
~ 
j3 J ~1ルタ 1 ノ微生巌.ñlliの開発 3 -1 序論

第 3章 D-グルタミン酸生産方法の開発

3 -1 }Y;論

3 1 1 J)-グルタミン酸の存在と生理的広義

微生物に存在するDアミノ酸は主に細菌細胞!笠のペプチドグリカンや抗生物質などの川成成分

ιして見出されている。J)-グルタミ/酸も存在は限られており、細胞壁ペプチドグリカンの情成成分とし

て広〈仔在する (Fig.3ー)(A))ほかに、 BaロI/us属細l盗の生産する細胞外粘質物やBacilJussubtilis のLlë ~~

する抗生物質パゾト ラシンの構成成分としてイ'f{Eする (Fig.3-1 (B))。これらの椛造物は、榊成成分とし

てDグルタ ミン般などのD休のアミノ酸を街することにより、 し体に作用するぺプチダーゼなどによる分

解を阿避している IIJ能性も与えられる。微生物において、遊離の状態を含むJ)-クルタミン酸のこれ以外の

{(イEの鰍作はない。 遊離のJ)-クルタミン酸は、レ体に作JI]する一般の静素に対して倍抗的に~Jl'.'iするため、

針iの存在は微生物の生存に対して好ましくないと忠われる。

微生物生体内におけるDグルタミン酸の生成と利用の経路は良くわかっていない。遊離のDーア

、/t置は、抗生物質に取り込まれるどころか、抗生物質のf色合成を阻害することが知られている問。した

がって、抗生物質などに合まれるDクルタミン敵は、ペプチドの合成とD体への転換を同時に行うi品位で

生成するとF怨される。ペプチドタリカノを械成するJ)-グルタミン般の生合成は、 2つの経路が予処され

てl叫 13<旧 I(uski!.紺I1羽は、アラニ/ラセマーセによりL-アラニンからJ)-アラニンを生成し、このJ)-ア

ラニンと2オキソグルタル微からDーアミノ酸トランスアミナーゼを}IjいてDクソレタミン般を生成する 71問。

&cilJω~細幽では、この経路で生成したD グルタミン椴が荊lJ胞壁ペプチドグリカンの械成に JTJいられる
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可能性が年えられる。 また、段近、 EscheacbiaωIiのDクルタミン倣要求性変災株の;l!!，j(性を相補する

』伝子として mur/が分離され、この遺伝子産物がグルタミン酸ラセマーゼ活性を持つことが示されてい

る凶 E.roliでは、タルタミン倣ラセマーゼにより生産された遊般のひグルタミン酸がペプチドグリカ

ンの生合成に利月Iされると巧えられる6九

植物、動物に存在するDグルタミン椴としては、コフキコガネの筋肉't'に遊離状態で存在する

ことが知られているが、生理的意義は不明である叫。附乳類では、腎臓、肝臓などにおいて、遊離のDク

/7 ，ン僚が光学選択的にD-ピロリドンカルボン酸に転換されJM1¥されるカ♂1町、やはり生理的意義は不

明てある。1950年代には、 Dクルタミン椴と綴化のIlUに深い関係があると示唆されたが、 fJi.ィ主では否定さ

92.93) 

tている

3 1 2 D-グルタミン椴の製造方法

従来のD-グルタミン酸の製造法としては、 (J)2オキソグルタル酸にD-アミノ般トランスアミ

ナーゼを作用させてD-クルタミン酸を製造するJj法75月 79.93問、 (2)Dレテカルポキ シエチルヒダントイノ

:御l物山米の}J日水分解骨子ぷを作用させる}i法抑制、 (3)Dしグルタ ミン酸にしグルタミン徴デヒドラ -

tをMIIさせ残存するD・グルタミン酸を取得するli法問、 (4)Dレグルタ ミン酸にしグルタミン酸を選択

的に分解する闘を作Jl]させ残存するDクルタミン散を取得する}Jil，町、 σ)DL-グルタ ミン酸を優先品t-U
Lにより光学分割する}J(l;10'.' 10)、(6) DLーグルタミン酸と他の光学活性化合物との砲を形成してジアステ

バマーとして分割する}f法111，出}などが知られている (Fig.3-2)。

(1) I)-arnino acid aminUlransfcrascをJflL、る}i法

2叫 lu山 cid→?争I¥)-Glu I 
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Lτ，... Lrcarboxycthylhydantoin 
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」 しGlu 一一予~ lrpyrogl山 micacid 

「一1¥)-Glu 1 
H)御物によるしGlu.i跡的分解 DしGJu_____j にニ斗
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15，6) DしGluの光'削1I ¥)レGlu斗 ~ L..::.:::J 

」一司砕 しGlu

Fig.3-2 D・クルタミン般の製造}i法
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これらのDーグルタ ミン酸製造Jj法は、以ドのような特徴を持つ。(1) トラノスアミ ナーゼをJl1

j 方法は、原料のZーオキソグルタル般が内側なため製造コス トが高い。また、 D-トランスアミナーゼの

唱に7ミ/基供与体となるDアミノ酸を供給するための複数の防ポ反応の，11.;役が必要であり、安定した生

ι4を櫛築することは肱l知である。(2)D-ヒダノトイナーゼを)11いる万法も、原料の5.ilt換ヒタントイン

b'高価であり製造コストが，'，:;~、。 また、 l民知Jð字予告についてはDレカルポキゾエチルヒダントインを基質と

した民応性が悪く、多l辻の蕗l体を触媒としてJlJいてもD-グルタミン般の収率は惑い。Dしグルタミン般を

革買として、レグルタミン微のみを性質の見なる物質に転換する)J法 (3)、または分解する)'j法 (4)は、比

較的容易に高い収半で光学純度の高L、D-グルタミン般を得ることができると考えられる。 しかし、 (3) タ

リ iン酸デヒドラーゼを月H、る方法は、 L-体を完全に除去することが困難であり、さらに良好な性質を

持つ俳/f，の選択が必裂である。また、 (4)Dしグルタミン酸を含む生存益液中でしグルタミン般分解幽をI白

書し、 I青益液中に残存するDグルタミン酸を取得する方法は、操作性とD-クルタミノ酸の収，事が昨季素法に

寄る (5)優先品出法は、仏IJ¥条件が微妙て'収;j.lも低い。(6)ジアステレオマー形成法は、ジアステレオ

マー形成のために))11の光学活性な化合物が必1!!となり、コストが日くなる。

以上の従米のんi1を参)51こ、 DL-クルタミン般からL一体特;略的な醇ぷを竹川させてLーグルタ ミ

ノ離を除去して残存するDーグルタミン酸をi収得する併素法が、反応系が単純で比較的支定であり、反応収

ド、光学純度の点からもイl利であるとい111析した。また、 DLクルタミン酸は、発酵法にて安価に生産され

るL グルタミン般を出発J)~料にラセ ミ 化して取得する方法がよ業的に有利であると判断した。 この結!ll、

l.11レタ iノ酸のラセミ化と、ラセミ体からのし体の選択的除去の2段断の反応によるD-グルタミン酸の

自造法を，jj幽した。

3 1 3 D-グルタミン椴製造のH的と方法

D-グルタミン椴は、医薬品、股薬などの合成原料としてJIj，、られる産業上石川な物質である。

医薬品原料としてのJIl途の場合は高LゆIiJ.ii'がi}!!求されるため、これに適した方法を選択する必妥がある。

的見性体を持つ物質を rlEい光学純度で取得するには、化学合成法よりも、酵素の持つ r~-~ い光学選択性を

利用した醇素法が有利であることは一般的である。 そこで、醇京法による I~'れ、光学選択性を利用した、 2

段階反応によるしタルタミ/微からのD-グルタ ミン酸の製造法を考えた。

!.i¥ 1 段併のしタルタミン酸のラセミ化には、化学的なラセミ化法と醇素的なラセミ化法が与え

っnる。 グルタミン般の化学的なラセミ 化法は、低級脂肪酸 (特に氷酢自主)，ドでJJuMする )J法112)、JJrrJlJj

hまたは芳香族アルデヒドfパE下低級脂肪酸(特に氷酢酸)中で加熱する方法1¥3.]]6)、アセ トン・酢酸総

併で加熱する方法1町、イ4飽和脂肪族アルデヒドと鋼またはクロムイオンを含む水溶液中で加熱する )i

-81-



i3'~グルタ i ン敏生産万能の開究 3 1 I芋論

l去川、特殊なレジンをJII，、る}j法119-1瑚、マイクロウェーブをJ.IJいた}JIl然によるラセミ化12l)などが匁lられ

るいずれの}i法も特別な反応装置を必要とし、{i機括主媒や触媒としてj打いたアルデヒド、金以イオンな

どの廃液処理の↑lJJ:alも生じる また、品IJ反応による除去困難な副産物の生成と収，事の低 Fの可能性も与え

りれふさらに、貫j2段附の反応に醇素I去をJIJし、る場合、化学的なラセミ化反応液をそのままjTJ，、るとM

h反応に対する阻害が若しいため、ラセミ体のクルタミン酸をね製してから用いる必12があり、製造工位

。国悼になり好ましくない 一万、酵点的なラセミ化方法としては、アラニンラセマーゼとDー及びLアミ

/師トランスアミナーゼの共役による}j法が知られる九この}j法は波数の酵素の共役が必要であり、安

古した実月l的な反応系を椛築することは凶難である。この他に、乳般的に広〈作復することが知られるグ

'，7 ，ン敵ラセマーセの利)IJが考えられる8-21問。ラセマーゼを}I]，、たラセミ化は、反応被を処理せずに

M段階のLイ本特異的除去の反応にj日いることができると予1目、され、また、高IJ反応による副産物の生成と

4中の低 F、溶媒・触媒の除去の問題もないと~えられる良好な }j法てFある 。 そこで、第 l段階のレク

iVJ' ，ン般のラセミ化には、クルタミノ酸ラセマーゼを用いることとし、良好な性質を有する醇素のスク
リーニノグから検討を開始することにした。

;fi 2 段附の ()L-クルタミノ酸からの()-クルタミン般の取得点在去については、 I~~い光学純度と収

ドをj!1るためには、，jtr述の優先品:tl法やジアステレオマ 形成法などの化学的光学分割法は不利であると

悩し (3 1 2)、L-i4<特!島町]な併ぷを)110、る方法を考えた。L-体に特異的に1'l'JrJする防素としては、

7ルタ ミ ン酸デカルポキシラーセ~，町、クルタミン酸デヒドラーゼ問、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ1町、

71v7，ノ酸オキゾダーゼ12-1)が匁lられている。E∞Ii由来のグルタミン酸デカルポキシノラーゼによるしク
シタ i ン般の脱炭駿反応はレ体選択性が高く、反応により生じるCO，が反応系外に H~るために、この反応

は小I叫iとなる。また、しタルタミ/般から転換した 7 アミノ防般は()-グルタミノ自主と物性が異なるた

めに分離が容易である。以ヒの型[0から、 W;2段階のレグルタ ミ/酸選択的分解はし休特異的なグルタミ

ノ暗デカルポキシラーゼを月j，、ることとし、 E∞/i由来の酵素を評価することから検討を開始することに

した

以上の2段階の静ぷ反応によるレグルタミン酸からのDークルタミン酸の製品ゾJ法の槻念医lを

Fig.3-3に示す。

ζユ、
L-Glu ニ~I()-Glu I 

「→;;;JOglutamalc dccarboxylasc 
(Ĝs八 r-aminobtyric固め

Fig.3-3 傍ぷ法によるしグルタミン酸からの()-グルタミン酸の製造方法の概念図
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i3 1 ~11'タミノ般生産-;i'(;去の開先 3 2 経験Jii去且11U判

3 -2 実験)j法及び材料

3 2 I J拘総

グルタミン酸ラセマーゼ及びグルタミン阪デカルポキシラーゼのスクリ ニンタには、協和発

昨工業(株)Jl[京研究所の保存l道株をJllいた。グルタミン椴ラセマーゼ遺伝子クローニングの托iEには、

ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ (EC4.1. 1.3 1) j立伝子変異 (ppc)勺こよ りしグルタミン般

要求性となったEschcachiaω，JjTM93を用いた。

3 2 2 f史JI]借地

本研究では、特に記載がない限り以ドのiMi!lをJlH、た。

府地 l クルコース 20g!1，ぺプト /'20g!1，静母エキス 30似，酢椴ナトリウム

20 g!1， K，HPO， 1 g!1，レクルタ ミ/椴 1g!1， pH 7.0 

1M也 2 クルコース 20 g!1 ，CSL 20 g!1， r'i'f.倣ナトリウム 2日Jg!1，陥1，PO，1 g!1， 

K，HPO， 3 g!1， MgSO，・7H，O 1 g!1， MnSO，.4-6H，O 1 O1g!I， FeSO，.7H，o 

10 mg!l，微iii金属溶液 1011/1，ビタミン溶液 1011/1， pH 7.0 

.t}~!血 3 (LB培地)ハクトトリプトノ 10g!1，醇母エキス 5g!1， NaCI 10 g!1， pH 

7.2 

府地 4 (M9培地)クルコース 2g!1， Na，印'0，6 g!1， KH，PO， 3 g!1， K，HPO， 3 g!1， 

NaCI 0.5 g!1， NH，CI 1 g!1， MgSO，.7H，O 0.5 g!1， CaCl， 0.01 g!1，チアミン・

HCI 0.1 mg!l，尽天 15g!1， pH7.2 

j:~l出 5 タルコース 5g!1，ぺプトン 5g!1， Na，HPO，・5H，o 15.14 g!1， KH，PO， 3 g!1， 

NaCI 5 g!1， NH，CI 1 g!1，微1，1金属溶液 1011/1， MgSO，・7H，O 1.2 g!1，チア
ミノ・HCI0.2 g!1， pH 7.2 

微量金属品主波 別H.).Mo，O討・4H，O 37 O1g!I， FeSO，.7H，O 990 mg!l， ZnSO，・7H，o880 O1g!I， 

CuSO，・5H，o39301g!I， MnCI，.7H，O 72 mg!l， Na，B，O，・10H，O 88 O1g!1 

ビタミノ線被 リボフラビン 2g!1，チア ミン・HCI1 g!1， frアミノ安息香般 1g!1，ニコチ

ン椴 1g!1，パン トテン敵 1g!1，ピリドキシン 1g!1，ビオチン 10mg!1 

3 2 3 J在必条例

グルタミン微ラセマーゼのスクリーニンクには、端地 iをmいた。11三角フラスコ中 500
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131.1ル夕、ノ治生産方陸の聞尭 3 2 実験五法且U<l判

mゆ培地を120"C， 20 分H日滅的後、乳酸菌を柚一i誼し、 30~37 "Cにて 24~48 時間、 I~~ìûjt'f益を行った。 ス

ラyトI音益は、 l，i]J官地に笈天を 15g/I添加したものを月lいた。

U1ctobaciJ/us brevis A TCC 8287のJ音盤には、培地 lの他、培地 2をJfj，、た。I;!f1.(iは、 500

mlの府地をIIモjlJフラスコ中にて、 37"c、 24 時間、 i'~ 也、または 1 ~20 JのI存地を2-301発醇村lにて、

J7'C、24時1m、微il!i気・微IJi排で行った。

Eω/iのI庁長は、培地 3 (L白地地)をJI]い、 30"C， 20~24 時間行った。 I庁長は、 H 1111のJ在

地をぷ験管 (25x180 mm)にて振滋 (200叩m)、あるいは、 40mlの培地を250ml三角フラスコにて振滋

川 中川、あるいは、 300mlの培地を11三角フラスコにて娠滋 (300巾111)、あるいは、 21の嶋地を

il尭俳捕にては告書を行った (700中m，1 vvm)。必'}!!に応じて、抗生物質としてアンピシリン (100mg/l)、

あるいはテトラサイクリン (15mg/l)を添加した。スラントまたは平板培養には、向指地に寒天を 15

gl 添加したものをJI]いた。

相l換え休の選択には、培地-4 (M9培地)にD-クルタミン酸 250mg/l，及びアンピシリン

l∞mgll を添加lしたものをmいた。

また、 凶体I:x.応にJfH、るために多祉のEωli のほ4体を1Nる場合は、 21 の !i~:l也 5を川い、 51

勝摘にて栴lfを行った (30"C， 700叩m.1 vvm)。捕後の|旬、 14%アンモニア水にてpHを6.8に訓殺し、

またグルコース 167g/1及びペプトン 167g/1から成るフィード液を、塙長液中のクルコース濃度が0-1

glの純聞になるように述絞的に添加した。

3 2 4 グルタミン般ラセマーゼのスク リーニノグ

ー次スクリーニングは以下のように行った。 年~1l量的体をi立心分離により !t幽した後、出l謝休と

して2∞gllとなるように0.1Mリン酸ナ トリ ウム緩衝液、 pH8.5、に懸樹し反応によれ、た。0.1Mリン椴ナ

トリウム緩衝減、 pH8.5、中に、 温菌体 100g/I，しグルタミン敗 50mM，及び トルエン 2% (vol.ivol.)を

加え、37"C， 4時間反応を行った。 100'C， 10分間加熱により反応を停止した後、 i卓心上h"r'I"のD-クルタ

:ン暗および総グルタミン西空f立を測定した。二次評価では、 更に高濃度の基質 (L-タルタミノ椴 150

m~，ある L 、は 5∞ mM ) を用い反応を行った。 ラセミ化率は以下の式により定義した。

ラセミ化率 1%]= {(生成Dーグルタミン酸)I(反応液中の総グルタミン酸盆)}xl00x2 

3 2 5 グルタミノ酸ラセマーゼ活性別l定法

グルタミン敵ラセマ ゼ活性の測定は、以 Fの反応液 (0.1M リン酸ナトリウム緩衝線、 pH

勺、 Lグルタミン椴 170mMまたは 860111M、及び幽体、 mnr京打I1出波、あるいは材製醇:;f，)を川いて
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il J~グルタ 1 ノ信生it. Jj法の開発 3 2 実験方法及U<I判

汀った d自体を反応にJIlいる場合は、 トルエン 2% (vol./vol.)を添加lした。標準的な活性測定反応は、 37

じ30分l出または60分間とし、 Dタルタミノ酸生成速度が一定となるように菌体、組n1'，i長IiI!lJ:減、 w製
辞訴の11を調節した。100T，10分間加熱により反応停止した後、 i卓心上清中の生成D-グルタミン殿およ

G'l'iグルタミン酸 1~tを測定した 。 活性の単位 1 unitはl分間にlμmoleのI】ークルタミン酸を生成する能)J

とした。

3 2 6 グルタミン椴デカルボキンラーゼのスク リーニンク及び活性測定法

Nfllf凶体をi卓心分離により集歯した後、0.2M酢西空ナトリウム緩衝液、 pH4.2、混歯体 5g/1、

Lグルタミン酸 10g/1、 トルエン 2% (vo 1./vo l.)、 37"C の条件で、 30~60 分間反応した。 25 g/I TCA水

市濯を反応波に等MIJIIえ、 ゆooC， 10分間加熱により反応停止し、 i且心上m中に残存するL-グルタミン般
止ぴ生成した7アミノ飴椴i止をiJ!IJ定した。反応に使JfJする l遊休iitは、活性にあわせて変更した。活性の

lill~ I unil(;t 1分間にlμmolcのしグルタ ミン酸を分解する能力とした。

3 2 7 'Jルタミン椴及び7アミノ酪般の).EI止法

総グルタミン倣及び7アミノ酪酸は、 j斗ilt凶'LCシステム (島津製作所、京[，ji)とYMCカラ

ムA.311 (ODS) ( YMC、~[，jí)をHH 、て定量した。 t事動ffJ には、 n プロパノール 20 % (vo1./vol.)、 SDS

O.2'o(M川)1.)を含む10mMクエノ酸緩衝液、 pH3.6、を)lJいた。クルタミン酸及び7ーアミノ酪敵は、

1Mホウ酸緩衝液 pH10.4中で3mM OPA (ナカライ ・テスク、京郡)と反応した後、蛍光を測定した

l励起波長 344nm，検11-¥波長判4nm)')。

グルタミン般の光学純度は、 MCIGEL CRS10Wカラム (三菱化成丁業、東京)または

SUM1CH1RAL OA・5000カラム(住化分析センタ一、大阪)を}郎、て測定した。 ft3i})桐には 2mM CuSO. 

4出埴を川い、 254nmの吸収により検出した。

3 2 8 制限醇素及び遺伝子操作

検討にJIj，、た制限酵素、 T4DNAリガーゼ、及びその他の酵素類やプライマ 等のDNA鎖は、

I1に記載のない限りすべて宝酒造 (京都)製を月]いた。BamHIは10xK緩衝液 (200mM Tris-HC1， 100 

耐~Mgじ1"10 mM DTT， 1000 mM KCI， pH 8.5)を、 EωRIとPstlは10xH緩衝液 (500mM Tris-HCI， 100 

mM Mg仁1"10 mM DTT， 1000 mM NaCI， pH 7.5)を、 Hindlllには 10xM緩衝液(100mM Tr凶-HCI，100 

m¥1 Mgじ1"10 mM DTT， 500 mM NaCI， pH 7.5)をJlJいて、 370Cで反応を行った。その他、必援に)，ιじて

町、L緩衝液 (100mM Tris-HCI， 100 mM MgCI" 10 mM DTT， pH 7.5)、10xT緩衝液 (330mM 
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pl~グルタミノ微生轟 Jiltの開発 3 2 実験Jj法及uu判

T凶HCI，100 mM酢椴マグネンウム， 5mM  D1T， 660 mM酢敵カリウム， pH7.9)もJlH、た T4 DNAI)ガ-

fによるライゲーションは、反応液に1/5容量の5xライゲーショノ緩衝放 (250mM  Tris-HCI， 50 mM  

)lgCI，5 mM ATP， 5 mM  D1T， 5 % (wl./vol.) PEG-8000， pH 7.6)を添加して16"Cで反応した。また、アガ

ロ♂ス ・ゲルからのDNA断J;-の回収は、日IO-RADプレップーA-ジーンDNA精製キット(円本バイオ・ラッ

十ラボラトリーズ、-*点)をJfH、た。

3 2 9 グルタミン敵ラセマーゼ遺伝子のクローニング

L. brcvis ATCC 8287の対数増殖後期lのlお体からSaito& Miuraの方法に従って染色体DNAを調

目しが)この染色体DNAをHindlllてJ完全消化した後、プラスミドpBR322のHindIIIサイトにT4DNA 1)ガ-

tをIIIいて結合し、 EωliTM93を形質転換した。E 叩 JiTM93のコンピテノトセルは、応化カルシウム法

♂』製した九 D-タルタ ミノ酸 250mg/Iとアノピシリン 100mg/Iを含む培地 4 (M9府地)寒天平

匝tで'1'{iしたJlm転換休コロニ を選び、保持するプラスミドとクルタミノ椴ラセマーゼ活性を詳細hし

3 2 1 0 タルタミ J般ラセマ セi立伝子のサブクローニンタ

pGARIの姉人DNA断片軒、くつかの制問宇奈で切断した後、 pUC18またはpUCI助マルチクロー

ニノク'サイ トに辿結し、 E.coliTM93を形質転換した。アンピゾリン 100mg/I を含む培地 3 (LBl;4'J也)

草川il!t_l_で'1:(fしたJfH1転換体コロニーを遊び、保持するプラスミドと、タルタミン酸ラセマーゼ活性

白If，面した

3 2 1 1 DNAIlXJ.!'配列の解析

グルタミン椴ラセマーゼi世伝子を含む1.4kbのHindIll-fuJRIDNA断片について、 DeletionKit for 

脳IO-S"'IlcII出 (宝酒造、点/iIl)を丹H、て、縄々の長さのDNAIぜf片を有する欠失変J4系列を作成した。こ

R勺の欠失t::品系列を、 M13プライマーと TaqDy止oxyl~ TCffi1inator Cycle Sc中ell口ngKit (Applied 

面白戸tcmsIIIC.， U.S.A.)をJH，、て、自動DNAシークエンサーABI373A (Appli匝JBiosystcms [l1c.， U.S.A. ) 

，_て出基配?IJを決定した。

3 2 1 2 グルタミン酸ラセマーゼの精製

J:'ii喜劇休をi畠心!t凶後、 緩衝液A (50 mM  Tris-HCI， pH 7.5，グリセロール JO% (wl./vol.) ， 

いんカプトエタノール 0.1% (vol./vol.))に懸濁した。この幽体懸濁液を超背被破砕(日ronsonCcll 
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1'1'グルタミン信生産h法の開発 3 2 実験Jj怯且<JU判

