 1 本製造}J法の評価

本研究で完成したD アラニン及びレアラニンの~造方法は、 DL-アラニンの化学合成の中 1m体

として生産されるDL-アラニンアミドを原料とするため、原料が安価に供給され、工業的に良好な方法で

あるまた、微生物の生産する光学選択性の高い酵素 (D・アミダーゼ及びしアミダーゼ)を利用するため、

化学合成法とは'jI，なり、反応生成物の高い光学純度を達成した。さらに、本製造方法は常温常圧で反応が

.j能であるため、特殊な設備は必要としない。

嶋崎方法でH)，、るDアミダーセ及びしアミダーゼは、高い光学選択性を有するだけではなく、

防ぶ、はしアラニンア ミドを基質として良好に反応し、 inj，'4質濃度 (Dレアラニンアミド 300g!1以り

でも阻者を受けないため、 c量的な利用に適している。D-アミダーゼはわずかにしアミダーゼ活性も有し

たが、 レアミダーゼ活性は活性は弱く、 D-アラニンア ミドの存在により阻害されるため実質的な問題はな

かった。Dアミ ダーゼ生産的について、これとは))IJにしア ミダーゼを有する可能性とアラニンラセマーゼ

の存在を認めた。これらの酵素は、製品の光学純度低下の原因となるため好ましくないが、反応条件にお

いて、D-アミダーゼに対する活性が非常に低く実質的な問題はなかった。同様に、レア ミダーゼ生産的か

らは、 ひア ミダーゼとアラニンラセマーゼ活性を検出したが、反応条件において、しアミダーゼに対する

活性が非常に低く実質的な問題はなかった。また、これらの醇索の生産菌は目的の酵素を比較的高L、活性

で生産するため、 I奇11'後に幽休の濃縮などを行わずに培養液を反応に用いることができるために操作性が

よい。

DL-A1a amide 

G至宝〉
よユ
I D-A1a I宅F
し刈aamide一一一~I L-A1a I 

ζD-Amidase ) 

よユ
D-A1a amide一一一+巨E
I L-A1a I 

Fig.2-14 D-アミダーゼ及びしアミダーゼを肝H、fこDしアラニンアミ ドからの

Dアラニン及びLアラニンの生産
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本製必一}í法では、 DL-アラニノアミドからìf5~ 、光学純度のD-アラニ/またはレアラニンを生産

てさだけでなく、加水分解反応後に残存するLアラニンアミドまたはDアラニンアミドの光学鴇Wtも向く、

国々 の合成以料としてのJI]途に有効に利JlJが可能である。また、加水分解反応後に残存するしアラニンア

ミドまたはD-アラニンアミドにしアミターゼまたはD-アミダーゼを作mさせることにより、光学純度のr::J

いレアラニンまたはDアラニンを取得することが可能であり、 w発物質をむだなく利用が"J能である
Fig.2-14) 