加州or)し、 4.C， 14，000 X g， 20分間迫心して無細胞抽出波を得た。娘細胞品11出放に、硫椴アンモニウ

Jを30%飽和となるように添加し、 4.Cで一晩静ilLした後、 4.Cにて 14，OOOxgで 20分/l.U，遠心した。J二

Jを6'i酸アンモニウム30%飽和の緩衝液Aで干衡化したBulY 1-Toyopearl (卜ーソ一、 JR.fj'()カラムに辿縫

いJ倍符!込の硫般ア Jモニウム30%飽和の緩衝液Aてが洗浄後、 1211守谷品の硫酸アンモニウム30から0%

陸相の直線濃度勾配をつけた緩衝液Aで静京を抗出した。活性問分を緩衝液Aで透析した後、緩衝液Aてが

けI化したDEAE-Toyopearl ( トーソ一、東京 ) カラムに通応し、 4j音容1~1の緩衝液Aて'洗 j争後、 1 2 倍容 iil

0)0から2.5M NaCIのl丘線濃度勾両日をつけた緩衝液Aで醇素を総H1した。活性画分をUFP2LGC(日本ミリ

ポrr.;I1、米沢)で版濃縮後、 M製防ぷt筑波とした。

3 2 1 3 SDS-PAGE 

SDS-l'AGEは L可cmmliの方法に従って、 1mm厚の12.5% (wt./vol.)ゲルを川い30mAで ~kiji)J し

t:~ i!i(1のバンドは、 Coomassiebrilliant bluc R-250にて染色した。 分子iEマーカーとして、

a.1回oalbumin(M.W.=14，4∞)， soybean trypsin inhibitor (M. W.=20，100)， carbonic anhy的 sc(M. W.=30，OOO)， 

蜘Ibumin(M.W.=43，OOO)， bovin serum albumin (M.W.=67，OOO)， phosphorylase b (M. W.=94，OOO)をmいた。

3 2 1 4 N 本ア ミノ椴両日列分析

Nぷア ミ/限配列分析は、 Protcinscqu叩 田 rmodel 470A (Applicd Biosystems Inc.， U.S.A.)を月1，、

てffっ1こ



fll~グルタミン般生産方法の開発 3 3 結集

3 -3 結果

3 3 I グルタミン自主ラセマーゼのスクリーニング

_Lj定的にL-グルタミノ酸からD-クルタミン般を生産するためのタルタミノ厳ラセマーゼは、高

J基質濃度でも綴fitする必要がある。LacJobaι'iJ/us[cmJ叩 tiATCC 9338などの既知Iffi株のタルタミン酸ラ

セマ戸ゼは、凶体あたりの活性が低く、，::;2正質濃度で」品質阻害ーがあるなど工業的利JIJには十分な性質では

ない凶へ そこで、高基質濃度においても卜分な活性を示す優良な性質を有するクルタミン西空ラセマー

セのスクリーニノグを実施した。グルタミ/酸ラセマーゼは乳酸凶のみに報告されていることから、乳酸

曲についてしグルタミン酸からDータルタミン般を生成する能力を評価した。

乳般幽70株 (μdobacj1/us属 43株.51rlψtoωωs属 8株.Lcu印 110510c民 8株，Pcdio印刷skii. 5株，

Propion伽 clcnum 属 3株，Enl 

LactobaciJ/us };J; 42株，SlIcptlυClXCUS民6株，L山山'Dostoc};J;嚇，PcdilJ叫 us属 4妹，1切'plOl1伽 ctcnum 属 l

昨，Ente剛山s};J; 2株，Lacto叫 :cus属 l株)にDグルタミン酸の生成が倹日iされた。乳酸菌にはDアミノ

駐トラノスアミナーゼの存イEは匁lられていないことから、検出されたD-グルタミン椴は、クルタミン酸ラ

セマーゼの存イEによりしクルタミン般から生成したものと与えられる。代表的な的株についての結果を

Tぬle3・lに示す。

Table 3-1 乳民主菌からのグルタミン酸ラセマーゼ生産幽のスクリーニンク

D-Glu [mM] 

Slrain 
(Raccmi日tionratio [% II 

UJnccntration of L-Glu 

50mM 150mM  500mM  

LnctobacilJus brcvis ATCC 8287 22.9 (91.6) 54.4 (72.5) 165.8 (66.3) 

LnctobacilJus brcvu; T-263 16.4 (65.6) 13.9 (18.5) 17.3 ( 6.9) 

Lactlυbaιillus brcvis T-264 20.3 (81.2) 21.7 (28.9) 23.5 ( 9.4) 

Lnctobaci1Jus blJtatas lAM 10063 19.8 (79.2) 23.6 (31.5) 16.1 ( 6.4) 

LactobaιiJJus jlJponiclIs IAM 10068 18.9 (75.6) 20.7 (27.6) 12.9 ( 5.2) 

Laclobacillus [crmι'nti ATCC 9338 14.8 (59.2) 15.2 (20.3) 21.4 ( 8.6) 

LactobaciJ/us pJan臼rumATCC 8014 14.7 (58.8) 14.8 (J 9.7) 8.0 ( 3.2) 

Lnctobacillus sp. K Y 3663 16.0 (64.0) 19.9 (26.5) 21.5 ( 8.6) 

Lcuconostoc CIuovorum 凶M 1087 17.8 (71.2) 20.3 (27.1) 14.9 ( 6.0) 

Pcd/~配οccus parvulus IFO 12233 19.3 (77.2) 17.3 (23.1) 19.7 ( 7.9) 

反応条件 湿菌体 100g!l， 0.1 Mリノ俊ナトリウム緩衝液 pJJ8.5，トノレエノ 2% (vol./vol.)， 37 "C， 4 hr 
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3 3 品JI!1'1.1ルタlノ般生歳Jj法の聞尭

次いで、必濃度基質(150mM， 500 mM)で評価を行った。その結果、 LactobaロlIusb町 VIS

，T(C 8287の有するグルタミン酸ラセマーゼは、 500mMのレグルタミン僚を基質とした場合でも、」正'1'1

a度lこ I~Iま比例してDーグルタミノ酸生成f立が.WI大することが判明した (Table 3-1)。

以l二のことから、 L.brevis ATCC 8287をグルタミン酸ラセマーゼ生産的株として選択し、以

信の憤.Hを行った。

2に15g/lのDー， L-，またはDL-クルタミlまfこはI古I也なお、 L.bn:vis ATCC 8287は、 I古地

ノ置を添加l、あるいは無添加lでの培養で、グルタミン椴ラセマーゼの凶体活性に差がなかったことから、

7ルタiン般による本防ぷの誘導生産はないと思われる。

2 乳般的をJIj，、たDグルタミン酸の製造3 3 

L. brcvis ATCC 8287のクルタミン酸ラセマーゼについて、歯体反応での反応条例検討をした。

川、の全通pHはH.5、笠通1M!.互は37"Cであった (Fig.3-4)。至適反応条例における的体活性は2.3units/g 

岨∞lls、M細胞1111lL:波での比活性は0.035units/mg protcinで、 l見知的株 Pedio印町uspcntοsaωfJS IFO 

1印刷1，L"etοba口lIusfcrm山，tiATCC 9338".\'瑚 lJ:l米のグルタミ/酸ラセマーゼよりも数倍 r~'5 ~、活性であっ

t 的体反応に対する 2~î'1 Lーグルタミン酸濃度の影響を調べた結果、根幽体100 g/Iを矧いて Lークルタミ

ノ匝l∞g/I(0.68 M)までを24時間で完全にラセミ化することがs可能であった (Fig.3-5)。

検討の過程で本i通株がL-体特異的なグルタミン椴デカルポキシラーゼを同時にイTすることを見

札1こ。 本n~;!~の反応の至適pHは4.0以下であり、 pH 7.0以七では活性は験出されなかった。 -)j、至~

pH制 5であるグルタミン椴ラセマーゼ活性は、pH4.0では検出されなかった (Fig.3-6)。このクルタミ

ノ陸デカルボキゾラーゼは、 0-クルタミノ酸を2mとはせず、 0-グルタミン椴による阻害も観察されなかっ
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Fig. 3-4 L.brcvis ATCC 8287のグルタ ミン敵ラセマーゼ活性に対するpH(A)と温度(B)の影響

反応条件 極的体100g/l，しグルタミン椴680mM，トノレエン2%(vol./vol.)， 60 min 

(八)37'C， (B)0.1 M リン酸ナトリウム緩衝液p1l8.5
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Substrate 

oレGlu 5 g/1 
d LrGlu 10 g/1 
口しGlu 25 g/1 .しGlu 50 g/1 
A レGlu1∞呂n.しGlu2∞畠n

3 3 結果
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Fig. 3-5 L.brcvis ATCC 8287のクルタミン椴ラセマーゼ活性に対する基質Lクルタミン酸濃度の影響

反応条件 湿世I体 100gil， 0.1 M リン峻ナトリウム緩衝液 pIl8.5，トルエン2% (vol./vol.)， 37 "c 
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Fig. 3-6 L.brcvis A TCC 8287のグルタミン般ラセマーゼ活性とグルタミン椴I1見炭酸酵素

に対するpHの影響

反応条件 首1.Il:i体 100g/l，しグノレタミン酸680mM，トjレエン2% (vol./vol.)， 37 "C， 60 min 

本菌株のiIl-.l泊体100g/I をJIlいて pH4.0で反応することにより、 DLーグルタミン酸 100g/1中の

~7'1レタミノ酸 50g/lを完全に 7 アミノ飴民主 (GABA) に転換することが可能であった。

以上の結果をもとに、 L.brcvis ATCC 8287の有する1，ld防豆転の反応至適pHの迎いを利用して、

明性の蘭休をmいたしグルタミン酸からのDグルタミン酸の生産ーを試みた。
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111'グルタミノ般生産方法の開尭 3 3 結果

まず反応液のpHを8.5として、グルタミン酸ラセマーゼにより L・グルタミン般をラセミ化し、

有いで反応縦のpHを4.0として、し体特民的なグルタミン般デカルボキシラ ゼによりラセミ化したOL-グ

ボン制1のしグルタミン般を7アミノ的般に転換するo pH 8.5ではL体特果的なグルタミン般デカル

ボキゾラーゼは作用せず、従ってグルタミン椴ラセマーゼのみが{動き、またpH4.0ではグルタミン酸ラ

tマーゼは機能せず、し体特!1i1的なグルタミン酸デカルポキゾラーゼのみが働く。

この}i針に基づき、 L.brevis ATCC 8287の出歯体I∞ g/IをJllいて、レグルタミノ椴100g/I 

(0.68 M)からのDクルタミン限生産について検討した。pH8.5、24時間の反応で、レグルタ ミンnJ1!OO

~ lIi完全にラセミ化され0-クルタミン酸50 且/1が生成した。 次に、リン酸にて反応液pHを4.0に下げ、その

仙リン般にて pHを4.0~4.5に保って反応を続けた結果、 24時間で、 Dレグルタ ミン殿中のLーグルタミン

車は完全に7アミノ酪般に転換され、反応液中には0-グルタミン徴 50g/Iが残存した (Fig.3-7)。反応

車中の口グルタミノ酸と 7ーアミ/酪阪は、容易に分離材製可能て'あった。

本法により、発際法で安fdliに生J!If.されるL-グルタミン酸を出先物質として、 0-クルタミノ散を

生産することがt可能になった。 しかし、 一般的に乳椴幽は多量のI音袋幽体を得ることは困難である。そこ

て、タルタミノ般ラセマーゼの効率的な生産を目的に、 E恥'hcrichia叩 Iiて'の生産を試みた。
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F唱3-7 L. brcv':， ATCC H287J吉義歯体をJlH、たしクルタミン酸からのDーグルタミン般の醇点的生産
反応条件 湿出l体 100g/I，出発基質レグノレタミン峨680mM，トルエン 2% (vol./vol.)， 37 "c 

-91-



fJ1DグルタEノ厳生爺Jj訟の開後 3 3 結束

3 3 -3 クルタミン徴ラセマーゼ遺伝 iこのクローニング

E叩 JiTM93(ppι)のしグルタミン敵要求性が、ラセマーセの導入によりDクルタミ/酸で代将

されることを利用して、 L.hrιvis A TCC8287 III来のクルタミン酸ラセマーゼ泣伝子の取得を試みた。

L. brevis ATCC8287の染色体DNAをH川 dlll切断後、 psR322のHindIlI切断昔11位に連絡し、 E

"，i1TM93に導入し、 D-グルタミン酸を含むJ岳地-4 ( M9島地)寒天平仮上に生育する }f~質転換体を取得

し1:%質転換体に合まれるプラスミドについて検討した結果、)~質転換体から 2 槻芳lのプラスミド、

同ARl，pGAR2、を取得した。両プラスミドには、同一の制限静子長切断地図を有する2.8kbのHindIll切断

DNA断片が、お互いに災なる)'j向で挿入されていた (Fig.3-8)。

んrl(6.4) 

同日;;;;;〆六、川1(1.4) 

目立t;)pGARl 

(7.1 kb) 
011 

pGAR2 

(7.1 kb) 

、巴1之d叱て 内加刷I1叩l

) &沼RV(σ3.0町
IJaml日(3.2)
SaJI (3.4) 

Fig.3-8 グルタミン酸ラセマーゼi立伝子を街するプラスミ ドpGARl，pGAR2 

Table 3-2 組換え凶のグルタミン西空ラセマーゼ活性

Glutamatc raccmase activity 
Strain 

[units/g wel cclls) (Rclative activity) 

L br出 叩 ATCC8287 8.5 

E印 IiTM93 。 。
EωIiTM93/pGARI 1，270 149 

E叩 IiT肘193/pGAR2 1，390 163 

反応条件 湿的体 1g!l， 0.1 Mリン量産ナトリウム緩衝液 pI18.5，しグノレタミン酸680mM，トノレエノ2%

(vol./vol.). 37 "C. 60 min 
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ISJCげルタミ:.-It't磁E食町開挽 3 3 結果

これらのJt~'î'í転換体は、すべてグルタミン酸ラセマーゼ活性を示したことから、取得 した

OSA断片にはL.brevis ATCC8287由来のグルタミン椴ラセマーゼi世伝子が含まれると判断された (Tablc

u 借地 3 (LB構地)で20時間培養したTM93/pGARIとTM93/pGAR2の培益幽体'1'のグルタミノ椴

うセマーゼ活性はそれぞれ1，270units/g wet凹 Ilsと1，390units/g wct ceJJsで、 L.brcvis ATCC8287の約150併

の自体活性を示した。顕微鏡観察では頼粒 (incJusionbody)の形成は認められず、また、 l通体破砕後にi卓

Lづ}離iこよ り未破抜l週休を含む不溶性画分を除いた~I(細胞JJIitl\液中に活性の64 %が存:(Eすることから、

TM9J.pGARIとTM93/pGAR2て'生産されたグルタ ミン般ラセマーゼは、ほとんどが活性型防ぷとして"J能

性自分にか住するものと15-えられた。

2.8 kbのDNA断片をいくつかの制限目宇奈で切断した後、 pUC18及びpUC19のマルチクローニン

Fサイ トに伸人し、サブクローニングを行った (Fig.3-9)。その結果、1.4kbのHindlJJ-B叩 RI断片をイIす

6場合にのみグルタミン酸ラセマーゼ活性が検出されたことから、クルタミノ酸ラセマーゼ遺伝 f二はこの

断片上に介イlするものと判断された。

グルタミン椴ラセマーゼ逃伝子が存在すると~えられたし4 kbのHindlIl-EcoRI住li!lーについて、

向}j[<ilから全出必配列を決定した (Fig.3-10)。その結m、24b離れた位置の 2ヶ所のATGコドンから始
まる2つのORFが(f{lすることが判明した。組換えi遍から紡製したグルタミン酸ラセマーゼのN本ア ミ

/薗配列 (MQNDI'IGLMD)から、段初のATGコドノから始まる828b (276アミノ酸残基)から成るORF

ヘグルタミン自主ラセマーゼの械造il'1伝子であると判断された。

l1indlll Pstl且= IUE同町 且1JJT11日E旬開 Hindlll

Tc 

_;)p. 

lac 

0.7 

Jac 

0.4 0.3 0.9 

/ac 
4唾一一一

lac 

0.2 0.3作b)

Ap 

Plasmid Activity 

lunits/g wct ceIls] 

pGAR1 1，270 

T.c____ pGAR2 1，390 

pGARS1A 1，480 

pGARS1B 1，810 

pGARS2A 0 
lac 
4唖一一一 pGARS2B 0 

Jac 
pGARS3A 0 

-・圃圃圃圃圃圃圃圃圃・ - ト一一 pGARS3B 。

Fig.3-9 1，[，入断片の制限酔素地図とグルタミン酸ラセマーゼ活性

反応条件 出!世I体 1g/l， O.t Mリン酸ナトリウム緩衝液pH8.5， L-グルタミン酸680mM，トノレエン2%

(vo1./vol.)， 37 'C， 60 min 

-93-



p l ~1ルタ 1 ン 値段生髭五誌の醐発 3 3 結集

Hind工工工

AAGCτTACTCCCCATCCCCGGGCAA 

26 TAλGGGCGCGTGCGCTATCCACττττTl'GCCCGTCCATAτTCAACGGCτTCττ'TGAGGλG 

86 TTCAττTl'CCATCGτττTC宜TGCCGAGCλGGCGCTGGAGTTCTITAATCTGCTTCATGGC

146 GGCλGCAAG宝'TCAGAGGCAGGλACAACCTGTl'CTCCGGCGGCGACAGCAGTAAGACTl'CC

206τ'TCCTGGTA宝TGCτ'TACGCCAGAGAAATAACTGGCTGGCTGCTACACCATG宜'TGCCGGGC

266 AλCGAGGGAGACCGTCATCCCCGGτTCAλAGCTCTGCTGAACAAτTGCGATCτττ'TCCTG 

326 TGTGGTACGCCGTCTGCGττTCTCCGGCCCTAAGACATCAATCATCTG宝:'TCTCCλλTGAC

386 TAGTCTMAAACTAGTATTAAGACTATCACτTA官'TTAAGTGATAτTGG宝'TGTCTGGλGH

-35 -10 SD 

446 TCAGGGGGCCAGTCTAGGCGATA哩主主主Q1:ITCAAGTAAATC~旦QQ.AGCGTI'GC円C

lMQNDP 工 G L M 0 S G V G G L T V L K 

506 ATGCAλλATGATCCGAτ中GGTCTAATGGATTCAGGGGTCGGTGG'I立'TGACCGTCTI'AMG

21 E V Q R L L P T E N T V F L G 0 Q A R L 

566 GAAGTTCAACGGτTGτTGCCCλCTGλλAATACAGTA'τ:Tl'CTGGGCGA'τ'CAGGCGCGττTG 

41 P Y G P R S V A E V T M F T K Q 1 A Q F 

626 CCATATGGACCGCGCTCGGTGGCTGAGGTCACAATG'Iヨ:'TACCAλλCAAATTGCGCAA宝TI

61 L R Q Q A R 1 K A L V 1 A C N T A T A A 

686 TTACGCCAACAλGCAAGλATCAAλGCGTTλGTGA'τTGCGTGTAACACGGCAλCTGCAGCG 

81 A L T T M Q Q T L P 1 P V 工 G V 工 A P G 

746 GCTCTλACλλCGATGCAGCAAλCl>τTGCCCATTCCGGTAATCGGCGTTATTGCACCGGGT 

101 A Q A A V Q T T R N H R 1 G V 1 A T A G 

806 GCGCAGGCCGCGGTGCAGACAACCCGTAATCACCGAAτ寸GGGGTGA宝'TGCAλCGGCCGGA

121 T V K S 0 Q Y R R 0 1 L A A A P N S Q 1 

866 ACGGTTAAGAGTGACCAGTATCGGCGAGATA'Iττ'TAGCAGCAGCACCTAATAGTCAAATT 

141 F S V A C P E M V T L A E Q N 0 L T T T 

926 TITAGTGTGGCTI'GTCCGGAAATGGTGACGCTGGCAGAGCAAAATGACTI'AACGACCACG 

161 S Q V T L V 0 P G L A T A E Q T V A 工 L

986 CATGCCCAGTCCGTAGTAGCGGCAAACτTGGCGTCλcτTATGGATAλGAAAAτ"l'GATACG 

181 H A Q S V V A A N L A S L M 0 K K 1 D T 

1046 τ'TGGTGATGGGCTGTACGCA宝哩ヨ:'TCCATI'ATTGCGAAGCGCTA宝TCAGCACGCTGTGGGT

201 L V M G C T H F P L L R S A 工 Q H A V G 

1106 TCACAGGTGACCτ寸GGTGGATCCCGGCTI'AGCλλCTGCGGAACAAACAGTGGCTATCCTA

221 K T R G L L N S A T T R G T A Q F F T T 

1166 AAGACGCGGGGGτT九CTCAA宝'TCTGCCACGACACGTGGGACGGCTCAA宜TC宝ヨヨ'ACCACG

241 G E T D Q F 0 T L A S Q W L D Q Q P T P 

1226 GGTGAGλCAGACCAGTI'TGATλCGτ'TGGCTAGTCAGTGG宜'TGGATCAGCAλCCAACGCCA

261 A K H V A 1 A Q L T T P M E V N 会

1286 GCGAAGCACGTGGCGA'τTGCGCAGCTGACAACTCCGλTGGλGGτ'TAACI'AAGλTGλCAAA 

EcoR工

1346 CACAAτ'TGTAATI'GCTACCλATAATGCGGGGAAGGCCCGτGAATTC 

Fig.3-10 グルタ ミン酸ラセマーゼ泣伝子を含む舟人断片の1益法配列

Eωli車11換え幽では、 lacプロモーターの位置に関わらずほぽ同等のタルタミン酸ラセマーゼ

叫が'1:.産され (Fig.3-9)、また、 lPTGやD-及びしグルタミン酸による誘導生産は観察されなかったo

Wょがグルタミ ン敗により誘導生産されなかったことは、 L.brvvis ATCC8287においても縦察された
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[31'1ルタiン微生産Jj法の聞宛 3 3 結果

3 3 1)。これらの結果は、 L.brcvis山来のプロモーターが、 E 叩 Iiにおいて卜分に機能すること

を示喧している。事実、 ATGの上流配列に、 E 叩 Jiの典型的な転写 ・翻訳開始構造に類似した配列、 10 

TATAGT)と35(TTCAG)が見だされた"..，)(Fig.3・10)。

E 印 IiC600， K294， HBI01， JA194， JMI09でのグルタミン徴ラセマーゼの発現について検討した

結果、活性はE叩IiTM93を術主とした場合の1/2以 Fであった。

3 3 4 剖l換え株の生産するグルタミン駿ラセマーゼの諸性質

グルタミノ酸ラセマーゼの諸性質の検討を円的に、 3 2 l 2記載の)J法に従って本醇素を

Eω，Ii TM93/pGAR 1から精製した。Tablc3-3に初製結果を示す。最終的に、無細胞抽出減から収ヰBl%で

11型し、比活性は24倍となった。精製自宇素はSDS-PAGEにより電気泳動的に単一であることを俄認した

Fig. 3-11) 0 SDS-PAGEでは本酵素の分 fi誌は ~J29，000 と計算され、出1正西日列から算出した分子量

珂，426とほぼ致した。

Tablc.3-3 E印 IiTM93/pGARlからのグルタミノ酸ラセマーゼの精製

Puri日catloll TutaJ protcin TutaJ activity Spccific activity 

proccdurc [mgJ [unitsJ [units/mgJ 

CcJ1 frcc cxtract 223 2，049 9.2 

Ammonium sulfatc 185 1，869 10.1 

sutyJ-TuyopcarJ 28.8 787 27.3 

DEAE-ToyopcarJ 2.9 627 216 

94，000 

67，000 ... 困. -闘圃.. 
43，000 --30，000 -・・圃・.圃_-

20，100 ー--14，400 --
2 3 

Fig.3-11 W製クルタミン酸ラセマーゼのSDS-PAGE

L，anc 1，3 ;分子鼠マーカー， Lane 2 グJレタミン椴ラセマーゼ
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3 3 結果131'1ルタ:ン俊生掌方法の聞究

組換え l道の生p~するクルタミン敵ラセマーゼの至適反応温度は37 .C， pHは8.5であり、 L.brevis 

ぷα287の菌体及び無細胞抽出液を丹j，、た検討結巣と一致した (Fig.3-12)。電通反応条件における本

昨京由比活性は 216units/mg、Dクルタミン敵及びレグルタミン般に対するぬnは各々5.94mM， 6.39 mM、

Vm.，I;i各々 208μmolc/mg/min，206μmolc/mg/minであった。 (Fig.3・13)。
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Fig.3-12 クルタミン般ラセマーゼに対するpHと温度の影響

反応条件 しグノレタミン椴100g/l，30min， (八)37"C， (日)0.1 M 1)ン椴ナトリウム緩衝液 p1l8.5
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Fig. 3-13 グルタミン酸ラセマーゼのLinewcaver-surkプロ ット

反応条例 0.1 Mリノ椴ナトリウム緩衝液凶18.5，37"C， 30 min 
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1' 1 ~1}レタ i ノ信生庇5怯の開発 3 -3 結果
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Fig.3-14 タルタミン敵ラセマーゼ活性に対する基質しグルタミン酸濃度の影響

反応条件 。1Mリン駿ナトリウム緩衝液pH8.5， 37 "c 

L. brevls A TCC8287由来のグルタミン般ラセ7ーゼの特徴の一つに、 j!，:St、)，!;'i1濃度でも活性を

維持することがある。本両手索活性は、レクルタミン酸 2.0M (300 g/J)まで全く影響を受けず、 2.7M(400 

8りでも400もの活性を有していた (Fig.3-14)。この性質は、 [l't的な利用に重要である。

本得点のol，!;質特YI，性について、 20積の蛋白質構成アミノ酸を基質として検討した結果、本目子，.}i

;l71レタミン酸のみを)，!;質として反応した。

さらに、本静素の補酵素'll'求性について検討を行った。本醇素はTris-HCI緩衝液にて透析して

b活性を失わず、透析後に1mMのPLP，FAD， FMN， NAD， NADI'を添加しても活性に変化はなかった。ま

た1曲解オ;としてPLPをイIする場合に生じる330と420nmの吸収極大叫は認められなかった。これらのこと

から、本俳ポは他の乳般的由来のクルタミン酸ラセマーゼと同様に補酵素非依存型ラセマーゼであること

がぷ唆された。

本陣京をカルポキシル基修飾試薬である10mMのヒ ドロキシルアミン、 10mMのフェニルヒド

うツン、あるいは10mMの水素化ホウ素ナ トリウムにて、 pH8.5， 37 .C， 30分間処理後も活性に変化はな

かった このことは、本醇素は活性に関与するピルボイル基などのカルボキシル基を持たないことを示唆

する 本nr.Aiはキレート剤である10mMのEDTAによって阻害されなかったことから、活性に関与する金

属Il持たないと与えられる。以上のことから、本隊素はfiliM素非依存性ラセマーゼであると花ーえられた。

本目手'*I;tSH俳素のm害剤である 1mMのZnSO.，1mMのCuSO..1 mMのPCMBにより強くm押

され、 2.j.ルカプトエタノールにより安定化したことから、活性'P心にSH基を有することが示唆された。

3-3-5 グルタミ/般デカルボキνラーゼのスクリーニンク

L. brevis A TCC 8287は、良好なL-体特J>l的なグルタミン酸デカルボキシノラーゼをイIしていた
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p l ~グルタミノ般生産 Jiltの開発 3 3 結集

子、 Jffj症により多 ~ Ilの的体を得ることは凶灘であるため、 多f吐i注tの凶体i取収1得早が容易であり、かつ比較的強

心体特y央t的なクグ，ル夕ミン般デカルホ，キ〉νノラ一ゼを干有Iすることが知られているE.叩 /iについて;r評、'1-1価面を行つ

，必川門 その結J巣i荘仏Lム、 E白印，/iATCC11246のググ今ル夕ミンE駿費デカルボキシラ一ゼゼ、の菌体活性が9引1u山Il山11巾/勾gwe剖1田ωIlss 

と高〈し、L.b釘rc町削v円isATCC 8287の幽体活性の約1H音であった (Table3-4) 0 E印 IiATCC 11246のグルタミ/

匝子力ルポキゾラーゼのし体選択性は丙く、 D・グルタミン酸を基質として反応しなかった。

Tablc 3-4 E 山 Iiのグルタミノ殴デカルボキゾラ ゼ

Strain 
Glutamatc decarboxylasc activity 

I units/g wet cells J rerative activity 

L brcvI!; ATCC 8287 8 

Eωli ATCC 11246 91 11.4 

EωIi ATCC 13676 21 2.6 

E印 IiATCC 21186 16 Z 

E印 Ii1M93 。 。

反応条件 出的体5g/I， 0.2 M酢般ナトリウム緩衝液pIl4.2，l.rグノレタミン白書 10呂/1，トノレエン2%

(vol./vol.)， 37 "(;， 30 min 

3-3-(; Dークルタミン微生産方法の検討

EωIi TM93/pGARIとEco/iATCC 11246をJHo、て、 しグルタミ/酸からD-グルタミン酸生産の

横dをlrった。 E∞liTM93/pGAR1の幽

bre¥'1sATじC8287と|百l様にpH8.5、37。じであった。至適反応条件下、 EωIiTM93/pGAR1の滋凶体2.5g/I 

てLグルタミ ン酸 100g/Iを10時1mで、 200g/Iを20時間で完全にラセミ 化することが可能であった (Fig

).15) また、レグルタミン椴 100g/Iを241時間でラセミ化するには、出幽休19/1でト分であった。

一方、 E叩 /iATCC 11246をm，、たしグルタミン殴の脱炭酸反応の至適反応条件は、pH4.2、
J7'(であった。E即 liATCC 11246の混凶体5g/Iを用いて10時間反応を行ったところ、 DL-グルタミンR星

川島l中のしタルタミン敗 50g/Iを完全に7アミノ酪酸に転換することが可能であった。

これらの結果に基づいて、しグルタミン酸からのDクルタミン酸の生産を試みた (Fig.3-13)。

ιω，11 TM93/pGAR 1 を3 2 3 ~，己般の万法で5 1 発静栢で培伎を行った。 TM93/pGARl (立、府地にアン

らリ ノを添加せずに椛益終 f時までf~:bいプラスミド保持事 ( 90 %)を維持し、安定して r::5~、クルタミ

匂ラセマーゼ活性を発現した (Fig.3-16)。抗生物質を添加せずにグルタミン般ラセマーゼを生産でき

二とは、大スケールでのIE~Î\'に宥利である。 îl'il 段階のしグルタミン酸ラセミ化反応は、このI告後凶体
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3 3 結毘

品重hl)3 gfl，しグルタミン酸 100gfl，トルエン 2% (vol./vol.)から成る反応液で行い、水般化ナトリウ

ムにてpHを8.5に調整した。その結果、しグルタミン般は、 37oC， 5時間の反応で完全にラセミ化された

fig.3・17)。この間のpHの変動はわずかであり、途，"(，て'のpH調整の必要はなかった。次に第 2段附の

2-3記自践の)J法で5I発防榊で府Lクlレタ iン椴脱炭椴反応のために、忠君主にてpHを4.2に剥砲し、 3

書したE叩 liATCC 11246の温的体を5gflとなるように添加lした。しクルタミン酸は、 37oC， 1011寺1/日の反

WCI cclls 
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Fig.3・15 組換え幽によるグルタミノ般のラセミ化に対する薗体設と基質濃度の影響

反応条例 (A)極的体2.5g! 1，100 mMリン駿ナトリウム緩衝液 pH8.5， 37 "c 

(s) 1;グルタミン厳680mM， 100 mMリン隊ナトリウム緩衝液pH8.5， 37 "c 
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Fig.3-16 E.coli TM93/pGAR-1のJ:s:益

唱聾条件 21の崎地 5をm，、51発酵槽にて培1.f.30 "c、 p1l6.8(14 %アンモニア水)、 700rpm、Ivvm、
フィード桜流量はグノレコース温度が0-1g!1の範凶になるよう調節
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l;t}E111的に y-アミノ断般に転換され、 D-グルタミン酸 50gtlが残存した (Fig.3-17)。この反応のIiU、

叫が反応波外に出てpHは絶えず上昇したため、盗酸によりpH4.2を維持し続けた。この反応液から、

世的なグルタミン酸の精製法に従って、光学純度99%以上のDークルタミン酸を得ることができた。

pll 4.2 

10 15 

Reaction lime [hrJ 

Fig.3・17 剖l換え歯を用いたしクルタミン酸からのDーグルタミン般の製j1f

反応条例 Lグノレタミノ椴100g/J， E colilM93/pG八Rlの説的体3g/l，トノレエン 2% (voJ./voJ.)， p118.5 (NaOIQ， 

37 "C， 10時IUJ盗酸にてpH4.2に調整後、 E 印 liATCC 11246の極的体5g/l， 37"C， 10時間(この閥、

短酸にてpllを4.2に維持)
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3-4 考察

3 <1 1 本製造}Jil，のIrf-価
本研究で完成したDーグルタミン般の製造/i法は、発防法で生産されるL-グルタミン酸を原料と

するため、原料は安価に1.():Eして供給可能である。

第l段階のグルタミン酸のラセミ化反応は、 EωIi組l換え的の生産するグルタミノ酸ラセマー

セを1fI ~ 、て常温1，';JEで行うために、化学的ラセミ 化とは異なり特殊な設備を必姿としなL 、。 また、化学的

ラセ ミ 化で必要となる屯金属などの触媒をJlH、ないために、精製などの処理せずにラセミ化反応放を~j2 

段階の俳ぷ反応にm~ 、ることが可能であり、}岩波による環境汚染の心配もない。

第2段階のし体特史的なグルタミン般デカルボキシラーゼをJIiいたDしグルタミン酸中のしグ

げ iン般の分解・除去は、光学選択性が高し、静素を用いた不可逆反応であるため反応収率及び生成物純

度b怖い。また、本nuは!:fi1 段附の反応によfH、るグルタミン般ラセマーゼと反応pHが災なるために、

車2段附の反応IIIJに第 l段附の醇素の失活処Illlが不要である。

以上のように、本研究で完成したD-クルタミン般の製造万法は良好な}J法であり、これまでに

出荒されている他の方法と比較しても多くの点で優れている。しかし、いくつか改普することによりさら

じ効率的な生産が"J能になると思われる。

本方法は 2段附の反応で用いる防ぷを得るために 2回の培設を行う必袈があり、さらに効率的

役産の可能性が残る。:日 l段階のグルタミン酸のラセミ化反応に用いるグルタミン酸ラセ7ーゼのクロー

ニング に成功し、谷þ~に多iiiの静素の生産が可能になった。一方、第 2 段階のLクルタミン般の光学選択

的分解反応にITIいるし休特民的なグルタ ミン駿デカルボキゾラーゼのクローニングは行っていないが、 ill

li fが取得できれば組換えk1lにて両酵素を同時に生産することが可能になると考えられる。E∞Iiのクル

P、ノ酸デカルボキゾラーゼi宣伝子の忠基配?ilJはすでに明らかにされていることから町、遺伝子の取得は

錫であると思われる。さらに、 乳酸菌をITJし、たDクルタミン般の製造で示したように、クルタミン酸ラ

セマーゼとグルタミン椴デカルポキシノラーゼの反応するpHが異なるため、両目孝素が同時に存在してもpH

D調整で一万の反応のみを選択することが可能である。また、両静或はエネルギー非袈求性であるため、

齢化することによりさらに効率的な生産ができる可能性がある。

また、グルタミン酸をラセミ化した後に半分を占めるしグルタミン酸を分解 ・除去するため、

岐J[;質であるしクルタミン酸からの収'f-5が50%を t回ることはなく、この点についても改善の余地があ

~_ L-グルタミン般からの収率を改善するためには、ラセミ化したグルタミン酸中のLークルタミン般をリ

-17ルする必_'lMがある。脱炭酸反応によるレグルタミン殴の7-アミノ略酸への変換では、 7アミノ断

ーlOI



[310-7'1'タ:ノ微生巌方法0)開発 3 4 身寮

揮をIliびクルタミン般に戻すことは困難である。たとえば、 L-体特呉的なアンラーゼをJH，、てラセミ体中

目Lグルタミン酸をアシル化して0-グルタミン酸と分Jコlした後、しグルタミン酸に戻すなと'の方法が可能

てあれば、収率が50%を越えることも"r能になると忠われるが、現在までに好適な方法と酵素は見出さ

れてL、ない。

3 ~ 2 クルタミン酸ラセマーゼの醇素的性質

Eωli TM93/pGARlから粉却したL.brevis ATCC 8287のグルタミン酸ラセマーセは、タルタ

: ;，般のみをlt;質とし、他のアミノ酸は基質としなかった。また、本防素の0-グルタミン酸及びレグル夕

、ノ般に対するぬnとVmaxがそれそeれほぽ問じM:であったことは、本隊素のD及びしグルタミ/般に'<'1す

るk応性がつ;t，~ しいことを示す。 これらの性質は、他の乳酸菌由来のグルタミン酸ラセマーゼの性質と同じ

である (Tablc3-5)。一万、 E∞hの murl遺伝子産物は、 0-1えびレグルタミン酸に対するKmとVma、が

よきく異なり、乳酸的 Ik来の醇素と性質がJ~なる")

Table 3-5 クルタミン酸ラセマーゼの併素的性質の比較

日ratn wctobaci11us Pcdio印刷JS Lactobacil/u5 Laclobacillus 凸cherichia 5crcptocoι'CUS 

brcvis 再nlO日ccus (crmcnti arabulOsus ωli K-12 chcm1ophi/us 

ATCC 8287 IFO 3182 ATCC 9338 ATCC 8014 IAM 10064 

murl司

聞町mc Glu raccmasc.' Glu raccmasc' 司Gluracemase
3
) Glu raι;cmase 4) (Glu回ccmasc)Asp raccmasc 

molccular wcight 29，426 29，142 28，312 31，503 27，881 

ammoacidじonlcnt 276 265 268 289 243 

甲ec国cactivity lunits/mg] 216 121 161 92 29.8 

Km[mM[ (D-Glu) 5.94 14 0.24 8) 3.6 

(IJGlu) 6.39 10 0.338) 14 

Vm制 [μmulc/mg!min[ (D-Glu) 208 (40)η 5.9 

(しGlu) 206 (30)η 18.7 

明Im，lpll 8.5 8.0 7.4 7.5 7.8 8.5 

1) E. coJi組換え菌にて生産した酵素を利用， 37 "cにて反応

2)ι coJi Hl換え箇にて生iJl.した酵素を利用汽 37"cにて反応
3) E coJi組換え菌にて生産した酵素を利用烹 30"cにて反応

4) L. a日binosusの生産する静索を利用問， 37 "cにて反応

5) E. coJi組l換え的にて生産した醇素を利用61)，37 "cにて反応

6) E. coJi組換え歯にて生産した静素を利用ペ 30"cにて反応

7) P. pcntosaccusの生産する醇ポを利川町 37"cにて反応

8) L. (erment;の生産する酵素を利用した場合のひグルタミン酸に対する Kmは22mMU)
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L.b凡・visA TCC 8287のグルタミン酸ラセマーゼの比活性とKmは、 Table3-5に示すように他の

11レタミン敵ラセマーゼとほぼ同等であったことから、活性測定条件におけるグルタミン酸をラセミ化す

る触雌としての能)Jに大庄はないと与えられる。しかし、 Table3・5に示す他のグルタミン酸ラセマーゼは

比較的低いJよ質濃度でmいているため、工業的な利用の可能性についてはいl断し難L、。一点、本研究でJtJ

• 'I:L. bavls ATCC 8287のクルタミン酸ラセマーゼは、 I司法i'lb1aJ.瓦(しグルタミン酸 300g!1)でも基'i'I

目古を受けないというJ-~能的な利用に適した性質を持っていた。

3 ~ 3 クルタミン椴ラセマーゼの1m凶f

アミノ酸ラセマーゼの多くは倒防ぷとしてPLPを虫色ボするカヂ刷、プロリ/ラセマーセ叫、 7

1パラギン酸ラセマーゼ叫のように補酵素を必要としない酵素も知られる。中島らは、 P.pelItosaaus IFO 

¥182のグルタミン阪ラセマーゼは補酵素を含まないことを示した明。111'1'らは、 L.femlcnli ATCC 9338の

グルタミン酸ラセ7 ーゼは補醇素としてFADを持つことを示唆した 13刊。一方、 Divcnらは、同じL

岡山liATCC 9338のグルタミン酸ラセマーゼの補醇素FADについて見なる結巣を報告したが、補再李主告の

q置については調べていな，，'九 GaJloらは、 1，;)じL.fenu叩 liATCC 9338のグルタミン敗ラセマーゼについ

てIA昨ぷの関与しない反応機怖を提案している却")。

本研究で検討したL.brcvis ATCC 8287のグルタミン椴ラセマーゼは、 fllin宇素英nの添加による

品性の変化はなく、 llti併ぷとしてPLl'を訂する場合に特徴的な吸収極大は認められなかったことから、 11ti

草本lrlliイI型ラセマーゼであると考えられる。また、本静子長はキレート斉IJによって阻害されなかったこと

川、前tl に関与する金以は持たないと与えられる。 以上のことから、本醇素は他の手l~必 111米のグル夕

、ノ般ラセマーゼと 1，;)様に1m凶チを持たないとJgぉえられる。

3 1 ~ グルタミン倣ラセマーゼのアミノ椴配列

L. bn:vis A TCC 8287のグルタミン酸ラセマーゼは、他の乳酸菌由来のグルタミン酸ラセマ-

tと1，;11*に倒防求Jド存性の防素であると与えられる。そこで、本防素のアミノ酸配列と、アミノ酸配列が

院かになっているP.P叩 losa出国 IFO3182刷とL.femlcnli ATCC 9338叫の補酵素非依存性のグルタミン酸

寸マーゼ、グルタミノ酸ラセマーゼ活性をイ1するE 印 liのmur/i世伝子産物町、乳酸菌Slreplo印出国

国加'philusIAM 10064の制限，1;非依存性のアスパラギン般ラセマーゼ明、CIOSladium51iιU却 diiATCC 

l海2の油貯ぷJ阿古rHIのプロリンラセマーゼ(後述、第4:!;i)、 PscucXJlnonassp. NS671のヒダントイ ン

ママーゼ126)のアミノ倣円以IJとの比較を行った。

アミノ酸円以IJの比較の結巣、 L. brcvis ATCC 8287のクルタミン椴ラセマーゼは、 p
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剤師a出usIFO 3182、L.[erm叩 liATCC 9338のグルタミン酸ラセ7ーゼと比較的 r~:;j ~、相同性 ( 46 0も， 42 %) 

を示した (Fig. 3・18)。したがって、乳酸菌においてタルタミン殴ラセマーゼi世伝チが比較的よく保存

5れており、砂子長は類似した械造を有することが考えられる。

L. brevis A TCC 8287のクルタミノ酸ラセマーゼと、 E 叩 Iiのmur/Jt伝子産物、 S.tbcnnophilus 

l>¥M 1∞64のアスパラギン酸ラセマーゼ、 Pscudomonassp. NS671のヒダントインラセマーゼとアミノ般配

刊の相[6JtEは各々 35%， 28 %， 26 %であったが、 他の乳酸菌18米のグルタミン自主ラセマーゼを含めて相l

1: MQNDP工GL必o SGVGGLTVLK EVQRLLPTEN TVFLGDQARL PYGPRSVAEV TMFTKQ工AQF

1: MDNRP工GFMDSGVGGLTVVK QLKNCYLMKK LSLLEMKQEM PYGPRPTAEV VEVSRQMASF 

1: HDNRP工GVMDSGLGGLSVLR V工QQKLPNEEVIFVGDQGBF PYGTKDQAEV RQLALS工GAF

61 LRQQλRIKAL VIACNTATAλλL'ITMQQTLP工PVIGVIAPGAQAAVQTTRN 8RIGVIATAG 

61 ・ LMTKN-IKALVIACNTATNA ALAVLQAELP IPVIGH工LPGAIMNRQTKN QK工GVIATLG

61 ・ L-LKHDVKM.MVVACNTATAA ALPALQMLP IPVIGVIEPG ARλλLAQDKK GPIGV工λτTλ

121 ・ TVKSDQYRRD工LλλλPNSQIFSVACPEMVT LλEQNDLTTT HAQSVVAANL ASLMDKKIDT 

120 TIKSEAYPKA LAE工NTKLRλYPVACQEFVEIAEKNEL8'IT AAQKVMNEKL AEFRQDQ工DT

120 'Iヨ'TAGλYPATIERLAPGTPV IAKATQPMVE IVEHGQTGTA KAQEVVSEQL MTFKEBPVKT 

181 LVMGCT8FPL LRSAIQBAVG SQVTLVDPGL ATAEQTマλlLKTRGLLNSAT TRGTAQFFτT 

180 LILGCTBFPL LEEGIQAAVG PDVTLVDPGV ETVBQL工Z工LTKQλLQHAEG PKAQDQYYST 

160・ LIMGCTBFPFLAPE工SKAVGPTVALVDPAK ETVλTAKSWL EQBQAMGNHA HPNYBL-YST 

241 ・ GETDQFDTLASQWLDQQPTP AKBVA工AQLTTPMEVN 

240・ GNIKNFEEIARTFLNQDLRV EEVKID 

239・ GNLPDLRAGVNKWLLSGBFD LGTAQ工EEGD

Fig.3-18 乳酸菌由来のグルタミン酸ラセマーゼのア ミノ酸配列の比較

t段，L. b河川SATCC8287;中段，P. pcntosasccus IFO 3182均;下段，L. (ermcnti ATCC 9338X1) 
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同性のr:'5い部分カ包括1所存在した (Fig. 3・ 19 ) 。 この相同性の高い部分には、活性に111~と思われるシス

テイン妓基が存在する。Tanner':;'は、 L んm 叩 tiATCC 9338のグルタミン酸ラセマーゼについて、この 2

つのゾステイン残基をアラニンに変換することにより活性を失ったことから、ラセミ化反応にはこの 2つ

のゾステイン9J1..M'が関与すると結論した32)。また、 Choiらは、 p，penlosa白山 IFO 3182のグルタミン酸ラセ

マーぜのンステイン残基を化学的に修飾することにより酵ぷが失活したことから、ラセミ化反応にはゾス

テイン残基が関与すると結論した問。一方、本研究で精製したL.bn:vis ATCC 8287のグルタミン酸ラセマー

ゼは般化に弱く、酵A~を安定化するために2 メルカプ トエタノ ールの添加が必要であった。 また、本防 A2

IjSH鮮AEの阻害i'fiJであるPCMBなどにより強く阻害されたが、 2-メルカプトエタノ ールにより阻害を凶泣

することが可能であった。これらの結巣から、本再宇奈も活性に関与するνステイン残基を持っと考えられ

る 以上のことから、 yステイン残基を含む 2 箇所の良く保存された領域は干m偉素~J'依存性アミノ殴ラセ

マーゼの活性'1.'心て'あり、これらの醇素のラセミ化反応の機締も鎖似しているものと思われる。

C. sticklandii ATCC 1 2662のプロリンラセマーゼについては、相向性の n1î~、官Ilj}を見出せなかっ

争
l、

乳酸菌がイ1する倒防素非依存性の乳酸ラセマーゼとの比較も興味が持たれるが、現在までにそ

の 次構造は明らかにされていなし、81問。

L. brevis Glu raccmasc ( 67) 工KALVIACNTATAAALT (180 ) TLVMGCTBFPLLR 

骨骨骨骨脅宵粛骨骨骨禽骨 量骨骨

lそpenlosaceus Glu raccmasc崎 (66) 工KALVIACNTATNAALA ( 179) TLILGCTBFPLLE 

* 食 会*****合合合合

L fermenci Glu raccmasc珂 ( 66 ) VKMMVVACNTATAAALP ( 179) TL工MGCT8FPFLA

1::. coli lIIur I gcnc叫 (89) LALAVVAC町 ASTVSLP ( 203) TVVLGCTBFPLLQ 

S. thermophilus Asp raccmase町 ( 77 ) PNPIVLTCNTABYFFEE (192) KVILGCTELSLMN 

Pseudomonas sp. hydantoin同cemasell6) (69) VDAFVIACWGOPGLBAA ( 176) AILLGCAGM.AEFA 

Fig. 3-19 補酵素非依存性アミノ酸ラセマーゼの相同領域

L brcvisのグノレタミン酸ラセマーゼを基準に一致するアミノ殴銭基を*印で示す。

3 <1 5 補酵素非依存性グルタミン殴ラセマーゼの反応俄械

アミノ酸ラセマーゼはアミノ酸の不斉αー炭素に作用してラセミ体を生成する反応を触媒する0

~(のアミノ殴ラセマーゼは補静素としてPLPを有し、 PLPと基質がンッ 7!g基を形成することにより 4
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賢を活性化してαー水ぷを引き抜きやすい状態とする"問。しかし、 L.b即visATCC 8287を含む乳酸菌 III

去のグルタミン倣ラセマーゼはPLPなと'の1iliM=.#を持たないため、 PLPと基質のゾッフ庖基を形成せずに

a長素を活性化することになる。この乳酸菌由来のグルタミノ殴ラセマ ゼの αー水系の引き抜き機備は

解明されつつある。ラセミ化反応における αー水素の引き抜き俄摘には、 1 Ji~基性残~Ji関与の反応と 2 Ji;. 