以上の検討の結果、 Dーア ミダーゼ及びL-アミダーゼを用いることにより、 J品、光学純度のDア

ラニン、レアラニノ (Dーアラニンアミド、しアラニンアミド)を効率的に生産することが可能になった0

4型造!i法は良好な方法であるが、いくつか改善することにより、さらに効率的な生産が可能になると思

われる

Dアミダーゼ及びしア ミダーゼは誘導醇素であるため、誘導J正'e'fとして DL-アラニンアミドを

I!t-地に添加する必須がある他、 I奇義時期によって防素生産iiiが変化するために時設の条件によっては生産

される防本市内がまとYEしない場合もある。D-アミダーゼ生産l基jAr/brobader Sp. NJ-26からは、 D-アミダー

セ構成ヰ応変YげよCY-7-J2を取得し、酵素生産のr:'5活性安定化を笑現した。レアミターゼ生広l適Rabne"'，

叩L-jについても、同級の手法でLアミダーゼ術成生産変異株を取得できると思われる。 したがって、

L-7ミダーゼ榊成生産変異株の取得も望まれる。

1)-7ミダーゼ及びLアミダーゼはエネルギ-)loJ，:!求性の醇素であると思われることから、 1o1定

化醇Ai法によりさらに効率的な生産の可能性がある。

D-アラニンまたはL-アラニンの一方の必2!!性が高い場合には、 DL-アラニンアミドの}JII水分角平

陸に残存するL-アラニンアミ ドまたはD-アラニンアミドをラセミ 化することができれば、)Ji1空をさ らに有

油に目的の反応生成物に転換できる。アラニンアミドの化学的ラセミ化は可能であるとf'怨されるが、 目李

主的なラセミ化と比較すると工程が多くなり効率が劣る。化学的ラセミ化は通常の酵素反応が進行しない

反応量制トで行う場合が多く、化学的ラセミ化とアラニンアミドの降素的加水分解と同時に行うことは囚

hてあると思われる。一方、アラニンアミドの醇素的}JII水分解と同じ反応条件で機能するアラニンアミド

町ラセマーゼが取得できれば、この酵素をDアミダーゼまたはしア ミダーゼと同時用いることにより、出

発原料であるDL-アラニンアミドを全てDアラニンまたはしアラニンの一方のみに転換することが可能で

あると思われる。 このような例として、 I-'seu由monaspu/ich NCf8 40042やRhodx脱出ssp. NCa 12569の

生産するアミノ椴アミドラセマーゼとDアミダーゼを組み合わせたアミノ酸アミドからのDアミノ敵の生

育川、Anhmb"c:tcrsp. ATCC 31652やCoryncbac/criumsp. ATCC 31662の生産するアミノ殴アミドラセマー

ゼとL-7ミダーゼを組み合わせたアミノ酸アミドからのしアミノ般の生産叫の報告がある。アラニンアミ
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トを)fo.'l'fとして良好に反応するラセマーゼは知られていないが、このような新規酵素の取得が望まれる。

2 4 2 Dアミダーゼの防素的性質

アミダーゼ (3.5.1.4アシルアミドアミドヒドロラーゼ)は、微生物からOJi)}物細胞までjよく存

在カ切られるが、 Dアミノ椴アミドを光学選択的に加水分解する静子長の報告は少ない。

本研究で見出したAI1hrobaclersp. NJ・26の生座するD アミダーゼは、 [:.~t 、光学選択性を示し、

1>7ラニノアミド及びグリシンアミ ドのみを良好なJ企質として反応し、 l挺知防素と比較して非常に狭いJ正

目特異性を有した。本併素はZn
2t、 Cu2+ 、 PCMßにより強く m~与されたことから活性に関与するSHJ~を有

することが示唆された。また、本醇素は分子世約 51，000のモノマ一院素であり、術再宇ぷ上七依イ;:t'1であっ

浅野らは、 D-アラニンアミドを1.!'質としjqるアミターゼを、 Odlrobi1clrumanthropi SCRC 

SV3
IS
，16)に見出した。このアミダーゼは、 D手休選択性が向く、ペプチド、 l直鎖カルポン椴アミド及びN末

端曲{保議された0・アミノ敗アミドを基質としないことから、 Dアミノ酸アミダーゼと呼ぶべき防素である。

この俳，q;は、 D-アラニンアミド以外に多くのアミノ椴アミドを1mとし、特にDーフェニルアラニノアミ ド、
晶子ロゾノアミド、 D-トリプトファンアミドなどの万杏族アミノ酸アミドを良い基質として反応する。こ

の慨は、g，質特児性のlliiて♂AI1hrobaclersp. NJ-26のD-アミダーゼとは兵なる。このM;;f，は、 PCMsなどに

より阻将を受けなかったことから、活性に関与するSHJ，去を持たないことが示唆され、 AI1hrobactcrsp 

NJ・26のD-7 ミダーゼとは反応機構が災なることが y~匹、される 。 また、この惇素の分チi止は38， 000 (ゲル

曜過法)とAI1hrobactcrsp. NJ-26のDアミダーゼとは大きく災なる。

/品野らは、 Dアラニンアミドを&'[1とし得る))1)のアミダーゼを、 Ochrobacl ru m a_川hropiSCRC 

Cト38山均に見出した。このアミダ ゼもD-体選択性がi:::Jt、が、 Dアラニンアミド以外にD-アラニJをN

本端に含むペプチドに作用し、ペプチドのN末焔よりアミノ酸を順次遊離することから、 D-アミノペプチ

ダーゼと呼ぶべき際素であり、 AI1hrobactcrsp. NJ・26のDーアミダーゼとは性質が異なる。 この俳素は、

ぜ、 Hg''_PCMsにより強く阻害されたことから、活性に関与するSH基を持つことが予怨される。分子

~9，∞0のサブユニソ ト 2 倒からなる分子1;1l 22，OOOの醇素である点は、 AJthrobactersp. NJ-26のD-アミダー

ゼとはjにきく~1i1なる 。

鋼谷らはRhod，抑制scrylhropolis JCM 3201">， NR-23， NR・28'"明、 Pseudフmonasfluon:s即日 IFO
l四百包) ('..___.:. . ~ ~. ，，，. ~...23\ 
J 、Svrratiamtmxsιιηs lAM 12143'"、Achromoba，ι'1crcyι'Iod邸凶M JOI3町、 AI臼 /Jg叩出 faじ出lisIAM 