正性技JI;関与の反応が考えられる (Fig.3-20) 0 Choiらは、 P.P叩 losa，出 usIFO 3182のグルタミン酸ラセマー

セについて重水、 三重ノjく'1'で反応を行い、旋光JJ[変化におけるオーバーンューテインタ現象、及び生成物

のみが標識される現象を般認し、 2t詰1Ji性残基が関与する反応を予測した町。Galloらも、 L.fenn叩 1I

ATCC 9338のクルタミン椴ラセマーゼについて同様の現象を雌認し、さらに 2つのシステイン残基が関与

することを示したれ)。同織に、 Yamauchiらは、乳酸闘のグルタミ/椴ラセマーゼと 2つのシステイン残基

円近のアミノ酸配列に打l向性があるs.themlOphilus lAM 10064のアスパラギン酸ラセマーゼについても、

2塩JHW¥lbが関与する反応を予測した明。

L. brcvis A TCC 8287のクルタミン椴ラセマーゼは、 tiM宇奈を持たず、病性に附与するSH基を

(Jするなどの性質、』えび所性に関与すると F赴1 されるゾステイン残~Ji周辺のアミノ酸配列が他の乳酸菌由

来のずルタミ/酸ラセマーゼと良く似ていることから、 2つのνステイン残基が関与する 2塩基性成基関

与のIY.札，-111構が予怨される。

L. bn:vis A TCC 8287を含む乳酸l週/[1来のグルタミン椴ラセマーゼの結J11化はいまだに成功し

ていないが、今後の研究の展開には三次構造の決定が必袈であると思われる。

I ~ 、 R
/~+ J""II/

jy 

~~ J 十l Ml f
-/てu

(A) 1 J話基性残4関与の反応機構

lhJ 夕、lIJW12
「1∞c 「手「∞01

(s) 2.!i:基性残基関与の反応器対背

Fig.3・20 アミノ酸のラセミ化における水索引き抜き機椛
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3 4 6 クルタミン椴ラセマーゼの生理的な義

グルタミン徴ラセマーゼは乳酸菌に分布が限られるとされている8-21，明。本研究で多数の乳酸

自由グルタミン酸ラセマーゼ活性を評価し70株"t'64株に活性を検出した事実は、グルタミン酸ラセマーゼ

』悦瞳耐に広く存イEすることを裏付けるとA号えられる。

乳酸的111米のグルタミン殴ラセマーゼについては、本研究でI切らかにしたLnctobacillusbrevis 

ATCじ位87由来のグルタミン酸ラセマーゼ以外に、他のグループで Pcdio∞ι'USP叩 tosa印 usIFO 318220，21)， 

l珂伽α/lus[erm叩 Ii ATCC 9338""期由来の鰐素の性質について詳細lに検討されているが、生体内におけ

る4解ポの役;1;11はiリjらかにされていなし、。グルタミン酸ラセマーゼは生体内に普遍的に存在するしグル夕

、ン般に作用して存症が限られるDークルタミン酸を生成することから、本醇素の役;切として細菌の細胞~

4プチ ドグリカンの必須情成成分であるDーグルタミン敵の生成がJ号えられる。

Bacillus kII制的では、 アラニノラセマーゼによりしアラニンからDーアラニンを生成し、 この

1).7ラニンと2オキソクルタル酸からD-アミノ椴トラ Jスアミナーゼを用いてD-グルタミン般を生成する

ことが知られている日明。正面白lIus属知的では、この経路で生成したDグルタミン酸が釧胞!笠ペプチドグ

付ノの構成にIlH、られる"J能性が考えられる。したがって、ペプチドグリカノ構成成分としてのD-クル

れン般生合成経路は、釧l淘の極類によって貝!なる可能性が考えられる。

設近、 EωliWM335のDークルタミン般~求性を相補する泣伝子として murl .l立伝子が分離され、

1/レタミン酸ラセマーゼ活性を持つことが示された58-65)0 mur/ 遺伝子産物は、 EωIiにおいてペプチドグ

カンの生合成に関与するとJ雪えられている叫 (Fig， 3-21) 0 mur/ 遺伝子産物と乳酸菌111来のタルタミノ

量ラセマーゼのアミノ椴配列には、相阿佐がr:'bい昔s分が存在する明 (iiij述3~ 4 4)。さらに、吉村ら

は、この相!同1'1がMいアミノ敵国己列から設計したプライマーを丹H、たPCR法にて、 Pst::/J申monaspulidaと

llaphylu印刷saun::usにもクルタミン酸ラセマーゼと相同性が高い配列を持つ泣伝子の存イEを確認したへ

これらの・J~実から、クルタミン椴ラセマーゼは細幽に比較的広く存在し、 D グルタミン酸の生合成に関与

しているl可能性が示唆され、乳酸菌由来のグルタミン酸ラセマーゼもこのグループに含まれることが予知、

される。

しかし、 EωIiのmur/遺伝子産物の活性発現にはペプチドタ リカン椛成成分iIIi駆体である

LllP'N'7セチルムラモイルーしアラニンを必~とすること叫、 E 田Ii のmurlirt伝子上流Ikb以内にはりI1出

:リポソーム結合配列がr~~l\せないが叫少なくとも L. brcvis A TCC 8287のグルタミン自主ラセマーゼirt伝子

点にはこの配列がイFイEすることなどの相j[l;点もある。また、 PCR法にて存在を確認したグルタミン酸ラ

セマーゼと tn同性が r:'~t 、 P. puti品" S. aurl山 Sのi宜伝子及び遺伝子産物の性質も明らかにされていない。こ

らのことから、乳酸的111米のグルタミン殿ラセマーゼは、ペプチドグリカノ椛I点成分としてのDーグルタ
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:;;酸の'1ミ合成以外に特別な役割lを持つIIJ能性も与えられる。

今後、乳酸凶111来のグルタミン徴ラセマーゼの諸性質と泣伝子発現制御の解析、本醇素の欠飢

餓障の取得とそのJh性質の検討、 ペプチドグリカン構成成分としてのDグルタミン微生合成経路の解明、

そして他の細幽由来のグルタミン敗ラセマーゼ活性を有する併ぷの祐性質との比較により、本田孝素の役;IRI

州lりかにされる思われる。

UDP【GIc巳cNAc， M町
3 ， Mur，砂13 ， MurC ( Activating cffcct 

UDP-MurNAc-L-Ala _..;;.;可

↓に陥蜘叫rρD Murl 
4一一一一一一-D-Glu ~一一静 L-Glu 
UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu ， MurE ， MurF 
UDP-MurNAc-pcntapcptide 

+ 
pcptidoglycan 

Fig. 3-21 E. coliにおけるDクルタ ミン般の生合成とペプチ ドクリカ ン生合成への利件j611
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3 -5 まとめ

レグルタ ミン般を原料に、クルタミ/般ラセマーゼによるラセミ化とL--jlド特史的なクルタ

iン自主デカルポキンラーゼによるしグルタミン酸の選択的分解の2段階の隣家反応によるDクルタミ

ン酸の製造法の検討をした。

第 11変件?のグルタミノ酸のラセミ化に用いるグルタミン酸ラセマーゼを、乳椴菌について

スクリーニンクを行い、Lactοbacillusbrevis ATCC 8287 から、 l造体当たりの活性が~.~く、高11;質濃度

作クルタミン倣 2∞gfl以上)でも機能する良好な酵素を取得した。本菌株は、同時に良好なグル

タミン酸デカルポキシラーゼも持っていた。両酵素の反応pHの泣いを利用して、本l通株を用いて辿

枕して2段階の反応を行い、レグルタミン微からDクルタミン椴の生産が可能になった。

グルタミン椴ラセマーゼ生産的ム brevisATCC 8287の多量の幽体取得が困難であること

を解決するために、グルタミン酸ラセマーゼのE∞Ii組換え体での生産を検討した。E.C()1iのしグル

タミン酸要求性変災株の要求性相補を利月]して本再宇奈のi立liJこを取得し、 L.Im:vis ATCC 8287の約

15叫古のl遊休活性で本併ぷの生産が可能になった。本隊素は、 E 印 Ii組換え体において自己のプロモー

ターを用いて発現した。車11換え体E∞IiTM93/pGARIが生産するクルタミン酸ラセマーゼを用いるこ

とにより、効率的なinj 段断のしグルタミン酸のラセミ化反応が可能になった。

EωIi 制l換え体からグルタミン酸ラセマーゼを電気~J<動的に単一にt，';製し、諸性質をえrjべ

た本降素は、補俳ぷ)1，依存性のラセマーゼであり、活性に関与するSH基を有することが示唆され

た これらの性質は、既知の乳酸菌由来のタルタミン酸ラセマーゼと同じであった。また、本静素は

よれ、基質濃度(しクルタミン酸 300gfl)でも基質阻害による活性低下は認められず、工業的利JlJに

適した特徴を持っていた。

L. brevis ATCC 8287のタルタミノ敵ラセマーゼ遺伝チの全境基配列を明らかにした。本

醇Aiのアミノ酸配ダ11は、 l民知の乳酸l謝由来のクルタミノ椴ラセマーゼと高い+11同怖を/~した。ま た、

本醇AEと、l況知の乳問責凶dJ来のグルタミン酸ラセマーゼ、 EωIiのグルタミン酸ラセマーゼ活性をイI

するmurl遺伝子産物、及び乳酸菌由来のアスパラギン酸ラセマーゼとのアミノ微配列の比較で、 2
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箇19iのI込く保イFされたシステイン技法を含むアミノ酸配列を比出した。この部分が、ラセミ化活性に

f.J!<な部位であると F怨される。

レ体特Jiln甘なグルタミン酸デカルボキシラーゼの向い活性生産凶を得るために、本nr来を

仕Itすることが知られるE∞Iiの評仙沼行い、 E 叩 jiATCC 11246を選択した。本幽株のL-{本特典的

な夕、ルタミン酸デカルポキシラーゼは、 L.brcvis ATCC 8287の約II倍の菌体活性であった。本幽株

をme、ることにより、効率的な第2段断のレグルタミン酸の選択的分解反応がs可能になった。

E 叩 jiT脚193/pGARIによるレグルタミン酸のラセミ化、及び EωjiATCC 11246による

DLタルタミン椴'1'のしグルタミン般の選択的分解により、 lDDg/lのしグルタミノ般から光学純皮

切%以七のDグルタミン般 50g/lの生産に成功した。

以tの検討の結果、 Lグルタミン憎からDーグルタミン君主を効率的に生産する工業的なプロ

セスを完成した。

ー110



plfl-1'ルタミノ時金生産Jiltの問先 3 6 文献

3 -6 文献

1) Bachmann，B. (1990) Linkagc map of Eschcrichia印 IiK-12，ωition 8. Microbiol， Rev 

54: 130-197 

2) Roth， M.， and Hampa， A. (1973) Column chromatography of amino aci由 with

日uores田 nccdetection. Jσ'Iromalogr. 83 :353-356 

3) Saito， H.， and Miura， K. (1963) Prcparation 01' transforming dcoxyribonucJcic acid by 

phcnol trcatmcnt. Biochim. Biophys. Ada 72:619・629

4) Maniatis， T.， Fritsch， E. F.， and Sambrook， J. (1989) Molccular cloning a 

laboratory manual， 2nd cdition. Cold Spring Harbor Laboratory 

5) Laemm 1 i， U. K. (1970) Clcavage of strnctura1 protcins山口昭 thcassembly of the head of 

bactcriophagc T4. Nalurc. 277:680-685 

め 田中正生，長野雄治，木下祝郎 (1960)アミノ酸の光学活性に関する醇素的研究

(!:l11報)グルタミン酸の院本による新ラセミ分割i法 s..$:.必芸ftタ会話 34:737-740

η 田中正生，加藤洋，木下祝郎 (1960)アミノ般の光学活性に閲する静京((J研究(第2

幸U)Dしクルタミン般のn!f，q~的光学活性化 EJ..$:t:J#.:化学会話 34:740-745 

8) 田中正生，加藤洋，木下祝郎 (1960)アミノ般の光学活性に関する防素的研究<!1i3 

fU)細l泊によるグルタミノ般のラセミ化 a-*t:J芸佑学会話 34:852-856 

リ) 田中正生 (1960)アミノ般の光学活性に関する静来的研究(第4報)芋L椴菌の生産する

7ミノ検ラセマーゼ FI 本t:J芸化学会誌 34:1022-1027

10) 田中正生(1961)アミノ酸の光学活性に関する静素的研究(第5報)グルタミン酸ラセ

マーゼの阻3について Uィtt:J#.:ft学会話 35:210之12

11) 田中正生 (1961)アミノ般の光学活性に関する静素的研究(第6fU)グルタ ミン酸ラセ

マーゼによるうセミ化反応について 日本必芸化学会話 35:557-561

12) 田中正生，加藤洋，木下祝郎 (1961)アミノ酸の光学活性に閲する静素的研究(第7

報)グルタミン酸ラセマーゼの材製とその性質 EJ*};君主主ft学会Jt'35:1378-1381 

13) 田中正生，加藤洋，木下祝郎 (1961)アミノ般の光学活性に関する静素的研究 (第8

報)グルタミン酸ラセマーゼの配合併について 日本'Jlj1I俗学会必 35:138ト1385

14) Tanaka， M.， Kato， Y.， and Kinoshita， S. (1961) Glutamic acid r盲目m田efrom 

l
 
l
 
l
 



i31I>グルタミノ般生路方佳の聞発 3 6 文猷

LactobaciJJus fermcnti purification and propcrtics. Biocbcmi. Biophis. Rcs. Commun 

4:114-117 

15) Diven， W.F. (1969) Studi田 onthe amino acid raccmasc. 11. Puri日cationand propertics of 

glutamatc岡田m苗efrom LaclobaciJ/us [cnηenli. siochim. siophis. Ada 191:702-706 

16) Ayengar， P.， and Roberts， E. (1952) Utilization of D-glutamic acid by UJclobaιilJus 

.uabionsusu. Glutamate racemasc. J. Biol. Chcm. 197 :453-460 

17) Narrod， S.A.， and Wood， W.A. (1952) Eviden∞for glutamic加 d岡田m出 C 川

Laclobaι'illus arabinosus. Arch. sjochcm. siο'phys. 35 :462-465. 

18) Glaser， L. (19ω1) Glutamic acid ra田m苗efrom LaClobaillus arab凹aSus.J. 8i01. Chem， 

235 :2095-2098 

19) Glaser， L. (1970) Glutamic acid 問問蹴 (LaCloba，ι'illuspJanlarum). p. 873-877. Jn Tabor， 

H.， Tabor， C.W. (ed.)， Colowick， S.P.， and Kaplan， N.O.， Mcthods in enzymology， vol 

17， part A. A回 dcmicPrcss Inc.， Ncw York 

20) Nakajima， N.， Tanizawa， K.， Tanaka， H.， and Soda， K. (1986) Cloning加 d

cxpre日ionin EschenchiaωIi of glutamatc 問団mascgcnc from Pcdio印師団p叩 loS血:cus.Agriι 

/]ioJ. Chem. 50 :2823-2830 

21) Nakajima， N.， Tanizawa， K.， Tanaka， H.， and Soda， K. (1988) Distribution of 

glutamate ra田m出cin lactic acid bactcria and furthcr charactcrization of thc enzymc from 

Pcdi臼 X肱 uS戸nlosaccus.Agri，ιsioJ. Chcm. 52 :3099-3104 

22) Nakajima， N.， Tanizawa， K.， Tanaka， H.， and Soda， K. (1988) Enantioselective 

synthesis of various D-amIno acids by multi-cnzymc system. J. siotcchnuJ. 8 :243-248 

23) Esaki， N.， Nakajima， N.， Nakamura， K.， Yonaha， K.， Tanaka， H.， and 

Soda， K. (I990) Preparation of stereoselectively-auterated NADH and NADl'H by印 upling

of glutamate目ccmaseand glutamate dehydrogcnase. siulecJ1JJoJμ:11. 12:105-110 

24) Choi， S. Y.， Esaki， N.， Yoshimura， T.， and Soda， K. (1991) 0問中町山dionof 

glutamate m∞m酷eof Pcdiococcus pcnto.四ccusin EschcrichiaωIi c10ne cclls and its 

purification. Protcin Expression and PurIfi白川n.2:90-93 

25) Choi， S.Y.， Esaki， N.， Yoshimura， T.， and Soda， K. (1992) Reaction 

mechanism of gJutamatc raccmasc， a pyridoxaJ phosphate-independcnt amino配 idracemasc. J 

J3ioι'hem. 112:139-142 

一112



(3 J ~1J'タ l ン微生iIi方法の聞提 3 6 文猷

26) Ashiuchi， M.， Yoshimura， T.， Esaki， N.， Ueno， H.， and Soda， K. (1993) 

Inactivatioll of glutamatc同国m田cof Pcdio叩悶刈P叩 /0日'ccuswith L--serine かsulfatc. Bios口

8ioft:ι'h. Biοι，hcm. 57: 1978-1979. 

27) 中島伸佳，谷沢克行，田中英彦， 左右田健次 (1987)乳酸菌のグルタ ミン倣ラセ

マーゼの防素化学的研究とその応用必Me:工業 45・360-361

28) 中島伸佳，左右田健次 (1987) ピリドキサルリン椴比依存性ア ミノ般ラセマーゼ 佑

タ 43:212-213

29) 吉村徹， 左右田健次 (1994) グルタミン椴ラセマーゼのHliil'iと機能ハイオサイエムノ

スとインダス トリー 52:34-36

30) Gallo， K.A.， and Knowles， 1.R. (1993) Purification， cJoning，細川∞factoriJldcJ削 dClICC

of glutamatc回目m田eforrn Lac/obacillus. BiochemislIy 32:398ト3990

31) Gallo， K.A.， Tanner， M.E.， and Knowles， J.R. (1993) Mechanism ofthc reac1ion 

catalyzed by glutamate悶cemase.BiochemislIy 32:3991・3997

32) Tanner， M.E.， Gallo， K.A.， and Knowles， 1.R. (1993) Isotope Effcc1s加dthc 

idcntificalion of catalytic rcsidues in thc r四 cl10n回国Iyzedby glutamate racemase. Biochemis/ry 

32・3998-4006

33) Hoopes， B.C.， and McClure， W.R. (198ηStratcgies in rcgulation of transcription 

initiation.， p. 1231-1240. ln Neidhardt， F.， Ingraham， J.L.， lρw， K.B.， Magasanik， B.) 

Schaechter， M.，加dUmbarger， H.E. (ed.)，凸cbenchia叩 liand SaJmonelJa typbimuaum 

Amcrican Society of Microbiology， Washington， D.C 

34) GoJd， L.， and Stormo， G. (198ηT四 ls]ation叫 lnitiation.，p. 1302-1307. ln Neidh町dt，

F.， Ingraham， J.L.， Low， K.B.， Magasanik， s.， Schacchtcr， M.，加dUmbarger， H.E. (吋)，

Escherichia∞，li and SalmoneJJa typhimurium. American Socicty of M icrobiology. 

Washington， D.C 

35) GaJas， D.J.， Eggert， M.， and Waterman， M.S. (1985) Rigorous pattem-問叩Igl1lllon

mcthods for DNA sequences. Analysis of promotcr田中町田sfrom凸cbcnchiaωIi.1. Mol 

Biol. 186:117-128 

36) Shine， 1.， and DaJgano， L. (1974)百 e3'-terminal seq回 日出 ofEscherichiaωli 16S 

ribosomal RNA. Complementarity to nonscnse triplets加 dribosome binding sitcs. Proc. NatI 

Aωd. 5ci. U5A 71 :1342-1346 

ー113-



pl ~'fJレタ :ノ健生fk Jj法の聞究 3 6 文献

37) RusselJ， D.R.， and Bennett， G.N. (1982) Construction皿danaJysis of in vivo activity 

of Eωli promoter hybrids皿dpromotcr rnutants that altcr the -35 10・10spa口ng.Gcnc 

20:231-243 

38) Cowing，D.W.， B町 dwelJ， J.C.A.， Craig， E.A.， WooJford， C.， Hendrix， 

R.W.， andGross， C.A. (1985) Consensuss悶ucn回 forEsdu:dchia roli hcat shock gcnc 

promoters. 1ケVC.NaU. Aωd. Sci. USA 82 :2679-2683 

39) Hawley， D.K.， and McC口Ju山He，W.R. (ο19兜83勾)Co凹叩I町mp卯凶il凶a副tl旧on剖 da叩n心y戸51阻sof Es守弘ι'che，町I即 '/1iaa 

ωli promoter ONA sequenccs. Nuclcic Aad. Rcs. 11 :2237-2255 

40) Gold， L.， Pribnow， 0.， Schneider， T.， ShinedJing， S.， Singer， B.S.， and 

Stormo， G. (1981) Translational initiation川 prokaryotes.Ann. Rev. Microbiυl 

35・365-403

41) Shassy， B.M.， and Murphy， C.M. (1993) Laclo印刷sand Lactobacillus. p. 65-82. In 

Sonenshcin， A.L.，回dLosick， R. (ω)， BacJ11us sublilis加dother gram-positivc bacteria 

Amcrican Socicly of Microbiology， Washington， D.C 

42) Matern， H.T.， KJein， J.R.， Hen口ch，B.， and Plapp， R. (1994) Oetermination 

and cornparison of LactobacilIus dcJbmeckii ssp. lactis DSM7290 promotcr sc中cnc田 FEMS

Microbiol. Lcll. 122:121-128 

43) Johnson， R.J.， and MetzJer， D.E. (1970) A1叫 yzingspct.1ra of vitamin 1¥ arivativ悶

p.433-471. ln McCormick， 0.8.， Wright， L.O. (ed.)， Colowick， S.I'.， and Kaplan， N.O.， 

Methods in cnzymology， vol. 18， part A. Acadcmic Press Inc.， Ncw York 

44) Najjar， V.A.， and Fisher， J. (1952) Glutamic acid de田 rboxylase仕omE.ι'oli， Fcιd 

l'roc. 11 :264 

45) Najjar， V.A.， and Fisher， J. (1954) Studies onしglutamicacid de田 rboxylasefrom 

Escheachia∞li. 1. Biol. Chem. 260:215-219 

46) GaJe， E.F. (1945)Studics on baL1crial amino-acid dccarboxylase. 5. The usc ofspecilic 

dcca巾oxylasepreparation in the estimat旧nof叩 lino-acidsand in protcin 3nalysis. Bioch叩 1.J 

39 :46-52 

47) Taylor， E.S.， and GaJe， E.F. (1945) Sludi問。nbacteria1 amino-acid由回rboxyl田 e. 6 

Codecarboxylase conlcnl田 daction of inhibitors. Biochcm. J. 39 :52-58 

48) Yo， C.M. (1971) Quatcmary structurc of glulamalc dc回 rboxylascof E')c/u:achia叩 lias

ー114-



p1D-グルタミン般生蔵方怯の開発 3 6 文鰍

問vcaJedby cJcctron microscopy. J. MοJ. Biol. 59:215-217 

49) Strausbuch， P.H.， and Fischer， E.H. (1967) Crystallization 'llld properties of 

gJutamate de即加xylascfrom Eschcrichia∞1i strain W. siochem. Biophys. Rcs. Commun 

28:525-530 

50) Marcus， M.， and Halpern， Y.S. (196ηGenetic analysis of glutamate transport and 

gJutamatc dc回rb町 ylasein E叫 cricbia印 li.J. Bacteriol. 93:1409-1415 

51) Marcus， M.， and HaJpern， Y.S. (1967) Genetic加dphysiological analysis of 

glutamate deca巾oxylascin Escherichiaωli K-12. J. Bacteriol. 93:1509-1510 

52) Strausbuch， P.H.， and Fischer， E.H. (1970) Chemical and physical properties of 

Escherichiaωli glutamatc decarboxylase. Bi此 !Jcmistry9:226-232 

53) Shukuya， R.， and Schwert， C.W. (1960) G1utamic配 iddeca巾oxyJase.L. Isolation 

pr田 cdur田加dproperties of the enzyme. 1. Biol. Chem. 235:1649-1652. 

54) Shukuya， R.， and Schwert， C. W. (1960) Glut訓 icacid血:arboxyl四 2百 espectrum 

of the enzymc. 1. Biol. Chcm. 235:1653-1657 

55) Shukuya， R.， and Schwert， C. W. (1960) GJutamic acid decarboxy1ase. 3.刊 e

川activationof the cnzyme at low temperaturcs. Jβiol. Chcm. 235:1658-1661 

56) Roberts， E. (1957) lnhibition of bacterial glutamic decarboxylase by hydroxylamine. J 

Biol. Chcm. 198 :495-500 

57) Umbert， W.W.， and Gunsalus， I.C. (1945)百lCfunction of pyridoxinc dcrivatives 

Arginine加dgJutamic acid decarboxylases. J. Biol. Chem. 159:333・341

58) Doublet， P.， van Heijenoort， J.， and Mengin-Lecreulx， D. (1992) ldenti日日tlOIl

of the Eschcrichia印 IimurJ genc， which is requircd for thc biosynthcsis of D.g]utamic acid， a 

SpcCl日ccomponcnl of ba(..1crial pcptidoglycan. J. Bacleriol. 174・5772-5779

59) DoubJet， P.， van Heijenoort， 1.， Bohin， 1.-P.， and Mengin・LecreuJx，D 

(1992)ηlC mur/ gcnc of Eschcrichia roJi is加白sentiaJgene that cncodes a glutarnate目白m国C

activity. J. /Jacteriol. 175 :2970-2979 

60) DoubJet， P.， van Heijenoort， 1.， and Mengin-LecreuJx， D. (1993) 1曲山口岨t1011

。fthe mur/ ，md murB gcncs∞ding for cytoplasmic peptidogJycan synthetases in thc 90引 1111
region ()f thc E.ωli chromosome. p. 139-146. In也 Pedro，M.A.， Holtje， J. V.，加d

Loffelhardt (cd.)， sactcriaJ growth ，md Iysis. Mctabolism加dstructurc of the bacterial 抽出ulus

-115-



plD-グJVタEン俊生Ili方怯申開発 3 6 文献

Plcnum Publishing Company， London 

61) Doublet， P.， van Heijenoort， J.， and Mengin-Lecreulx， D. (1994) 1百cglutamate 

四回m田eaclivily from Escherichia叩 Iiis陀gulaledby peplidoglycan precu目or

UDP-N-acetylmuramoyl-L-alaninc. Biochemistry 33 :5285-5290 

62) Yoshimura， T.， Ashiuchi， M.， Esaki， N.， Kobatake， C.， Choi， S.-Y.， and 

Soda， K. (1993) Expression of glr (murl， dga) gcne cncoding glulamatc ra回m国C111 

Escberichiaωli. 1. Biol. Chem. 268・24242-24246

63) Baliko， G.， and Venetianer， P. (1993) Anε旨dlcadJiaωJigcnc in search of FunL1io日

Phenotypic effects of the gene 町田川Iyidenli日ed田 murl.J. BaClenol. 175 :6571-6577 

64) Pucci， M.1.， Novotny，1.， Discotto， L.F.， and Dougherty， T.1. (1994) thc 

E叫 cachiaωliDga (Murf) protein shares biological activity皿dsl叩cturaldomains with the 

Pcdiocxxxus pcntosaι'cus glutamalc r8cemase. J. Bacleriol. 176:528-530 

65) Blattner， F.R.， Burland， V.， Plunkett 1[[， G.， Sofia， H.1.， and Daniels， 

D.L. (1993) Ana]ysis of the E町l1Cdch目印ligcnomc. IV. DNA scqucn出 ofthc rcgion from 

89.2 to 92.8 minutes. NucJeiιA口dR回 21:5408-5417 

66) Okada， H.， Yohda， M.， Giga-Hama， Y.， Ueno， Y.， Ohdo， S.， and 

Kumagai， H. (1991) Distribution剖 dpurification of描 partatc悶田m田ein lactic acid bactcria 

Biochun. Biophys. Ada 1078・377-382

67) Yohda， M. Okada， H.， and Kumagai， H. (1991) Molccular cloning皿dnuclcotidc 

scquencing of the出 partatc目白m田cgcne from !actic acid bacteria Strcplo印品:usthcnnoplJilus 

siochim. siophys. Ada 1089・234-240

68) Yamauchi， T.， Choi， S.ーY.，Okada， H.， Yohda， M.， Kumagai， H.， Esaki， 

N.， and Soda， K. (1992) Properties of田par1ateracemase， a pyridoxal 

5'-phosphatc-indcpcndcnt amino acid racem8SC. 1. Biol. Chcm. 267 :18361-18364 

69) 田中縛己，岡田宏文， and王堂哲 (1990)公開特許公報平2-171195 アスパラギン

般のラセミ化法

70) Lamont， H.C.， Staudenbauer， W.L.， and Strominger， 1.L. (1972) Partial 

purification叩 dcharactcri日 lionof an田pa巾 Ic岡田m出efrom SlIcptococcus f.1C印 Iis.1. 8iol 

Chcm. 247:5103-5106 

71) Martinez-Carrion， M.， and Jenkins， W.T. (1963) Some propcrtics of a D-alaninc 

ー116



1310-グルタ ミン微生広占法の開尭 3 6 文献

D-glutamatc aminotransferase puri.fied from BacilJus subtilis. Biochcm. sjophys. Res 

CommulJ. 12・365-368

72) Martinez-Carrion， M.， and Jenkins， W.T. (1965) D-AJaninc-D-glutamate 

transaminasc. 1. Puri日cation胡 dcharacterization. J. Biol. Chcm. 240・3538-3546

73) Martinez-Carrion， M.， and Jenkins， W.T. (1965) D-AJaninc-D-glutamate 

transaminasc. II. Inhibitors and the mechanism of transamination of D-amino acids. J. sioJ 

Chem. 240:3547-3552 

74) Soda， K.， Yonaha， K.， Misono， H.， and M_ Osugi. (1975) Puri日cationand 

crystallizatioJl of D-amino acid aminotransferase of sacillus sphaericus. FEBS Lett 

46:359-363 

75) Yonaha， K.， Misono， H.， Yamamoto， T.， and Soda， K. (1975) D-Amino acid 

aminotransferase of BacilJfJs sphaen~ιus. 1. 8iol. Chcm. 250:6983-6989 

76) Yonaha， K.， Misono， H.，却dSoda， K. (1975) Reconstitution of D-amino acid 

aminotransferase. FEBS Lell. 55 :265-267 

77) Tanizawa， K.， Masu， Y_， Asano， S_， Tanaka， H_， and Soda， K. (1989) 

Thermostablc D-amino acid町ninotransferasefrom a thermophilic Bacillus species. J. 8iol 

Chem. 264 :2445-2449 

78) Tanizawa， K.， Asano， S.， Masu， Y.， Kuramitsu， S.， Kagamiyama， H.， 

Tanaka， H.， and Soda， K. (1989)百 epnmaηstructurc of thermoslable D-amino acid 

aminolransfcrasc from thermophilic Baci1Jus specics and itsωrrelation with L-amino acid 

aminotransfcrase. 1. 8iol. Chem. 264 :2450-2454 

79) Martinez del Pozo， A.， Merola， M.， Ueno， H.， Manning， M.M.， Tanizawa， 

K.， Nishimura， K.， and Soda， K. (1989) Stereospccificity of reaction cataly回 dby 

bacterial D-amino acid transaminasc. J. BioJ. CheI刀 264・17784-17789

80) Cardinale， G.J.， and Abeles， R_H. (1968) Puri日catl叩削dmcchanism of action of 

prolinc raccmasc. Biochclηislry 7 :3970-3978. 

81) 谷沢克行， and左右田健次 (1988)アミノ酸ラセマーゼその静素化学と応用努d1

と工業 46・166-178

82) 左右田健次 (1976)アミノ酸ラセマーゼとアミノ酸エピメラーゼ p.433-471. In IJ.I川

民夫， 今掛荊l友.'西尿奈美，早石修，和田陣 (ed)，生化学実験講賂， 11，アミノ酸代謝

一117-



~ 
[3["グルタミン般生fIi方法旬開発 3 6 文献

と生体ア ミン(上)，*京化学l両l人，点京

83) 左右田健次 (1974)アミ ノ酸ラセマーゼ 盆佑''f:46:203-222 

84) Adams， E. (1972)向ninoa(.id目白m呂田町depime回国 p.479.507. 10 l3oyer，P.D. (叫L

Thc cnzymcs， vol. 6， C町boxylation加 d血 迅巾oxylation(Nonoxi似 ivc)，[somcri四 tiOIl， 3rd 

cdition， A国【lcmicPress， New York and London 

85) Smith， D.K.， Kassam， T.， Aingh， B.， and ElIiott， 1.F. (1992) E:弘hcricbiaa'Jli 

has tWQ homologous gJulamate dc回 r加λyl昌cgcnes the map 10 distinct loci. J. Daclcriol 

174:5820-5826 

86) Choi， S.-Y.， Esaki， N.， Ashiuchi， N.， Yoshimura， T.， and Soda， K. (1994) 

l3acterial glutamate目白m田ehas h igh sequen田 similaritywith myoglobin and forms加

cquimolar inactive complcx with hemin. Proc. NatJ. A回 d.Sci. U.丘~ 91 :10144・10147

87) Hiyama， T.， Fukui， S.， and Kitahara， K (1968) Purification田 dprope山CSof lactate 

同国mascfrom LaclobacilJus sakc. J. Bioι'hem. 64 :99-1 07 

88) Stetter， K.O.， and Kandler， O. (1973) Untersuchungen zyr c山 lchungvon 

DL-miJchsaurc bci Lactobacillen山ldcharakt町isierungciner milchsaurcracemase bci cini呂田1artcn 

der untergatlung Slrcptubaclcrium. AfIι!J. Mikrobiol. 94:221-241 

H9) Saxholm， H.， Zi町lmer，T.ーL.， and La1and， S.G. (1972)百 cmechanism of the 

inhib山011nf gramicidin.S synthesis by D.leucine. Eur. J. Biυchcm. 30:138-144 

90) Corrigan，1.J. (1969) D-Amino acid in animals. Scicncc 164:142-149. 

リ1) Orlowski， M.， and Meister， A. (1971) Enzymic formation of pyロolidone印 rboxylic

acid form glutamic acid. p. 133-136. ln Boycr，P.D. (ed.)， The enzymcs， vol. 4， 3rd cd.， 

Academic Prcss Inc'J New York and Londoll 

92) 左右田健次 (197乃 D-アミノ般の生化学 (1)。俗学 32:517-526

児) 左布田健次 (1977)Dアミノ般の生化学 (U) 化学 32:627-635

93) 西村克史，谷沢克行， and左右田健次 (1990)耐熱性Dーアミノ酸トランスアミナー

ゼ ノぐイオサイエンスとインダストリ-.48:11-18 

94) 左右田健次， 田中英彦，谷沢克行， and 山本浩明 (1987)公開特許公報

1I!{62・205790.J)-ア ミノ酸の製造法

95) 左右田健次，田中英彦，谷沢克行， and 山本浩明 (1988)公開特許公報

l附63-112978. Dアミノ般の製造法

-118-



i3JJJ.グルタミン微生産占怯の開提 3 6 文献

96) 左右田健次， and回中英彦 (1988)公開特許公報 昭63-207387.0アミノ酸トラン

スアミナーゼをコードするDNA配列

9η Yokozeki， K.， Nakamori， S.， Yamanaka， S.， Eguchi， C.， Mitsugi， K.， and 

Yoshinaga， F. (198ηOptimal conditions for thc cnzymatic production of DMamino acids 

from the ∞rresponding 5・substitutedhydantoins. A甚ricBiol. Chem. 51 :715・719

98) Yokozeki， K.， and Kubota， K. (1987) Mechanism of asymmetric production of 

D-arnino acids from the∞rresponding hydantoins by Pscudomonas sp. Agnc BioJ. Chem 

51・721-728

99) 谷吉樹， 山田秀明， and熊谷英彦 (1978)}JIJ水分解初素を利用する合成 H ホスファ

ターゼ、ヒダノトイナーゼ、トリプトファナーゼ 佑タと盆物 16:449-460

100) 山田秀明， 清水目， and米田耕司 (1980)微生物のヒダントイナーゼをJlJいる0-ア

ミノ般の令成発態と工業 38:937-946

101) 山田秀明，高縫里美， and米国耕司 (1978)公開特許公報附53・91189. D-N-カル

パモイルーαーアミノ酸類の製造法ー

102) 検関健三， 中森茂， 山田和彦，江口新比古， and吉永文弘 (1979)公開特許公報

H召54-8り088. Dα アミノ般の製法

103) 中森茂，横関健三，光木浩司，江口新比古，and岩上寿夫 (1979)公開特許公報

日目54-89089.Dα アミノ椴の製造方法

104) 横関健三，中森茂， 山中茂， and山田和彦 (1980)公開特許公報 日目55-88697

D・α・ア ミノ酸の製造法。

105) 横関健三，山中jl，山田和彦， and中森茂 (198日)公開特許公報 昭55-114291

D-αーア ミノ酸の製造法

106) 検閲健三J and広瀬重量輝 (1986)公開特許公報 昭61-152291.D-N-カルパモイルーαー

アミノ般の製造法

10η 佐藤治代，伊藤則子， and今村伸三 (1989) 公開特許公報 附64・2595. D-グルタミ

ン般の1:1造法

108) 小川鉄雄J and明石武和 (1956)特許m願公報 開31-422 グルタミン酸のラセミ体
分布Uiilぇ

109) 小川鉄雄，明石武和，佐藤照子， and山本敏(1956)特許IU願公報昭31-423 ラ

セミ・グルタミノ酸の分灼1j}J法

ー119



(31 D.グルタミンlIt生B.Ji法の開尭 3 6 文献

110) 小川鉄雄， and明石武和(1956)特許出願公報 昭31-2972.ラセミ・クルタミン般の

光学的分;1;11)]法

111) 金尾清造，堀信一， and加藤二郎 (1957)特許出願公報 昭32-5419 ラセミ ・クル

タミン微からL(+)グルタミン般を製造する)]11，
112) 崎浴幾雄， and光野正樹 (1959)低級脂肪酸によるアミノ酸のラセミ化 H本佑'J:)fj

lii 80:1035-1038 

113) Yamada， S.， Hongo， C.， Yoshioka， R.， and Chibala， 1. (1983) Melhod for 

racemization of optically active amIno acids. J. Org. ClJCIη48 :843-846 

114) 千畑一郎， 山田茂樹，本郷主税， and吉岡総蔵 (1982)公開特許公報

昭57-123150 アミノ般のラセミ化方法

115) 千畑一郎， 山田茂樹，本郷主税， and吉岡飽蔵 (1982)公1m特杵公報

l協57-212146 アミノ酸のラセミ 化方法

116) 千畑一郎，山田茂樹，本郷主税， and 吉岡徳蔵 ( 1 988) 公開特ð~:公報

日目63-55505 アミノ酸のラセミ化方法

117) Barry， L.G.， Pugniere， M.， Caslro， B.， and Previero， A. (1993) Ra田mlzatloIl

of a -amino配 id田tc悶 byaliphatic kctoncs in thc prcscncc of田rboxylicacill;. [nl. 1. Peplide 

Prulein Rcs. 41 :323-325 

118) 小笠原誉久，立道秀麿， and鈴木重成 (1967)特許出願広告 si'{42-13445 光学活

性アミノ般またはその慌のラセミ化方法

119) Toi， K.， lzumi， Y.， and Akabori， S. (1963) Synthetic resins田 talyzingthe 

raccmization of amIno acids. 1 百 cpreparation of thc resins. Bu/J. Chcm. Soc. Jpn 

36 :734-738. 

120) Toi， K.， lzumi， Y_， and Akabori， S. (1963) A synthetic resins catalyzing 

raccmization of amino acids. 1. BuJ/. Chem. SOC. Jpn. 36:1422-1423 

121) Chen， S.-T.， Wu， S.-H.， and Wang， K・T. (1989) Rapid 岡山川祖tionof opt日lIy

activc amino acids by microwave oven-based heating trcatmcnt. lnt J. Peptidc Protein Res 

33・73-75

122) Dougherly， H.J.， Thanassi， J.A.， and Pucci， M.J. (1993)廿1CEschcrichia山 !J

mutant rcquiring D-glutamic acid is thc rcsult of mutation in two dist川clgCllctic loci. J 

Baclcriol. 175 :111-116 

ー120



i3 1 [}グルタミノ俊生産Jjt~O)聞究 3 6 文献

123) Yamamoto， 1.， Abe， A.， and Ishimoto， M. (198ηPropertics of glutamale 

dehydrogenase purifi吋 [romBaζtcroidt..ユS斤'agilis.1. Biochcm. 101 :139ト1397

124) Kusakabe， H.， Midirikawa， Y.， Fujishima， T.， Kuninaka， A.， and Yoshino， 

H. (1983) Purification ruld propc巾 CSof a new cnzyme， L-glutamate oxidase， from 

Slnι:plOmy此 ssp. X-119-6 grown on wheat bran. Ag口C.Biol. Chcm. 47:1323ぺ328

125) 伊藤謙吉，溝口直正，太宰美代治. and佐藤孟弘(1970)特許11湖U五告

Hi'i45・17663 グルタミン酸またはその湿の光学分;わl法

126) Watanabe， K.， Ishikawa， T.， Mukohara， Y.， and Nakamura， H. (1992) 

ldcntifi回 Ilon田dsequencing of gcnc cnc【ldinga hydantoin岡田m国ef10m thc native plasmid of 

内ιudomonassp. strain NS671. J. Bacleriol. 174・3461-3466

12η Meister， A.， Bukenberger， M.W.， and Strassburger， M. (1963)刊 e

optically-spccific cyclization of D-glutamatc. Bioι'hcm. Z. 338:217-229 

ー121



I，JI}プロリノ生盗占法の開畳 4 - 】 序諭

第4章 Dプロリン生産方法の開発

4 -1 }-(- ~1命

1 1 1 0・プロリンの存在と生型的意義

微生物におけるDプロリンの存証は限られており、ョli:1iJ幽 (CJav叫 'pspu伊f回)の生産するア

川口イ ドの ー舗のエルゴタミン (Fig.4-1)に存在が知られるへ高等植物においては、アマ紐子中の

リナチノ (I-IN-(r・L-クルタミル)アミノ1-0-プロリン) (Fig.4・1)叫やビワ種子中のトランス-4-ヒドロキ

バチル-0・プロリン叫などの存在が知られるが、動物におけるD-プロリンの存在の報告はない。これら

の化合物の部分的な生.!ill的作用は知られているが、実際のt主主R的役引lはほとんどわかっていない。また、

これらの化合物に合まれる0-プロリンt持活の生合成経路もわかっていない。これらの生物については、遊

撃の口プロリ/やプロリンラセマーゼの存イEは知られていないことから、化合物の生介成とDープロリン構

造の形成が I ， ;JO.~に行われている可能性も予怨される。

0-プロリ/の生理的役割lはほとんどわからないが、 D-プロリンを月H、て合成される化合物には

fJJ日な'Ienv.i;';性を持つものが存在する。したがって、 0-プロリンは医薬品、股薬の製造原料としてのJIJ途

があるのJfJな化合物てPある。

Dプロリン部分

∞んyl日
bプロリン部分

リナチン

Fig. 4・1 他物由来のDプロ リンを含む化合物

1 1 2 1)_プロリンの製造方法

従米の1)-プロ リンの製造方法としては、 (1)しオルニチ/にl'roleusmilajiri ATCC21 136の.tt，:.f'i

自体を作川させて1)-プロリノを生成する方法が知られる叫。その他の0-プロ リンの製造Jj法としては、 (2)

7セナル I)L-プロリンにDアシラーゼを作用させるJj法、 (3)DL-オルニチンにDーオルニチンサイクラー
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ぜを作用させる方法、 (4)Dレプロリンにしプロリンオキシダーゼを作別させて残存するD-プロリ ンを取

持する万法、 σ)DL-プロリ/にしプロリンを選択的に分解する微生物を作用させて残存するDプロリン

を取得する方法、 (6)DL-プロリンの優先品wやジアステレオマー形成法による光学分割l山 6)などが与えら
11る(Fig.4・2)。

これらのDープロリン製造万法は、以下のような特徴を持つ。(1)LーオルニチンからD-プロリン

を取得する}j法は、 JJ;r料が安価であるが反応収率が低い叫。また、この}j法を追試した結巣、物性がDープ

ロリンに非常に近い物質の生成を認めたがD-プロリノの生成は確認できなかった。ο)Dアシラーゼを作

用させる}J法は、比較的高い光学純度のD-プロリンを得ることができると考えられるが、アセチル DL-プ

ロリノはr:';J悩てdあり製造コストが高くなる。また、アセチルーD-プロリンを加水分解する酵素は知られて

Jない ο)D・オルニチンサイクラーゼを丹H、る方法は、原料となるDしまたはDオルニチノを生産する

t安があり、 Lt~が複雑になる 。 また、 Lーオルニチンからしプロリノを生成するしオルニチノサイクラー

ゼ1i，C1ostadium属に存イEが知lられるが12.2巧、 D-オルニチンを).!'質として反応する静素は何fIられていなL、。

(4)しプロリンオキンダーゼを川いる方法も、比較的高い光学純度のDープロリンを得ることができると巧

えられる。また、反応生成物のL;'-ピロリンー2ーカルボン般をノ')<'A;化ホウ素ナトリウムにてDL-プロリンに

リサイクルできる利点がある叫。プ口リンオキシダーゼはBaL7"/lussubtilisに仔在が知られているが、光学:

選択性及びDL-プロリンの光学分割への利JI]についての報告はない叫。 σ)しプロリン分解l適を川いる

(1) IJOm山をmいる胤 しOm___  予 ID-I'm I 

ー一通』 山 一ProI 
(2) D-acylascをmし、る方法 acctyl-DLrI'ro _→ 」一一」

Lーョー accty卜LrPro

(3) D-Ornithinc cyclasc i: m，' <>方法 DレOmー~ID- I'ro I 

制)しProlincoxida叫 mいる方法 DしPro一一r-8

叩物こよるしI'ru~!R((.J5t1Jil 

向D…

A 」 し山h 一争 d向py卯m打m耐o
d由s加削【o回xJiu孔山山u山，mb凶o叩 h】y凶dri耐e 

Fig.4-2 D・プロリンの製造方法
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1110-プロリノ生産}J法的聞尭 ， 序抽

ルプロリンの光学分割l法は、しプロリ ノの分解生成物を有効に手IJJTJできないが、比較的高い光学純度の

Fプロ リンを得ることができると考えられる。また、 Lプロリン分解能を持つ微生物は比較的容易に取得

てきることが予:lP.される。(6) D しプロリ ノの優先品出法は高L、光学純度と収率を達成することは凶鋭で

あり、ジアステレオマー形成法"4匂は)]1]に光学研性化合物を必22:とするためにコストが尚くなることが F

理される。

以上の製造Ii法から、プロセスの椛築が比較的容必であり、反応系が簡単で、向い光学純度と

百応収，容を達成することがIIJ能て♂あると 1':([1.される、 Dレプロリンにしプロリン分解幽を作!日させて残存

するD-プロ リンを取得する力法を選択した。また、 D1..-プロリンは、 JM手法にて7i.♂filliに他球されるLプロ

リンをラセミ化して取得するノ7法が工業的にイI利であると判断した。この結果、 L・プロリンのラセミ化と、

うセミ体からのレ体の選択的除去の2段階反応によるD-プロリ/の製造法を計l面した

I I 3 Dプロリン製jiJの目的と万法

D-プロリ ンは、医薬品、 j込薬などの合成原料として月H、られる産業lニイTJIJな物質てPある。この

月l.tの場合、製品には ~'5~ 、光学純度が'l!'求されるため、製造方法としては化学合成法よりも光学選択怖が

ヰいilHi法が有利である。そこで、光学選択性の高L、微生物醇ポを利川した2段階反応によるLプロリン

からのD プロリンの製造法を~-えた。

第 l段階のL-プロリンのラセミ化には、化学的なラセ ミ化と静素的なラセミ化が)5えられる。

プロリンの化学的ラセミ化法は、低級脂肪椴(特に氷酢厳)'1'で加熱する方法叫、脂肪族または芳香族ア

グヒ ド存在下低級脂肪酸(特に氷酢酸)，ドで加執する方法49-.53)、 アセトン ・酢隊員=液中で加執する/;