1<20町、 Kurthia却 'pbiilFOI283
27
)から、ベステノらは111"，由印叫'Userythropolis NCI日11538，11539， 11540， 

l羽19")からDヲラニノアミドを含むD-アミノ酸アミドを光学選択的に)Jn水分解する両手ポを報告している。

-64 



jl l ~アラニノ生Ki. Jí法の開発 2 4 考察

:11りの鮮京I;lt、ずれもDアラニンアミド以外のいくつかのアミノ酸アミドを良好な基質とすることから、

跡、基質特典性を持つArl!Jrobaclcrsp.NJ-26のD-アミダーゼとは性質が児なる。これらの両手ぷについては、

I，\~醇ょについての詳細な検討報告がないため、 Arl!J robactcr sp. NJ-26のD-アミダーセと併;#的性質の比

較Il凶蝉て'あふまた、 M蹴 t岡山1らのBIむV伽 ctcn"umSp. R 312
29珂)の生産する分 i己主iJ80，000のアミダーゼ

Il、0.7ラニンアミドも)，I;'e'Iとするが、アミノ酸アミ ドを合むアシルアミドに対して広い基質特民性を持

ふjt字選択性がないため、 D-アミダーゼとは災なる。

以上のこれまでに報告されているDアミダーゼとの併点的性質の比較の結果、 ArthrobaClersp 

\1.26の醇よ1;1、特に 、 狭い)，1;質特異性が他の両手宗とは大きく児なり、これまでにない唱の新mn!f J~であ

ると考えられる。

口アミダーゼをJTJt、たDLーアラニンアミ ドからのDーアラニンの裂造へのJぷjI]については、浅町

ゅのOchrob，叫rum剖 111IvpiSCRC CI-38の部分材製際索をJIJいた0.1MのDLアラニンアミドからのDーアラ

ニンの生産21)、銅谷らのAchrom()baclerι:yc/oc/剖 IAM1013、AI印jigCI1CS[aι田lislAM 1420、KUI1hi，1zophii 

IFOl283のi!U;'f凶体をJlJt、た2.5% (wl.l叫)のDしアラニンアミ ドからのDアラニノの生照明の桜侍がある

が、他の報告は利JTJ の I可能性を示すのみで具体的な数値は示していない。 これらの実施例は、作I!分HJ事~n!f

Aや分離l自体をJlH、て、比較的低い基質濃度て♂の反応を行っており、実JIJ性のドIJ断は凶難である。-方、

4研究で検，;.1したArlhrobactcrsp. NJ-26 またはその変災株CY-7-J2の jf~益放を用いた Dしアラニンアミドか

りのDアラニノの生産}j法は、これらの実施例の10倍以上の必質濃度 (DL-アラニンアミド 200gJl以上)

ても 'J 庄が "J能であり、操作性も良好であり 、 I:.~t 、実JU t'I:を示した。

2 4 3 レアミダーゼの傍点的性質

l/aJ/IIdlilSp. L-5の生産するL アミダーゼは、 I:"~ t 、 L-i本~JJ~性を示し、しアラニンアミ ド以外の

7: ; 殴アミドに対するがi性は低く 、狭い基質特~~性を持つ。また、 l週休反応を月Jt 、た検討で、 D アミダー

ゼ品性も検出したが、これがLアミダーゼによるものか))IJの併ぷによるものかについては併ポをM製しな

Ijnlt判断できなL、。

既知lのしアミノ酸アミ ト‘を光学選択的にJJII水分解する醇宗としては、8rcvibactcn"umsp. 4A (R 

]12の変異昧)の生産する分子:lil:135，000のしアミターゼ31)、Ochrobaι'lrum剖 IhropiNCIMB 4032132)、

Ps，"めm(ln，'lC""，;，.t.， "，...，....... ................]]) 
'na釘Sputid命1ATCC 12633'刀町3刀j、Arthrobactcrsp. ATCC 31652") 、Curyncbactcn"um sp. ATCC 31662") の/主