P、出限水溶液またはノ'1<11主化ナトリウム水約機"1'で加圧加熱する万法")、 N-ベンソイルアニリドとして

有機能媒中で加熱するIi法制などが知られる。化学的ラセミ化放に合まれる布機溶媒やアルデヒドは、7，ii

2段階の微生物語宇奈をJlH、たし休特異的除去反応を去しく阻害する。したがって、第2段階のL体特異的

確1<反応の前に化学的ラセミ化被からDしプロリンを精製する必要があり、製造工作が複雑になるため、

昨的ラセミ化は好ましくない。一方、 n*来的ラセミ化);法としては、 Clostridiumsticklandii ATCC 

12“2 に l唯一仔在が知られるプロリンラセマーゼの利用が考えられる t 山6 ) 。 酵~的ラセ ミ 化は、反応液

H)~せずに第 2 段階のL--j<l:特異的除去反応に朋いることができると予怨され、また、両11反応による副産

駒生成と収率の低下が少なく、有機溶媒、触媒の廃液処理問題もない良好な方法である。そこで、第 l

R階のしプロリンのラセミ化は、プ口リンラセマーゼを用いることとし、 i民知l隣諸;の汗仙!と新規百宇奈のス

〉リーニノクから検討を開始することにした。

7，ii 2 段階のDレプロリンからの0・プロリンの取得には、 r~bい光学事~I立と収唱を達成するために、
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1.)1>プロリノ生鹿占桜町開11; 4 1 I評論

L-li'特央的な微生物M:AをJI]いる方法を-i5えた。この日的に利則できると F智、されるi況知防ポがないこと

tゆ、 光学-)韮似的にしプロリンを分解する微生物のスクリ ーニングから検討を開始することにした。

ヂす

以 l二の 2段附の防ぷ反応によるL-プロリンからのDプロリンの製造方法の慨念凶をFig_4-3に

( pr山 eraccm剖 c) 

ζユ
L-Pro L+EE  
~し川lrprolìne degradat 

Fig.4-3 醇ぷr去によるレプロリンからのDープロリンの製造方法の倒念包l
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/，/0-プロリ ノ生産方怯の開先 . 2 使級方法且U材料

4-2 実験)j法及び材料

j 2 J 凶抹

プロリンラセマーゼのスクリーニングには、協和発防工業(株)東京研究所の保存CJostridium

悩株をJIl，、た。プロリン分解的のスクリーニンクには、 t峻均か、ら分離した菌株をJMれL、た。プロリンラセ

1-ゼ泣1伝ιFクロ一ニンクの宿宿ijヱミには r-クル夕ミルホスフエイ卜リ夕ダ.ク夕一ゼ (EC 1.2.1.41リ);泣宜伝チ変

1"異pmA2) IIη勺U山)う)1::.):ω』にはωこヰ訓よM叫山りμM一しげ山…プ内ロ

I 2 2 {~史:つj川1] 1書I也

本研究では、特にZ山肢がない限り以下の府地をJfH、た。

出J也 3 (LB培地) 3 -2 2 ii己』隙の椛I也 3と同-

1M也 tI (M9J古地)3 2 2記1般の府地 4と同一

!i'~ j也 5 クルコース 5g!1，ぺプトン 5g!1， Na，HPO，・5H，O 15.14 g!1， KH，PO， 3 g!1， 

NaCI 5 g!1， NH，C1 1 g!1，微品金泌総液 1m 1/1， MgSO，・7H，O l.2 g!1，チア

ミン・HC10.2 g!1， pH 7.2 

J;'(J也 6 : GAMブイヨン培地 (11水製薬)

的地 7 クルコース 10g!1，ぺプトン 10g!1，肉エキス 5g!1， KH，PO， 2 g!1， MgSO，・

7H，O 0.5 g!1， FeSO，・7H，o1 mg!l， MnSO， .4-6H，O 1 O1g!I，しプロリン JO

ι/1， pH 7.0 

i数:.t金版協液 322記載の微益金脱線放と同一

ビタミン協液 322記載のビタミノ線機と同一

1 2 3 .tl'i-:iff条件

プロリンラセマーセのスクリーニングには、時地 6を用いた。11三角フラスコ中 5∞m1の
唱地を120.C， 20分|削減凶後、 C/οslridium属細幽を構幽し、 30-37.Cにて24-48時間、嫌気ポット内で

同Lガスバック嫌気ソステム H，+CO，タイプ (&c10nDickinson MicTObio10gy Syslems， USA)を月1いて嫌気

同lこ静位指伎を行った。スラン卜地整は、同府地に;尽天を 15g!1 添加したものを}日い、嫌気ポット内で

切Lガスパック嫌気νステム H，+CO，タイプを)fJいて嫌気的にZ抑IJ培養を行った。

E 叩 /iのI出必は、椛地 3 (LB培地)をmい、 30.C，20-24時間行った。培伎は、 8mlのI再
建試験管 (25x180 m01)にて娠縁。00叩m)、あるいは、 40mlの培地を250011三角フラスコにて振続
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Inl>プロリノ生lfiJi法の出究 . 2 実験方法且1ft!科

畑中m)、あるいは、 3∞mlの培地を11三角フラスコにて仮誕生 (300叩m)、あるいは、 21の崎地を5

W柑にてJ'f~益を行 った ( 700 rpm， 1 vvm)。必要に!ぶじて、抗生物貨としてアンピシリン (100mg/I)、

bるいはテトラサイクリン (15mg/I)を添加lした。スラントまたは平板t書長には、同培地に寒天を 15

!I品川lしたものを月Jt、た。

高fl換え体の選択には、尾地 4 (M9Jtfj也)にDープロリ/ 50 mg/I，及びアンピシリン 100

時lを添加lしたものをJ!]¥、た。

また、倒体反応に用いるために多i;tのE叩 Iiを得る場合は、 21の崎地 5を月jい、 51発形相

1，:.Oifliを行った (30.C，町m，I vvm) 0 培技の閥、同アンモニア水にてP附同筆し、また

1Jレコース 167g/I 及びぺプトノ 167g/Iから成るフィード液を、培養液中のクルコース濃度が0-1g/Iの

E囲になるように辿統的に添加した。

プロリン分解菌の崎益は、培地 7を日]い、 30.C，24時間行った。弔必は、 8mlの培地

を試験管 (25x180 mm)にて振滋 (200叩m)、あるいは、 40mlの!t;-地を250ml三jiJフラスコにて振量生

日∞叩m)、あるいは、 300mlの培地を11三角フラスコにて仮滋 (300中m)、あるいは、 21の府地を5

l 量俳摘にて!~:益を行った ( 700 中m， 1 vvm，時必の1m4Nーアンモニアノ}くにてpHを7.0にコントロール)。

1 2 1 プロリンラセマーゼのスクリーニング

i{f;.j書凶体をj畠心分離により集l過した後、 MI通体として 100g/Iとなるように50mM Tris-HCI緩衝

;t， pH 8.0に懸濁し反応にJIj¥、た。50mM Tris-HCI緩衝減、 pH8.0中に、混菌体 50g/I，レプロリン 20g/I、

及び卜ルエ/ 2 % (vol./vol.)を加え、 30.C， 4時Ii日反応を行った。100T， 10分IIU加熱により反応を停止

した後、&心上r古川1のDプロリンおよび総プロ リ/1立を測定した。二次評価では、各々の凶体を汗jいた

うセミ化反応の至適pHにおいて、更に高濃度の基質(プロリン 50g/I)を片H、反応を行った。ラセミ化

事l;t以下の式により定義した。

ラセミ化率[%)= {(生成D-プロリン)I(反応液中の総プロリン畳)}xloox2 

4 2 5 プロリンラセマーゼの活性測定法

プロリンラセマーゼ活性の測定は、 しプロリン 100g/Iを基質として、 37.C、60分間反応し

t的体反応の場合は50mMリン酸ナ トリウム緩衝液、 pH6.2中で、組問手素1111出液、あるいはHi製併ポを

明いる場合は50mM  Tris-HCl緩衝液、 pH8.0'1'で反応を行った。的体を反応に月比、る場合は、 トルエン Z

与(vol./vol.)を添加lした。反応の|尚のDープロリン生成述j立が一定となるように幽休、組目F素Ilu:1:減、 1，';製

院の祉を調節した。100.C， JO分間加弧により反応停止した後、遠心上rl1r中の生成D-プロリンおよび総
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(411)プロリノ生fJj}j佳の開発 4-2 実験方法且U材料

プロリン181を測定した。活性の単位 1unitは1分間にlμmoleのDープロリンを生成する能力とした。

4 2 6 プロ リン分解歯のスクリ ニング及び活性別l定法

一次詳細fiでは、幽体培養液10mlを遠心分離して得た的体を2mlの 0.1M リン椴ナトリウム緩

薗波、 pH5.5に懸濁した後、日 1Mリノ酸ナトリウム緩衝液、 pH5.5中にDしプロリノ 50g/I (終濃度25

~J)を合む基質約液2m lを IJII え、 トルエン 80μ1(終濃度2% (vol./vol.))を添加1&び無添加!で、 37"C、

220叩mで震滋し、 20時間反応した。25g/I TCA水縦波を反応波に等量加えて反応を停止し、 jlii心 l二h刊i

lこ残存するLプロ リン及びDプロリン訟を測定した。詳細な検討を行う場合は、反応に{史則するi週休fitを

活性にあわせて変更した。活性の単位 1unitはI分間にlμmoleのしプロリンを分解する能ノりとした。

1 2 7 プロリンの定益法

D-プロリン及びしプロリンの定iJ1は、，(M!lHPLCゾステム(品津製作所、京都)とTSKGEL 

E剛 1;0LI (卜ーソ一、-*京)カラムを用いてiJl1j定した。t事動相には 2mMCuSO，7)<溶液をJlJい、 254nm 

の吸収により検出した。

1 2 8 ~~j隙静ぷ及び泣伝子操作

328記載の方法と同様に実胞した。

4 2 9 プロリンラセマーゼ遺伝子のクローニング

CJ倒的diums/ickJandii ATCC 12662の対数地F直後期lの菌体からSa;to&M山田 の)J法に従って染

色体DNAを調犯した刊。この染色体DNAをHindIlIて'消化した後、プラスミ ドpBR322のHindlllサイトにT4

DNAリガーゼをJ1H、て結合した。このライゲーション液を)[JいてE ∞IiHBlO l をj~質転換した。 E. coli 

岡101のコンピテン トセルは、塩化カルシウム法にて調製した
I勾。 D-プロリ ン 50mg/Iとアンピンリノ

l閃mg/Iを含む府I也 4 ( M9培地) 寒天平仮上で生 fï した J~質転換体コロニーを選ぴ、保持するプラス

iドとプロ リンラセマーゼ活性を評価した。

1 2 1 0 プロリンラセマーゼ泣伝子のサブクローニンク

pPRlの何人DNA断片をいくつかの制限解素で切断した後、セルフライゲ-:/ョンまたは

山C18，pUCt9のマルチクローニンクサイトに述紡し、 EωIi HBI0l を }~'é't転換した。 アンピシリン 1 00

mgilを含む.ttf.t也 3 ( LB培地) 策天平仮上で生行した)f~'é't転換体コロニーを選ぴ、保持するプラスミ ド
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141 0プロリノ生ilf}ii去の聞尭 4 2 実験Jj法/).U材料

とプロ リンラセマーゼ抗性を評価した。

1 2 1 1 DNAJ包基配列の解析

pPR3のプロ リンラセマーゼ泣伝子を含む1.4kbのHind山一EωRIDNA断片と、 r'，:S発現に関勺す

る1kbのHil1dlll-5ωRIDNA断片について、 3 2 1 1記載の}J法に従って盗基配列を決定した。

1 2 1 2 プロリンラセマーゼの精製

プロリンラセマーゼの桁製は、 C訂dinaJeらの)j法を参与に行った】}。 培養必j体を遠心集的後、

現苦J液日(50mM リン酸ナ トリウム緩衝液， pH6.5)に懸濁した。このl適体懸濁液を超音波破砕 (Bronsoll

CcII Disruptor)し、 4
0

C，14，OOOxg， 20分間i.M心して無細胞抽出液を得た。無細胞抽出液に、硫酸アンモ

ニウムを50%飽和となるように添加し、 4
0
Cで一晩的世した後、 40C、14，000x呂、 20分間遠心した。さ

りにこのI::.diに、 &:i般アンモニウムを75%飽和となるように添加lし、 40Cで一晩怖位した後、 40C、

14，0∞×呂、20分11日j卓心した。沈殿を、緩衝液Bに熔解した後、 700C、10分間熱処理し、政冷してから4

Cにて 14，OOOxgで 20分間、法心した。 七h'lを緩衝液C (50 mM  Tris-HCI， pH 7.5)に透析した後、緩衝

紅で、F衡化したDEAE-Toyop阻rI(卜ーソ一、点京)カラムに通践し、 3倍容量の緩衝液Cで洗j争後、 25

問符l，tの50から300111M Tris-HCI緩衝液、 pH7.5のl立線波J亙勾配でdf.Aをお主出した。活性問分をUFP2LGC

II-f>:ミリポア工業、米沢)でst!濃縮後、ね製院宗総液とした。

1 2 J 3 SDS-PAGE 

3 2 1 3 記載の方法に従って、 SDS-PAGEをう~胞した。

1 2 1 4 N本アミノ隊配列分析

3 2 1 4記載の方法に従って、静素蛋白のN-末アミノ椴配列分析を行った。

-129-



I，Jひプロリン生巌}j法申開発 4 3 結果

4-3 結果

1 3 1 プロリンラセマーゼのスクリーニンタ

工業的にしプロリンからD-プロリンを生産するためのプロリンラセマーゼは、 D-グルタミン西量

生産の場合と同織に、日い悲't'l濃度でも機能する必裂がある。微生物由来のプロリンラセマーゼは、

Clostridium slicklandii ATCC 12662 (NCIB 10654)に唯一存在が知られている 1.10凶。そこで、工業的な利用

に適したプロリンラセ7 ーゼを取得するために、C.slicklandii ATCC 12662を含むCIOSladium属細菌につ

いてレプロリンから0・プロリンを生成する能)]を秤価した。

Closlridium属細菌20株について評価した結巣、 Closlridium slickJandii ATCC 12662， 

C/ostridium s団 lolog叩悶 KY20022， C/oslridium sp. KY 20005の3株にDプロリンの生成を検出した (Tablc

~.I ) 反応液rl'のL・プロリンは定量的にDープロリンに変換され、中間体の存在も検出されなかったこと

から、検出されたD-プロリ/はプ口リンラセマーゼによりしプロリンから生成したと考えられる。

Tablc ι1 0山 tadium属剤HI調からのプロリンラセマーゼ生産的のスクリーニンク

Strain Activity [units/g w回目IIs]

(Raccm izatioIl日1旧[%J)

Closlridium slick1andii ATCC 12662 4.84 (66.9) 

σ倒的"diumscalologcnes KY 2日022 2.99 (46.1) 

CJostadiU/ηsp. KY 20005 2.35 (32.4) 

反応条例 出的体50且IJ，しプロリン 20g/l， 50 mM Tris - HCI緩衝液 pH8 . 0，トルエン 2~ら (vo l./vol.)， 30 

"C， 4 hr 

C. slickJandii ATCC 12662，仁 S回 tologen回 KY20022， Closlridium sp. KY 20005の生産するプ

ロリノラセマーゼの宅i西pHは、各々 6.2、6.8、7.8であった。プロリンラセマーゼ活性を検出した

C/osfridilJm属釧幽の30'Cでの至適pHにおける活性は、C.slicklandii ATCC 12662が他 2 幽株の4~20倍 r':~

かった (Tablc4-2) 0 C. sliιklandii ATCC 12662由来のプロリンラセマーセの至適pHは6.2、至適温度は

i7 'cであった (Fig.4-4)。 笠通条件下での比活性は、 187 units/g wet剖 Isであった。本隊素は他の酵ぷ

と比較して、高槻から 'I:Î~. 温までの安定性が日く、また、本目宇奈は高い基質濃度(しプロリン 400 g/I)で

bt，T;tEカ可止Fせず、工業的な利用にi直した静素である (Fig.4-5)。

以上のことから、 Dプ口リン生産のためのプロリンラセマーゼとして、C.slickl四 diiATCC 

12“2111求の静素をi盤以した。
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Tablc 4-2 0田 lridium1iii細菌のプロ リンラセマーゼ

Raccmization activity 

[unils/g wel cells] 

Oplimum pH Strain 

3

0

4

 

0
0

今
L

2

0

5

 

rhU

円，，勺
1

CSIκklandii A TCC 12662 

CS，山 lologcnes KY 20022 

Ooslridium sp. KY 20005 

反応条件 50mMリン酸ナトリウム緩衝液，湿菌体20g/l，しプロリノ50g/l， 2-メノレカプトエタノーノレ

0.2 % (wl./vol.)，トルエン 2% (vol./vol.)， 30 "C， 1 hr 
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fig.4-4 C stiιkJandii A TCC 12662のプロリンラセマーゼに対するpHと温度の影響

反応条件 湿菌体20g/l， l.rプロリノ 0.43M (50 g/l)， 2ーメルカプ卜エタノーノレ 0.29も(WI./vol.)，トルエン

2 % (vol./vol.)， 1 hr， (A) 30 "C， (日)pH 6.2 

o WCl cclls 10 gIl 
d. W創出Ils20 g!I 

ロwctcclls 50 gIl 
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埠
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fig.4-5 C. slickJandii ATCC 12662のプロリノラセマーゼに対する基質濃度の影響

反応条件 50mMリン酸ナトリウム緩衝液 p1l6.2，2-j.ノレカプ卜エタノ ル0.29も(川 Ivol.)，トノレエン2

% (vol./vol.)， 30 "C， I hr 
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11.1 Dプロリン生仰の鵬 4 3 制

1 3 2 プロリンラセマーゼ遺伝子のクローニンク

C. stickJ四 diiATCC 12662のプロリンラセマーゼは、百字Ai的性質が艮好て:1指体あたりの活性も

高かったが、 嫌気性的は多fEのI音益的体を得ることが困難である。そこで、隣家の大盆生産を11的にc

;/lcklandii A TCC 12662111来のプロリンラセマーゼの&ι'bcricbiaωIiでの生産を試みた。

EωIi fffil01 (proAZ)")のしプロリン要求性が、ラセマーゼの導入により0・プロリンで代停され

ることを利則して、C.stickJandii ATCC 12662由来のプロリンラセマーゼ遺伝子の取得を計画した。

C. sticklandii A TCC 12662の染色体DNAをHincllll切断後、 pBR322のHind11l切断部位に述紡し、

E田iJ田 101に導入し、 Dープロリンを含む培地 4 ( M9崎地)寒天平板七に生訂する}f~質転換体を取得

した 得られた}fYiq転換体は、C.stickl剖 diiATCC 12662とほぼ同等の的体プロリンラセマーゼ祈性 (114

山IS/gwct叫 Ils)を示した (Table4-3) 0 )~11転換株は、 pBR322の HindI ll官官位に、 9.8 kbのDNA断片が姉

人されたプラスミドpPRIを保持していた (Fig.4-6)。

Table 4-3 組換え菌のプロリンラセマーゼ活性

Proline racemase activity 

Stnlin 
[units/g wet cells] (Rclativc activity) 

C. sticklandii ATCC 12662 144 

E coJi HB101 。 。
E coJi HBIOI/pPRI 114 0.8 

E印IiHB101/pPR2 157 1.I 

EωJi HBI01/pPR3 3，306 23.0 

反応条例 50 mMリン駿ナトリウム緩衝液pH6.2，レプ口リン 100g/l， 2メノレカプトエタノーノレ0.2% 

(wt./vol.)，トノレエン 2% (vol./vol.)， 37 "(;， 1 hr湿凶体 10且凡，ただし llB101/pl'R3は 1g/l 

9.8 kbの挿人断片上のプロリンラセマーゼ遺伝子部位を特定するために、 pPRlをいくつかのff;i)

IHMAiで切断した後、セルフ ・ライゲ-:/ョンあるいはpBR322、pUC18、及びpUC19を用いてサブクロー

ニ/グを行った。その結*、 1.4kbのHindIll-E，田 RIDNA断片を持つ場合のみプロ リンラセマーゼ所性が検

出されたことから、プロリノラセマーゼはこのDNA断片上に存在すると判断された (Fig.4-6， Table 4-3)。

サブクローニンクの過程で、C.stiι'kJandii ATCC 12662の23倍のJ:fi体所性を有するEω/i

IIBIOl/pPR3を得た (Fig.4-6) 0 pPR3は、プロリンラセマーゼ遺伝子が存在すると~~えられる 1. 4 kbの

品岨II-E，山RIDNA断片と、 ))1)の離れた位lEに存在した 1kbのHindIll-EωRIDNA断Jlが逆向きに何人された
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--司「l山ロリン個別腕 4 3 結果

継を布していた (Fig.4-7)。このDNA断片を、 pPR3と同じく本来の方向とは逆向きに何人したpPR4も、

司障にプロリンラセマーゼ活性が高発現した (Fig.4・7)。このことから、この1kbのHindIlI-EaRIDNA 

断ItLに、プロリ JラセマーゼI旬発現に関与する因子の存イ工が予怨された。

fu，RV 

fみ刀RI

Ecv悶

pPRl 
(9.8kb) 

EcvRI 

/-lindlll 

EcvRV 

丘沼町

race町lasc

Ecv悶 ----J( ¥ 

"，' 1 &.刀削flindlll 

I孟。RV

合結A
 
N
 
D
 

I
-
-
l曲
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白フ悶

&沼町

Ecv悶

則

削

w

b
出

b

Fig. 4-6 pPRl， pPR2， pPR3の構造と柿築過程
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Plasmid Activity 

pPRI ----!- hーーーー 114 
Proline raccmasc 

--c討 乙一
pP R2 ------C:=討ι

『三~r Id=-
pPR3 ---{三正当ごJ

一一 ↑ Lコ~
附 一 一 弘正当ー

157 

3，306 

2，808 

Fig.4-7 pPRI， pPR2， pPR3， pPR4の情造とプロリ ンラセマーゼ活性

J:i.IG条例 50 mM ')ン酸ナトリウム緩衝液pH6.2，しプロリン 100g/I， 2-メノレカプトエタノーjレ0.2% 

(w l. / vol.)，トルエノ 2~も (vo l./vo l.)， 37 "C， 1 hr. lIsJ01/pPR1とlIsI01/pPR2は極的体 10且/1，

lIB101/pPR3とHs101/pPR41i1 g/l 

pPR3の姉人断Jl (プロリンラセマーゼ泣伝子を含む1.4kbのHindlll-B山 RIDNA断片と、同発

現に闘うすると思われる1kbのHindIII-EooRIDNA断片)の全血基配列を決定した (Fig.4-8)。その結梨、

1.4 kbのHindlll-EcvRIDNA断片には、 *11換え体EωIiトffilOl/pPIりから精製したプロリンラセマーゼの N

よアミ/敗円以リ (MKFSKGlHAlDSHTMGEPTR)と一致するORFが見出された。また、このORFから算出

した分子iIi36，825は、SDS-I'AGEから1ft定した精製醇素の分子量と一致した。このことから、このORFが

プロリノラセマーゼの榊造i立伝子であると判断された。

プロリンラセマーゼi自伝子は、プラスミドベクタ -pBR322上に存在するアンピシリンやテト

ラサイクリ/耐性遺伝子のプロモーターを利用できる位置 ・方向にないことから、 E∞Iiにおいて自己の

プロモ ターで発現していると考えられたが、プロリンラセマーゼ逃伝子を含む1.4kbのHindlll-BωRI

DNA断片と、 I" .~発現に関与すると思われる 1 kbのHindlll-BωRIDNA断片からはプロモータ一両日列は見L、だ

せなかった。また、 1kbのHUldlll-5:却RIDNA断片上にORFは見出せなかった。

プロリンラセマーゼ泣伝子の発現に適した宿主菌株を選択するため、 E 叩 liC600， K294， 

IAI94， JMI09， TM93に1'1'1りを導入した結!.ll、プロリンラセマーゼ活性はEωIi HBIOIを宿主とした場合

引最も品〈、他の幽株はすべて1/2以下の活性であった。
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EcoR工

GAAτTCCTCTCATACCAACTTGCTCATGGTGGCTAGCAAλGTCTA 

46 TAT唱G宝TGTI'TCCGAAACCτTCAGτTGTGATGAAAGCTCCCTCTACATCCATAG'IτTCAA

106 CTAACATACCTAGTCτττ'CTGATλCGTAGAACTTCTCAGCGTTAACCTGAGGAGAACCAA 

166 CλλA.TACAACACCTGCTAλGTCAAAτTCτTCGTCATTCATλACTTCAAτ・TACTAGAGGCT

226 CTCTCCAGTAATGTCTAGAGτTCTCτTTI'GATGCAGGTCCTATACλλGTλAGTGCATGGA 

286 'ITCCTCCλTCAAGTACCTCAAGAGGTGAAAGAACAACTGGAACGTITCCAAGGTCAACGT 

346 TTGGCTI'TGCACCTATTACTCCTACTGGCTCTACAGGAλGGATl'AGGTTATCATGCA'ITG 

406 CGCC宝TGTCCCATGA'τTTCτ"ITGA'I可:;A'l'TACMC'I哩'TCTTC宝:TGCCAGGTC宝'TCTGTACT

466 GAGCTλλCTCτ守CAGTI'TCAACTACTTCAGλ1¥TCλTCλλGCTTCTTAAGAGCTTCTCTGA

526 TITCTTGAGTGATGAAATCAGτTGCττTATGAGCAGCAAGTGGTCCTGGTCTI'TCCATGT 

586 TAGTACCλGCTTTTλ，TAGTAACTI'GλGTCTTGATAAGGATTI'CTCCτ'TTATCAGGAGCTC 

646 CAGGTCTTCCCCACATGATGττTGCATCAAGτTCACCTTCAGATGAλCC1¥λλCTCACCGA 

706τ"ITGAACTCCATCTTCGTCAGτTCCTGTAACCATTAτTATAGCTCCATCGATAACACGAG 

766 TAλCACCτTGTCCTATTT'ITCCGτ'CGCCτTCτTI'AGTAGCTATAGGCTGAACGTCCATλλ 

826 TAGττTCGCTGTACτ'TGCCGTAATCλGCTGGAGTλλTG1¥ττTCTACτ"ITGATλTCTGTAA 

886 CTAGG宝TGCTTACTI'TI'ACAGCATCTTCGCAGATATI'lTCT巴TAATGTλλ1¥TλGTG宝TAT

946 'ITl'CAATI'TTTGTCTCAGGTCCAλATTCTACCTTCTCAATI'TI'G.AAATGCTTCTI'lTGAA 

BindIII (pBR3Z2Eh米O')DNA断片) EcoRI 

1006 GTGτTCτTACAAGCTTATCGATGATAAGCTGTC.AAl¥CATGX1AATTCCTGTTGTAGGGCT 

1066 TAGC'Iτ'TATAGGAλCTCMGCAMATTCGTAGTGGAAλλTCAATATATGGATACTATAGT 

1126 AGAC宝τ'TAATAλGTCGAAGGCAGGTATAG.AAACCC.AAl¥CTGTGGGAGAλλACACAGTGGA

1186 AAAA宝TAGATGCTAAG.AAAGCCTTAGCGTTτTI'G.AAACTAλλλλTGAAGGGAGCAAGλλG

1 MKPSKGIHA 工 DSHTMGEPTR

1246 1¥τ沼AAGτ'T'l"TCT.AAl¥GGAAτ'TCACGCTATAGAτTCACATACTATGGGλGAACCTACTAGA

21 工 VVGGIPQINGETMADKKKY

1306 ATAGTTGTAGGAGGTATTCCGCAGA'τTAATGGλG.AAl¥CTATGGCTGλCAAGAAAAAATAT 

41 L E 0 N L 0 Y V R T A L M H E P R G H N 

1366 CTTGMGATAACCTAGACTACGTTAGλACTGCττTAATGCATGAGCCAAGAGGACATAAT 

61 0 M F G S 1 1 T S S N N K E A D F G 1 工

1426 GATATGτTI'GGTTCTATTATAACTAGCTCGAATAAT.AAAGAAGCTGAT'I"ITGGAATTATA 

81 F M 0 G G G Y L N M C G H G S 1 G 11. 11. T 

1486ττ'TATGGATGGCGGCGGATACTTAλATATGTGCGGCCATGGτTCAAτTGGAGCTGCAACT 

101 V A V E T G M V E M V E P V T N 1 N M E 

1546 GTAGCAGTAG.AAACAGGAATGGTAG.AAATGGTλGAGCCTGτ'TACTAATATCAACATGGAA 

121 11. P A G L 1 K A K V M V E N E K V K E V 

1606 GCACCTGCTGGACτ'TATCAλAGCTAAGG官TATGGTAG~TGA.A.AAAGTAλλ1\GλAGTA

141 S 1 T N V P S F L Y M E 0 A K L E V P S 

1666 τ'CTATAλCTAACGTTCCTTCAT1ヨヨ:TATATATGGAAGATGCT.AAATTAGAAGTACCTTCT

161 L N K T 1 T F 0 工 SFGGSFFA 工工日

1726τT1¥λλCAAGACTAτ'TACA'ITl'GATλττTCτττTGGCGGAAGC官TC'ITl'GCTATTATACAT

181 A K E L G V K V E T S Q V 0 V L K K L G 

1786 GCAAAAGAGCTAGGAG宜:T.AAAGTAG.AAACTAGCCAGG'I'TGATGTACT1'AλGλλλτ'TAGGT
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201 1 E 1 R 0 L 1 N E K 工 KVQHPELEH

1846 ATAGAAATCAGAGATTTAATAMTGAAAAλATCAAAGτTCAACATCCAGAGτ'TAGAGCAT 

221 1 K T V 0 L V E 工 YDEPSNPEATY

1906 ATCAAAACTG宜'TGATTT九GTAGAAATCTACGATGAGCCATCTAATCCTGAAGCTACATAC

241 K N V V 工 FGQGQVDRSPCGTGT

1966λλλAACGTTGτ'TATCTTTGGACAAGGGCAAGTAGACCGτTCTCCτ'TGTGGAACTGGAACT 

261 S A K L A T L Y K K G H L K 1 D E K F V 

2026 AGTGCTAAGCTI'GCAλCACττTACλλλλλAGGACATC宝"AλGATAGATGAAAAATTTGTA

281 Y E S 1 T G T M F K G R V L E E T K V G 

2086 TACGAλλGCATCACTGGAACAATGτ'TCAAAGGλλGAG宜主τTAGAAGλλλCTAAAGτ'TGGA

301 E F 0 A 1 1 P E 1 T G G A Y 1 T G F N H 

2146 GAA'I可"Gλτ沼CTATAATCCCλGAAATI'ACλGGGGGAGCATATATAACTGGATI'CAATCAT

321 F V 1 D P E 0 P L K Y G F T V * 

2206τ'TCGTAATI'GATCCAGAAGATCCACTTAAGTATGGA'ττ'TACAGTATAAAATAGTGTATAA 

2266 TCGτTAλλATATGATITλλCAATCAAATTAλAATTAAττ'GAGGλGGCTACTATGAτTACA 

2326 GGGATλTTAGGAGT'I"ITAGGCGCACTGACGGCATGGτ"TCAGC'ITTGAGTITG官'TAAGGAT

2386 GTCGCAλAACACλλAGACAATCTAGλλACTGAGACTAACτττ'TTAACAGCAGGTA'ITATC 

Bind工工工

2446 GGA'ITTATAACAAACTITlTl'GATACACTAGGTATAGQ¥AGC'IT 

Fig. 4-8 pPR3の姉入断片の出H，配列

C1鋭λ一部分の配列はpBR322111米

1.4 kbの

Hu，dlll-EcoRI 
DNA断片

.1 3 3 プロリンラセマーゼの諸性質

プロリンラセマーゼの諸性質の検討を目的に、 4 2 1 2記載の);法に従って本酵素を E

ooliHslOl/pPR3からね製した。Tablc4-4に Hi~紡呆を示す。 娘細胞抗I1出液から収率26 %で精製し、比Ii"!i

制約13伐になったoSDS-PAGEにより、初製併素は電気泳動的』埠ーであることを同調した (Fig.4-9)。

SDS.PAGEからは本院ぷの分子盆は約40，000と推定され、極基配列から算出した分子量36，825とほぼ一致

~t，こ

Tablc 4-4 E.叩 1iHBIOl/pPR3からのプロリンラセマーゼの精製

Puri日catioll Total protein Total activity Specific activity Yield 

procedurc ImgJ [unitsj lunits/mg] I%J 

Ccll frcc cxtract 786 52，350 66.6 100 

Ammonium sulratc 186 36，600 196 70 

70・Chcating 58.5 30，150 516 58 

DEAE-Toyopearl 15.7 13，734 875 26 
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94，000 

67，000 -'圃.
43，000 -・..・・
30，000 -・・圃・ -
20，100 -圃・・ -14，400 
a・・・・・-z 3 

Fig.4-9精製プロリンラセマーゼのSDS-PAGE

Lanc 1， 3 ;分F盈マーカー.L.anc 2プロリンラセマーゼ
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Fig.4-10 プロリンラセマーゼに対するpHと温度の影響

反応条例 しプロリン 100且/1，60 min， (A) 37 "C， (3) 50 mM Tris-HCI緩衝液pH8.0 

本d1-素の反応の至適温度は55'C、至適pHは8.0であり、C.stick1andii ATCC 12662の幽体をm
Jた検討結果とJ見なったが、至適pH領域はほぼ一致した (Fig.4-IO)。至適条件における本酵素の活性は

875units/mgであり、 0-プロリノ及ひ'L-プロリンに対するKmは各々 10.6mM， 17.4 mM、Vm担は各々

1，248μmolc/mg/mill， 1，448μmole/mgiminであった (Fig.4・11)。

C. sticklaI1dii ATCC 12662111来のプロリンラセマーゼの特徴の一つに、高い基質濃度でも活性

を維持することがあるが、 組換え休から精製した醇素も、 レプロリノ200gilまでは全く影響を受けなかっ

': (Fig. 4-L2)。この性質は、本酵素の高い安定性とともに工業的に重要な性質である。
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Fig.4-11 プロリンラセマーゼーのLinew回 vcr.Burkプロット

反応条件 50mM M Tris-HCI緩衝液pIl8.0，37 "C， 30 min 
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Fig.4-12 プロリノラセマーゼ活性に対する基質レプロリン濃度の~'.&

反応条件 50 mM Tris HCI緩衝液 pH8.0， 37 "c 

。
。

本酵素のlJS質特典性について、蛋白織成アミノ椴20舗とオルニチンについて検討した結果、プ

ロリ ンのみを基質として反応した。

さらに、本目宇奈の倒防素要求性について検討を行った。本目孝素はTris-HCI緩衝液に透析しても

品性を失わず、透析後にImMのPLP，FAD，FMN，NAD，NADPを添加しでも活性に変化はなかった。また、

補dMょと して PLPを有する場合に生じる330と420nmの吸収極大も認められなかった問。これらの結巣か

り、 -t;nr>f;I;J:fiUd手索非依存型ラセマーゼであることが示唆された。史に、本醇素をカルボキシル基修飾試

警である10mMのヒドロキシルアミン、 10mMのフェニルヒドラジン、あるいは10mMの水素化ホウ素ナ

トリウムにて、 pH8.0， 37 oC， 30分間処理後も活性に変化はなかった。このことは、本防素は、活性に関
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与するピルボイル基などのカルポキシル11;を持たないことを示唆する。本目李主告はキレートi'tIJである IOmM  

のEDTAによって阻害されなかったことから、活性に関与する金属は持たないこと考えられる。

本防ぷは2メルカプトエタノール非存在下では安定性が低下した。また本醇素は、 SHfj手素の

阻害剤である 10mMのZ"SO"5 mMのCuSO"1 mMのPCMB守により強く阻害された。これらのSH形素の

阻害剤lの添加liijに、 Zメルカプトエタノール 0.5% (vol. vol.)を添加することにより阻害を回避した。これ

らの結果から、本醇素は活性発現に重要な部位にSHlJ;を有することが.f1!!.された。

また、本防素は37Tにおいて 10mMのSOS存在 Fでも活性に変化はなかった。

1 3 4 レプロリン分解凶のスクリーニンク

oレプロリン中のしプロリンを光学選択的に分解する微生物を取得するために、土緩からLープ

ロリンを唯一の炭素放及び笠井初日として生育する菌株を選択し、レプロリン及びDプロリン分解能を評価

した。その紡*、上緩から分縦した静母4株に、特にE!JJ'ーなしプロリノ分解能を見出した (Table4-5)。

分類学的検討の結果、これらの菌株はCandi由 sp及ひ(Trichosporon s pと同定された。これらの菌株につい

て椛益・反応条件の検討を行い、プロリン分解能とし体選択性が而く、しかも崎益が容易なC却 d直 sp

I'RD-234をしプロリン分解l却として選択した。

Cana曲 sp.PRO-234によるしプロリン分解の至適温度は35.Cであったが、長時間安定してしプ

ロリノを分解するには30.Cが適していた (Fig.4-13 (A))。また、L-プロリン分解の至適pH(;l:5.5と7.5の

2ヶ所に存在した (Fig.4-13 (B))。

Ci1lJ(}jぬ sp.PRO-234によるLープロリン分解の過程で、 一時的なタルタミン酸の蓄積を検出した

が、その他の分解過程の'1'11日体の蓄積は凡出せなかった。

しプロリン分解反応は、基質しプロリン 50g/Iまでは基質阻害による活性の低下はなかったが、

75 g/Iでは分解能が約50%に低下した (Fig.4-14 (A))。また、 Lプロリン分解はD・プロリンによる阻害を

受け、 0-プロリン 100g/I存イETでは分解能が約60%に低下した (Fig.4-14 (B))。 一方、本菌株は0-プロ

Table 4-5 L-プロリン分解菌のレ及び-0プロリノ:分解能評価

Strain CeJJs Remaining L-Pro Rcmaining O-Pro 

[g ¥vct cells/IJ [g!IJ [ω] 

Candidi1 sp. PRO-234 80 0.03 10.9 

GlI1dida sp. PRO-238 30 0.3 10.8 

Trichosporon sp. PRD-273 90 。 3.4 

Triι，!lOsporon sp. PRO-3 1 7 70 。 7.1 

反応条件 DL-プロリン 25且/1，0.1Mリン敵ナトリウム緩衝液pIl5.5，30 "(;， 20時間，震温220rpm 
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Fig.4-14 Q目的ぬ sp.PRD-234によるしプロリンの分解に対するし及びDプロリン濃度の影響

反応条件 湿的体30g/1，0.IMリン酸ナトリウム緩衝液pH6.0， 30 "C， 2時間，震糧220rprn 

(八)基質1Jプロリン 5-75g/l， (日)基質しプロリン 10g/l， 

(c)基質1)-プロリント75g/l， (D)基質ひプロリノ 10g/l 
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リY分解能も有したが、 Dプロリンの分解はしプロリンの存在により著しく阻害され、しプロリン 15g/I 

以上ではDプロリンの分解は認められなかった (Figι14(D))。

以ヒの結果より、 C却 d晶 sp.PRD-234の鼎必幽体を用いてDレプロリン JOOg/I'I'のしプロリン

の選択がJな分解が可能て'あるとドIJ断された。

Dプロリン生産方法の検討5 

以仁の結果をもとに、しプロリンからのDプロリンの生産について検討した。ζ stick1andii

ATCC 12662r]]求のプロリンラセマーセ泣伝チを発現するEω/iHBIOl!pPR3の菌体1g wel∞IIs/1をJllいて、

しプロリン 100g/IをpH6.2， 37 oC， 24時間の反応で完全にラセミ 化した後、 120oC， 20分間処理により、

プロリンラセマーゼを失活させた (Fig.4-15 (A))。この反応波にC四 r.5dasp. PRD-234の菌体を40g wct 

ぽIIs{¥となるように添加し、 DLプロリン中のLプロリン 50g/IをpH6.0， 30 oC， 40時間の反応で完全に分

解した (Fig.4・J5(B))。しプロ リン分解反応ではpHが |ニflするため、 12N硫酸にてpH6.0を維持した。

10 60 

一E且
2
0
0

。
。
，
O

A

U

Y

勾

ι

ρ
 
心月

D

口
-
olJ
 
心心司伊

丹
ぺ

50 

40 

3 
8 30 
0 

100 

、frro
¥ 

DO 

20 

10 
一
て
叫
}
oh
L

¥。
、コ¥。
¥ 
¥り

しpmu¥b¥q 

D-Pro 

50 

40 

0

0

0

 

3

2

l

 

{[通
。ょ

D-Pro 

50 

20 

Timclhr] 

(B)L-プロ リン分解反応

10 

。。20 10 

Timelhr] 

。
。

(A)プロ リンラセミ化反応

Fig.4-15 組換え幽を用いたしプロリンからのDプロ リンの製造

反応条件:(八)しプロリン 100g月， E coli Hs101/p1'R3の浪歯体 1g/I，トルエン l略(vol./vol.)，p1l6.2， 37 'C， 24 

時間反応熱失活

{日)硫酸にてp1l6.0に謁整後、 Candidasp. I'RD-234の湿菌体40g/Iを添加して、 30'C， 40時間好気的

に反応 (この問、硫般にてpllを6.0に維持)
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Lプロリン分解反応終 (Iiojに、 Lプロリンの濃度低下にともなL、Dープロリノの分解が生じたが、レプロリ

ンの分新aが終わると I ， ;J 時に反応液中の溶存殴ポ濃度(00) が急激に上昇することをm~fこ反応を停止した。

その結足、 Dープロリノ収，事94%で反応を終fすることができた。この反応液から、 一般的なレプロリン材

製法に従って9リ5%cc以卜の光学純度のDープロリンを取得した。
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4 4 1 本製jiI方法の評価

本研究で完成したD.プロリンの製造)J法は、発防法て'生産されるLプロリンを原料とするため、

原料は安価に安定して供給可能である。

プロリンのラセミ化反応は、 E 印 /i組換え凶の生産するプロリンラセマ ゼをm，、て水溶液中
で常温'Ii;~'圧で行うため、化学的ラセミ化とはJ異なり特殊な設備を必要とせず、廃液による環境汚染の心配

もない。また、防系的ラセミ化法は、化学的ラセミ化法とは'Rなり微生物によるLプロリン分解反応を阻

害する物質を含まないため、精製などの前処理をせずにラセミ化反応放を第2段階の微生物をJm、た光学

分割l反!，e;に則いることカ'nJfiE:である。

E 叩 /i組換え凶の生産するプロリンラセマーゼを!lJいる利点は、多量の静子医を用いて効率的に

生産を行えることだけではなく、仁 sticklandiiATCC 12662が有するD.プロリ/レダクターゼ16-20)などによ

るDプロリンの分解による収率低下の防止も身えられる。

iH2段断の併母を用いたDレプ口リン'iJのしプロリンの分解・除去は、 光学.，韮以性が，:"5く、

D プロリノと似た物性を持つ分解生成物を生じないため、村製により容易に純度の I~:; ~、D.プロリンが得ら

れる。

以七のように、本研究で完成したD・プロリンの製造方法は良好であり、これまでに鎚楽されて

いる他の)J法と比較しでも多くの点で優れている。しかし、本方法は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。

!.l¥ 1段階に川jし、るプロリンラセマーゼは、反応のたびに生産的の培養が必妥であるが、本円宇井E

は比較的安定性がr:~いことから、固定化酵素として長時間の反応と保存ができることが予:t1!. される 。 固定

it俳AE法が可能であれば、 I音養の回数を減らすことが可能であり、ラセミ化反応後のラセマーゼの然失活

町操作も不安となり、さらに効率的な生産の可能性がある。

買¥2段階のしプロリンの光学選択的分解反応は、反応停止の明瞭な指標はあるものの、反応停

止時期がずれれば収率または光学純度が低下するため、改善が望まれる。このためには、新たに光学選択

性がさらに厳密なしプロリン分解醇素を取得する必史がある。

本方法は、 L.プロリンの分解によりDL.プロリノを光学分割するため、 出発原料のしプロリン

からの収率が50%を越えることはない。Dしプロリノの光学分別に、 しプロリンオキシダーゼによるしプ

ロリ ンの1'.'.ピロリンー2ーカルポン敵への変換、 し体選択的アゾラーゼによるLプロリンのアシル化などが

可能であれば、光学分別後のリサイクルが可能となり、出発原料のしプロリンからの収率が50%を越える
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ニとも nIfì~てJあると F怨される。しかし、これらの目的に利川可能な良好な酵素は見出されていない

I q 2 プロリンラセマーゼの酵素的性質

E∞Ii HBl0l/pPR3から精製したC.slick1andii ATCC 12662のプロリノラセマーゼは、プロリン

のみをl企'flとて反応した。Cardinaleらは、C.slick/aJ1dii ATCC 12662から精製したプロリンラセマーゼがヒ

トロキゾプロ リン、アロヒドロキゾプロリンに対して各々プロリノの2%、5%の活性を示すことを報侍

しているが1)、本研究では、 E∞IiHBlOl/pPR3から綿製した本静素についてこのことは能認していない。

また、 c.s山11ιはAμμlιa剖?

(化t活性を，イ示jβミしたが、これはプロリンラセマーゼによるものではなく、本菌株が持つことが知られるオルニ

チンラセマーゼ叫によるものであると考えられる。

EωIi HBl0l/pPFりから精製したプロリンラセマーゼの0-プロリン及びLプロリ ンに対するKm

とVm拡が各々 lまlま同じ{I立であったことは、本両手素の0-及びレプロリンに対する反応性が等しいことを示

す。このことは、仁 slick/却 diiATCC 12662から精製したプロリンラセマーゼの性質と一致するが、防n他

I~ Card川副cらの報件と多少児なった 1) (Table 4・6)。これは、静ぷの性質の違いによるものではなく、活性

測定}J(.!<の違いによるものと思われる。

本目宇A5は、 2メルカプトエタノール非存在下では安定性が低下すること、 PCMBなどのSH形ぷ

の阻害剤による阻害が2-メルカプトエタノールにより凪避できることなどから、活性にIdQt.;SH必をイT

することがF怨される。このことは、 RudnickらのC.sliι，k/.四 rliiATCC 12662から精製したプロリンラセ7ー

ゼの活性小心にシステイン伐基が存在することを示唆する報告と一致する九

プロリンラセマーゼは高い熱安定性を有したが、本菌株は好熱性・耐熱性細幽ではなし、。また、

本鮮京は10mMのSOS存在下でも活性に変化がなかった。これらのことは、本酵素の立体楠造が比較的強

Table 4-6 C. slick1l1J1dii由来のプロリンラセマーゼの諸性質の比較

51田川 E. coli HB101/pl'R3 C scick1四 diiATCC 12662 1) 

molc山 larweighl 36，825 38，000 

叩cc出caCIIvuy [unils/mgJ 875 600 

Km [mM] (D-I'ro) 10.6 3.8 

(しPro) 17.4 2.3 

Vrnax [μmolc/mg/min] (D-Pro) 1，248 1，054 

(I..-Pro) 1，448 800 

optimal pll 8.0 7.5 
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聞であることを示唆すると忠われるが、この性質の生理的意義は不明である。

プロリンラセマーゼは補傍系非依存性ラセマーゼであることが報告されている 1山 6問。イミ

/1襲とカルポニル11;がシソフ極基を形成し得ないので、プロリンラセマーゼはPLPを補静素をしないこと

は当然と忠われる。実際、本両手素は補惇素としてPLPを有する場合に特徴的な吸収極大は認められなかっ

たことから、 PLPを持たないと思われる。また、補醇素類の添加による活性の変化はなく、金属の関与も

再定されたことから、本静ぷは干Jfi因子を持たないと考えらる。これらの性質は、 l災報開と一致した。

4 4 3 プロリンラセマーゼのアミノ酸配列

C. slicklandii ATCC 12662のプロリンラセマーゼのアミノ酸配列は、百字素蛋白の 卜リ プシン加

水分解物についてエドマン分解法で決定した一郎の配列(5アミノ酸残基)が知られるのみであったが2)、

本研究でプロリンラセマーゼの遺伝子をクローニノグし全極基配列を決定することにより、初めて一次構

造がりlらかになった。そこで、本酵素とアミノ酸配ダIjが報告されている他の補醇素非依存性ラセマーゼ及

びエピメラーゼとアミノ椴配列の比較を行った。ラセミ化機械が類似していることが予慰される

I'scUWl11onas pulicb ATCC 15070のヒドロキシプロリン 2ーエピメラーゼは活性[1'心の部分的なアミノ酸配

列のみが明らかになっているが問、C.slicklandii A TCC 12662のプロリンラセマーゼのアミノ酸配列との比

較の結果、ンステイン残基を含む部分に比較的高い相向性を示した (Fig.4-16 ) 。 この相同性が{.S~ 、部分

|は 山 kらがプロリンラセマ一切性中心であると予怨した部分日以またプロリンラセ

マーゼは、活性小心の部分的なアミノ隊配列がり1らかになっているEScJlcdchia叩 liK-12のジアミノピメリ

ノ敗エピメラーゼ町とわずかに相向性を有していたが (Fig.4-16)、LaclobaロlIusbrevis ATCC 8287 (第

3章)、Pcdio印刷JSPι11tosa白川町03182
61
)、およびL.fenn叩 liATCC 933862)の補醇素非依存性のグルタミ

ノ酸ラセマーゼ、グルタミン酸ラセマーゼ活性を有するE ∞Iiのmur/遺伝子産物崎、 Slreplo∞ιUS

/hcmlOphilus [AM [0064の補醇素非依存性のアスパラギン般ラセマーセ判とのアミノ酸配:9IJの相同性は低

かった。また、補酵素の関与についての報告はないが、基'i'iの械造から類似したラセミ化繊械が予怨され

たPscudomonassp. NS67 [のヒダン トインラセマーセ叫とのアミノ酸配列との相同性も低かった。

C. sricklandii Pro raccmasc (243) VVIFGQGQVDRSPCGTGTSAKLATLY 

P. putida lIydroxyproline 2・epJmerase司 STCGTGSGADPVAK

E. coJi DAP epimcrasc)7) YRIFNADGSEVAQCGNGARCF 

Fig. 4-[6 プロリンラセマーゼと他のアミノ酸ラセマーゼのアミノ椴配列の相同領域

C. stIckJandii ATCに12662のプロリンラセ7ーゼを基準に一致するアミノ駿残基をa印で示す
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C. slick・lalldiiATCC 12662のプロリンラセマーゼと1'.pulI申 ATCC15070のヒドロキンプロリン