産する邸主が知られが、 Brr:vibaclcr山 nsp. 4Aの防索以外はw製されていない。 B即 vibactcrilJfl1sp. 4AのnM

4、比較的4n特火一性はlよく Lアラニンアミ ド以外のアミ ドも基質とする。一方、Rahncllasp. L-5の'Uvー
するL.7:タ・ーゼは、 精製して詳細に検討する必~があるが、 l酒休反応による検討の結来、 L-アラニンア
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:ドのみを良好な).l'質とする狭い基質特異性を持つことから、これまでにない型の新規防ぷであることが

i'.tl!される

他のグループのLーアミダゼを月H、たDL-アラニンアミドからのLアラニノの生産については、

"J能性を，J、す械作もあるが只体的な数値を示していないため、'iUfJ内の判断と、本研究との比較はできな
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2 -5 まとめ

DLアラニンアミドを版料に、 Dアミダ一ゼを月川jμL、fたこD

口7ラニンの型製1造法の検Z討Iをした。

。アラニンアミ ドを光学選択的に加点分解するdl!A(0ーアミダーゼ)のスクリーニンクを

irい、 Arthrobadcrsp.NJ-26から光学選択性が尚く、 r:.~基'î'í濃度 ( OL-アラニンアミド 300 g/I)でも機

能し、 l拘i.t吋たりの活性が高い良好な鰐J去を取得した。

本凶妹のilu担体 10g/IをJTJいた反応で、 210g/IのOL・アラニンアミ卜‘から99%以 1--の光学:

純度で105g/IのDアラニンの製造に成功した。

Arthrobactcr sp. NJ-26の生産する0-アミダーゼを屯気旅動的にほぼ単 一に村製し、.m性質

をJ'jベた 本dl!Aは、光学選択性がJlEく、 0-アラニ/アミドとクリゾノアミドのみを良好なJ正'i'fとし

て反応するJ.!'質特呉性が狭い、分子量約51，000のモノマ-dl!Aであった。また、本隊素は、倒防ぷJlo

依1mであり、活性に関与するSHlJiを有することが示唆された。これらの性質から、本目宇Aは、 l民

知併，#とは性質が児なる新規なDーアミダーゼであると判断した。

Arthrobactcr sp. NJ-26の生産するDーアミダーゼはアラニンアミドにより誘導生定される防

本であった。II'ifTーされる静素活性の安定化と効率的な生産を円的に、 0-アミダーゼの情成生産変災株

じY-7-J2を取得したoSE:司株CY-7-J2は誘導基質なしに安定してDーアミダ ゼの生産がnJ(i[jなだけでは

なく、アミダーゼ活性が野生株NJ-26の約1.8倍に向上した。本菌株の湿菌休 5g/IをJFH、た反応で、

228 g/IのDL-アラニンアミ ドから99%以上の光学純度で113g/IのDーアラニンの製造に成功した。

DL-アラニンアミドからDアラニノを生産した後に残存するL-アラニンアミドをイ'j1j))に利

用するために、 L-アラニンアミ ドを光学:選択的に加水分解する醇素 (レアミダーセ)のスク リーニン

グをh~' ， liaJllJc/la sp. L-5から光学選択性が尚く、，:1;2正!低濃度 (DL-アラニンアミド 300g/I)でも俄

能し、 l拘休ちたりの活性が高い良好な防索を取得した。本的株の生産するしアミダーゼは、光学選択

性が尚〈、レアラニンアミドのみを良好な基質として反応する;.!'質特災性が狭い防Aであった。本菌

性は、 D-アラニンの生産後に残存するしアラニンア ミドを加水分解してしアラニンを生産できるばか
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りでなく、1量的体 20g/Iを用いた反応で、 300g/IのDしアラニンアミドから約9M%の光学純度で150

glのレアラニンの製造に成功した。

以上の検討の結巣、微生物の生産するDアミダーゼとLアミダーゼを}Ijいた、 OL-アラニ

ンn ドからr:~~、光学純度のD アラニ/、 L アラニ/、 0-アラニンアミド、及びL-アラ ニンアミ ドを

世産する工業的なプロセスが完成した。
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