2エピメラーゼの活性rT'L'H近のアミノ酸配列は良く似ていることから、雨時手素の反応機憎が芳1似してい

るu)能性が与えられる。さらに詳細に比較するためには、ヒドロキシプロリン 2-エピメラーゼの全アミ

/隊配ダIJが決定されることが望まれる。

I 4 4 プロリンラセマーゼの反応機械

C. sliιkJandii ATCC 12662のプロリンラセマーゼの反応機械については、詳細lに検討されてい

る110，問。シノステイン校基の修飾による失活の検討から、本防ぷに含まれる 2つのシステイノ伐J[;のうち

の )iのみがラセミ化にIloJ与しているとされ2)、これは256番目のシステイン残誌にあたる。本静索のプロ

リンラセミ化機織はンステイン 2残J[;が関与する 2塩基関与の水素原チ引き抜き機捕であるとされている

ことから川町、ホモダイ?-~荷造をイIする両サブユニットの256番目のシステイ/残基が関与すると考え

られる (Fig.4-17)。このようなホモダイマーの両サブユニットのyステイン残基が関与するラセミ化機

構は、 E叩 liK-12のジアミノピメリン殴エピメラーゼについても予守、されている31プロリンラセマーゼ

とνアミ ノピメリノ椴エピメラーゼのンステイン残基を含む活性中心イl近のアミノ酸配列にわずかではあ

るが判!向性があったこと (4 4 -3)から、反応機構が類似している可能性が与えられる。プロリンラ

セマーゼのもう lつの91番日のyステイン残基は、修飾により緩やかに失話したことからへ両サブユニッ

トの結合なと'の 1~5次情jjHft持に関与している 11)能性が考えられる。

P. pulub ATCC 15070のヒドロキゾプロリン 2・エピメラーゼも、同織にシステイン2校基が傑l

写する 2!'.J}正|刻与の水素原子引き抜きによるラセミ化機構が考えられておりn町、活性中心付近のアミノ

般配列はプロリンラセマ ゼと良く似ている (4-4-3)。したがって、プロリンラセマーゼとヒドロ

キゾプロ リンZエピメラーゼの反応機構は良く似ている可能性が考えられる。ただし、ヒドロキュノプロ

リン 2-エピメラーゼはモノマー静素であることから、明らかにされていないが、分子内にもう iつ活性

に関与するゾステイン残基を持っと予:([1.される。

Subunit ] Subunit I 

SII 

∞011 H 

ムアくH
11 
日ー

Subunit 2 

-4tJーP て汁∞OH之さ
s 

Subunit 2 

Fig.4-17 プロリンラセマーゼの予怨反応機椛

ー146-

Subunit '1 

s-

11 

〆，，?く∞011
H 

SH 

Subunil2 



『 司町

1410プロリン生産方法の開発 4 4 考察

4 -4 5 プロリンラセマーゼの生理的意義

プロリンラセマーゼの存在は、C.sliι'kJandii A TCC 12662にのみ存在が知られていたが1-10.l6問、

本研究により新たにCloslridium属細菌2株にも本醇索が存イEすることがlリ]らかになった。この結果から、

プロリンラセマーゼは、 CIOSladium成細菌に特徴的な酵素である可能性がある。 しかし、基質の情造及

びラセミ 化の反応機摘が郊似していることが予:(!l，されるヒドロキシプロリン 2-エピメラーゼが

PS四出mon四 puticbATCC 15070に存イEすることから羽 3ト33，S7，問、プロリンラセマーゼがCJostridium);J!，以外

の細i道に存在する可能性もあり、分市についてはさらに広範|泊に調べる必要がある。

OudinalcらはC，stickJanclii ATCC 12662から精製したプロリンラセマーゼの反応機怖について詳

細に倹，ftしているが2-10，29)、本再宇奈の役割については明らかにされていない。CJostridium属細菌において、

4>d手素はしプロリンからのDプロリンの生成に利flJされている可能性が考えられるが、微生物における

Dプロリンの存在と機能は明らかにされていない。CstickJanclii A TCC 12662は、 D-プロリンから5アミノ

古車酸を生成するDプロリンレダクターゼを持つことが知られていることから16制、 プロリンラセマー

ゼがしプロリンの代謝あるいは5アミノ古車酸の生成に関与する可能性も考えられる。

本研究で検討した Clostridium属細菌 3株のプロリンラセマーゼ活性は、幽体内の遊離のプロ

リンをすべてラセミ化するのに十分であると予怨される。これらの歯株の高い活性を持つプロリンラセマー

ゼの生則的立義を明らかにするためには、 。プロリンの存伐と機能も調べる必妥があると忠われる。

4 4 6 E.ωIi ~'l換え幽をJIJいたプロリンラセマーゼの生産

E 叩 Ii組換え菌におけるC.stickJandii ATCC 12662由来のプロリンラセマーゼ遺伝子は、プラ

スミドベクタ-pBR322上に存在するアンピシリ/やテ卜ラサイクリノ耐性泣伝子のプロモーターを利JIJ

できる位置・方向にないことから、 EωIiにおいて自己のプロモーターで発現していると考えられた。し

かし、プロリンラセマーゼ泣伝子を含む1.4kbのHindlll-E，ωRIDNA断片に、典型的なEωliのプロモーター

配列は見出せなかった。

プロリンラセマーゼ遺伝子を含むDNA断片とは別の離れた位世に存花した1kbのHi肌Ull-E.ωRl

DNA断片をプロリンラセマーゼ遺伝子の上流に連結した場合、プロリンラセマーゼの幽体活性が2例音以

上に向ヒしたことから、このDNA断}j-上にはプロリンラセマーゼの苅発現化凶子が存在すると予怨され

る。このDNA断片上にORFは見出せなかったことから、プロリンラセマーゼ以外の別の蛋白が関与する

のではないと巴、われる。また、このDNA断片は、プロリンラセマーゼ泣伝子のヒ流にー)ir!i'に抑入され

た場合のみにプロリンラセマーゼのl通体活性が向上したことから、プロリンラセマーゼill伝子の発現にi刻

号するとF怨される。さらに、この断片の有無によらず生産されたプロリンラセマーゼのSDS-PAGEでの

147 



『 司町

1411lプロリノ生lfiE法の開発 4 4 考務

位i置に変化は縦かったことから、酵素蛋白の一次補造上に変化は起らないと予也、される。これらの結果か

り、このDNA断片にはE印 Iiで機能する比較的強力なプロモーターが存在すると予:!P.したが、典型的なE

仙のプロモーター配列は見出せなかった。

これらのプロリンラセマーゼの発現に関する疑問を明らかにするためには、転写レベルでの詳

掴な検討が必要である。

4 4 7 しプロリンの分解

レプロリンの分解の過程で分解生成物や中1m物質の顕著な蓄積は認められなかったことから、

しプロリノの分解経路は不明て'ある。L-プロリン分解反応は好気的条件下で起こり、反応中に一時的にグ

ルタミン酸の生成を検出したことから、レプロ リンはプロリンオキシダーゼにより 61ピロリンふカルボ

ン般に変換された後、グルタミノ酸を経る経路て'代謝された可能性が~-えられる 。 また、 しプロリンの分

解の過程でl調体fJ:が助大したことから、 しプロリンは生育に利用されたと考えられる。Lプロリン 50g!1 

の分解の後にCillldi申 sp.PRD-234の乾燥幽体屯量が 16g!IJi'1加したことから、 しプロリンの約 32%が幽休

成分に転換されたと言l:l'l戸される。

プロリノの分解について、~適pHに 2 つのピークが存在したが、これは、分解に 2 つの経路

醇素)が存在:するためか、あるいは、分解に複数の形素が関与するために複雑なpH特性になった可能

性が与えられる。また、本l通株は、弱L、D-プロリンの分解能も有したが、本菌株からプロリンラセマーゼ

は検出されなかったこと、 D-プロリンの分解がしプロリノにより限官されたこ とから、 L-プロリ ンの分解

に関与する醇ぷの光学選択性のIrさに起因するものと予怨される。これらのことを明らかにするためには、

分解に関与する防素の諸性質を明らかにする必要がある。
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4-5 まとめ

しプロ リンを以料に、プロリンラセマーゼによるラセミ化としプロリノ分解幽によるしプ

ロリンの滋択的分解の 2段階の醇素反応によるDープロリンの製造法の検討をした。

J:fil 段階fのプロリンのラセミ化にj日いるプロリンラセマーゼを、 CJostadium属紺II1iにつ

いてスク リーニングを行い、歯体当たりの活性がI~":jく、 r:~4正 '[1濃度 (L-プロリン 400 g/I 以1::.)でも

機能するfHfな静素を生産する既知凶抹 CloslridiumstickJandii ATCC 12662を選択した。この他、プ

ロリノラセマーゼを生産する新規幽株2株も見出した。

プロリンラセマーゼ生産的C.slicklandii ATCC 12662の多iEの菌体取得が困難であること

を解決するために、プロリンラセマーゼのEω11m換え体での生産を検討した。E.coliのL-プロリン

要求性変見株の妥ポ性相補を利用して本醇素の泊伝子をJttil}し、C.slicklandii ATCC 12662の約23僚

のl車体活性で本際素の生産が可能になった。本再宇治は、 E 回 M組換え体において自己のプロモーター

を用いて発現したが、 r:'~活性発現にはプロリンラセマーゼ遺伝子とは別のDNA断片を必'}!'と した。

制l換え体EωliHB101/pPR3が生産するプロリンラセマーゼを用いることにより、効率的な第 l段断

のしプロリンのラセミ化反応が可能になった。

EωIi組換え体からプロリンラセマーゼを屯気保動的に単一に精製し、 U;性質を調べた0

+:n宇 A~は、 ìiti百字ポ非依存性のラセマーセ、て'あり、活性に関与するSH基を有することが示唆された。

これらの性質は、元株であるC.sl叫 :IandiiA TCC 12662由来のプロリンラセマーゼと同じであった。

また、本院ぷは r:"G~ 、基質濃度 (レプロリ ン 200 g/I)でも基質阻害による活性低下は認められず、 工

業的平IJJI]にi直した特徴を持っていた。

C. slicklandii ATCC 12662のプロリンラセマーゼ遺伝子の全底基配列を明らかにした。ノド

昨A~のアミノ 隊配列の一部は、 PscuåJmonaspuli曲のヒドロキシプロリン 2・ェピメラーゼの活性中心

付近の配列と判!向性を不した。この部分が、ラセミ化活性に軍基Eな部位であると予想される。また、

本防AEはE 印 Iiのゾアミノピメリン酸エピメラーゼの活性中心付近の配列ともわずかに相l間性を示し

たが、 iitilVh巨iJド依存性の乳酸l翁由来のグルタ ミン酸ラセマーゼ及びアスパラギン椴ラセマーゼとのア
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ミノ酸自己列の相110J性は見出せなかった。

向いLープロリノ分解能をイ1する微生物を得るために、上峻からスクリーニングを:A施し、

Ct1I1di曲 sp.PRD-234を取得した。本的株のプロリン分解におけるし休選択性と分解能は|分に尚かっ

た。本的株を川いることにより、効率的な第2段附のレプロリンの選択的分解反応がIlJ1iE:になった。

E 叩 IiHBIOl/pPR3によるしプロリンのラセミ化、及び CandidaSp. PRD・234によるDレプ

ロリン中のしプロリノの選択的分解により、 100g/Iのしプロリンから光学純度 99%以上のD-プロリ

ン47g/Iの生産に成功した。

以上の検Hの結果、 L-プロリンからD-プロリンを効率的に生産する['量的なプロセスを完

成しfこ。
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第5章考察

5-1 0アミノ酸の」二業的生産

I I 日B発));質

0-ア ミ ノ酸の製造法としては、再手素法がI邑も~していると考えられ、多くの研究がなされてい

る 併京法による0-アミノ酸の出発基質としては、天然に存在する化合物を利用するか、合成法または発

解法にて生産された化合物をJllいることになる。天然の化合物を利用した報告はなく、多くの場合は有機

{t成にて生産される化合物を出発基質として利JUする。中でも、アミノ酸の合成法における合成中間体を

利川する万法が多く月J，、られる。これは、比較的安価て担安定した出発基質の供給が可能な場合が多く、前1

'jlな防AE反応で光学:活性なDーアミノ酸が得られるからである。

例えば、静素r去によるDアミノ酸の出発基質として多くの適用例が報告されている5・置換ヒダ

ントインは、代}k的なア ミノ酸合成法であるブッフュラ一法の合成中1m体である (Fig.5-1) 0 5-)世換-0レ

ヒダン トイ ンは、世換1正を変更することにより多くの0-アミノ酸の製造の基質となり得る優れた化合物で

ある ¥.H)。また、 5・世換ーDレヒダノトインを加水分解できる比較的基質特異性の広い酵素が存在するこ とも

有利である。したがって、ブッフュラ一法によるアミノ酸合成設備などの5・置換-0レヒダントインの製造

に閃辿した行機合成の設備が整っている場合は、 5・i世換-OL-ヒダントインは安価に安定に供給できる優れ

た出発1，1;11となる。例えば、 Dレメチオニンのように、現在でもブッフュラ一法で生産されているア ミノ

般の場合は、 5・iE換・OL・ヒダントインは醇素法の有効なw発基質となり得る。しかし、発防法による光学

(1) suchcrcr法
1-120 

RCHO + HCN + (NH4)2C03 ~ Rー CH-CO ~ RCHCOOH 

aldehyde LHLH んH2
" / amino acid hydanloin 'eo ~.........肺...

(2) Slrcckcr法

RCHO + NH3 + HCN ー~ RCHCN 一→~ RCHCOOH 
aldchydc 、 んH2 んH2

aminonytrile amino acid 

可

IR?HCMl 
NH2 I amino acid amide 

Fig.5-1 合成法によるアミノ酸の製造法とE宇奈法の出発基質への利用
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CO/H， 
R 'CHO +円引:ONH 一一一→~ R'CHCOOH 

Co剖CO). NHCOR' 

aldehyde 回r加xylicacid amidc N-acyl amino acid 

Fig.5之介成法によるN-アンルアミノ俄の製造法

前件なしア ミノ般の製造が主流である現在、合成法によるアミノ般の製造は限られたものであり、安定し

た))/I'lの供給が切めない場合も多いと予智、される。また、プロリンのようなα位のアミノJ主を側鎖複，fU景

|骨造に合む特殊な情i置をしたアミノ酸の原料となる5置換-Dレヒダン卜インの製造は困難であると，I，!!，われ

る

ブッフュラ一法と並ぶ代表的なアミノ酸合成法であるス 卜レッカ一法の合成中間体であるアミ

/ニ トリルからの誘導体も併素法によるDアミノ般のUi発基質として利用される。アミノ般アミドは、ア

ミノニ トリルからは l段の反応で、また、アルデヒドを合成原料と考えた場合でも 2段の反応で容易に合

成される (Fig.5-1) 0 DL-アラニノのように、 I見イ工でもストレッカ一法で生産されているアミノ般の場合

は、アミノ椴ア ミドは、有効な出発基質となり得る。しかし、ヒダントインの場合と同様に、合成法によ

るアミノ般の製造は限られたものであり、安定した1[;質の供給が望めない場合も多いと F怨される。

w発1[;質としてN-アシルアミノ般を用いる}j法も知られる。通常、 N-アシルアミノ酸はアミノ
般から調製されるが、製造コストが高く、 1Ji'i'tとしては不利である。しかし、コハル 卜触媒を刑いて、ア

ルデヒ ドとカルポン酸アミド及び一酸化炭素から、 II設の反応でNーアシルアミノ酸の合成が可能であり、

比較的多くの締鎖の伴アシルアミノ酸の合成に利用できることが報告されている同 (Fig.5-2)。新たな

N-y;ノノレアミノ般の合成法が確立すれば、 R手素法による有効なD-アミノ般の出発基質となる可能性もある。

αーケ卜酸をIU発bil料とする静素法も、各極のアミノ酸の製造に利用が可能である。この方法

は、反応に多くの俄ぷや化合物を必要とする他、出発基質であるαーケト酸が高価であるために製造コス

トが日くなるという欠点がある。フェニルピルビノ酸及ひeその誘導体については、コバ/レ ト触媒をJllいて、

市圧の+酸化I文京雰凶気 FでのI量化べンジルのダブルカルポニル化反応により安価に合成できる万法が開

発されている叫。このような新たな αーケト般の生産方法が確立すれば、 αーケト酸を出発基質とする両手素

法によるDーアミノ酸の製造の司能性もでてくると思われる。

イ干成法は、 4華々な有機合成技術を駆使して目的に合った多機な化合物の生産が可能であり、 w
尭)，1;質の供給方法として優れている。また、出発基質が安仙!な有繊合成原料から比較的簡単なステップで

生成される場合には、 ι;f;的なJ，l;質供給}j法として有利である。しかし、合成のステ γプが多い場合や、

尭俳法などにより供給される化合物を原料に合成する場合は、出発基質の製造コス トが高くなり不利であ
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る。また、合成法による基質供給のためには、有機合成の設備と技術が必袈である。したがって、)，I;'i'i供

給の条件によっては、合成法で製造される化合物を利月]する方法は必ずしも有利とはL、えない。

Jj、発防法にて生産される化合物は、合成法と比較して、極類が限られることから、df.f長法

のHl発基質としての選択の範凶は狭L、。このため、発百手法にて安価に生蔵されるレアミノ酸などの化合物

は、合成法によりNーアンノル体などの誘導体としてから際素法に利用される場合も多い。Lアミノ般そのも

のは、俳ぷ法による0-アミノ酸の製造原料として注目されない場合もあるが、 l段のラセミ化反応により

50叱のL-アミノ般がDーアミ/般に転換され、さらに l段の光学分割lで0-アミノ酸が得られるため、有効な

出発基質の ーつであると.!sえられる。ラセミ化とその後の光学分担lも、静素法を利用すれば比較的容易で

ある また、しグルタミン般をはじめとする多くのレアミノ徴が非常に安価に、大位に製造、供給される

ことも大きなメリットである。発酵法にて生産される化合物を出発基質として用いる場合は、発目手生産の

日立備と技術が必要になるが、静素の生産にも発醇関iili設備は必要となることから、目宇奈の供給も|司時に行

う場合にはlIi'i't1Jt給のための設備はIi:J組にならない場合が多い。

このように、出発基質の供給は、酵素法によるDアミノ酸の工業的生産が成立するための重要

な史ぷである。合成法と発両手法、場合によっては防索法も組み合わせて、安価に安定して出発基質を供給

する方法を開発することがill公eである。

5 1 2 }j法論の比較

光学活性なDアミノ般を合成法や発酵法で生産することは困難であることから、 0-アミノ酸の

生産方法として鮮京法を!日いることが一般的である。

特に報告が多い製造法は、 5-世換ーDしヒダントインを用いる}j法である。ジヒ ドロピリ ミニジ

ナーゼあるし、はヒダントイナーゼによるふ世換ーOL-ヒダントインの光学選択的な!Jn水分解は、比較的多く

の0-アミノ般の製造に利用できる1刊。この方法は、加水分解されずに残存する5・世換ーL-ヒダントインが

!t学選択がJな加水分解の反応条件下てP自然に化学的ラセ ミ化するため、出発基質のほとんと'全てがDアミ

/殴に転換できる優れた方法である。 しかし、基質合成の面から、 α位のアミノ Jo!i~側鎖環状精進内に

持つ0-プロ 1)/'のような特殊な術造のア ミノ般の製造には適していなし、。また、 l況知l防素の基質特異性は

IL;(、特に4水性の世換lIiを持つヒダントインを良好に加水分解するが、酸性の世換必を有するヒダント

インは基質としないか、基質としても反応性は悪L、。したがって、この方法は、少なくとも既知防素を利

用する場合は、 Dグルタ ミン閉まやDアスパラギン酸のような酸性アミノ般の製j1tーには適当ではない。

アシノラーゼをJfH、たN-アゾルーDレアミノ酸の光学選択的な加水分解も、 いくつかのDアミノ酸

の製造に利用できる1721 しかし、原料となるNーアゾル一OL-アミ ノ酸が高価であり、 lIi質の供給をJちえる
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と実JIJ的ではない場合が多い。また、 i挺畑間は、妹J)<.ttアミノ般のN-アシル体は良好に加水分解するが、

徴性、出法性のア ミノ酸のN-アシル体はA質としないか、基質としても反応性は悪い。したがって、この

!i法の場合も、 D-クルタミン酸のような酸性アミノ般の製造には適当ではなL、。また、特殊な椛mのプロ

リンのN-ア シル休を光学選択的に}Ju水分解するI!.U~の鰍令もない。

アミダーゼをJllいたDしアミノ般アミト、の光学選択的な加水分解も、いくつかのDーアミノ般の

製造に利川できる22-28)。原料がアミノニトリルを経て安価に製造できるため、J);質供給の1mから有利であ

る 特に、ストレッカ一法で生産されているDLアラニンの合成中間体から容易に生産されるアラニンア

iドのような化合物を出発基質とする場合は、基質の供給も安定している。しかし、グルタミン般のよう

な敵性アミノ般のアミ ドを基質として良好に反応する併奈は知られていない。

D-アミ/敵トランスアミ ナーゼを用いて αーケト酸をDーアミノ酸に転換する方法は、IlHiのA

lî特y~t'Eが広いことから、多くのD争アミノ般の創造に応月jできる可能性がある29 明。 しかし、 11jl料となる

αーケト般が，:'S(dfiであり、 4質の供給を考えると実JIJ(i(Jではない。また、アミノ基供与体として))IJのDーア

i ノ 般が必~であり、その供給のために波数の併索の共役が必要となる。 このため、ラボスケールでの生

広ならばともかく、 仁~作jな大スケールでの生産のためには多くの工夫が必要であり、現状では現実的な

~ili)Jil，とは Itえない。

しア ミノ般のラセミ化と光学分割lによるDーアミノ般の製造)J法は、単純な方法であるが応用範

凶は11:く、ほとんど全てのDアミノ酸の製造に利用rrJ能であると巴、われる問。ほとんどのしアミノ散は発

隊法により大世に、安価に生産されているため、出発o/Ji'i'tとしての条件は良好である。この方法は、原料

のしアミノ酸からのD・アミノ般の収率が50%を必えることはないが、安価な原料を用いる場合は大きな問

題とはならない。L-アミノ般のラセミ化は、化学的にも防素的にも可能である。アミノ酸ラセマーゼの廠

額は多く、ほとんど全てのアミノ酸の酵素的ラセミ 化が可能である4(42)。また、醇素法によるラセミ化は

特殊な装i丘を必要としない。いくつかのアミノ酸について、 既知lの形素的ラセ ミ化反応と化学的ラセミ化

反応を比較検討した結果、反応速j互には大きな差はなく、反応収率は副反応のない惇素的ラセミ化反応の

hが良好であった。ラセミ体からの光学分割は、醇素の持つ~1i~、光学選択性を利用する必要がある。 多く

の微生物は、ほとんどの全てのLアミノ般を代謝できることから、 しア ミ/厳に作用する際素は必ず存在

するはずである。スクリーニンタにて、目的のしアミノ般に対する活性が高く 、しかも光学選択性がifEい

醇素が取得できれば、 目干素的な光学分割lは可能て'ある。光学分割は、必ずしも単一な際素による必要はな

く、 波数の併..fiが関与する微生物による代謝を利用しても良い。

以上のように、多くのD-アミノ酸の製造方法が匁lられるが、全てのDアミノ酸の製造法として

睡れているという }i法はなく、目的のDーアミノ酸によって適した製造方法は異なる。出発基質とともに、
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反応にJ日いる酸素の選択も重要である。 傍素の性質として、 t:~い光学選択性と、目的のJ，!O'í1に対する向い

触媒活性を有することが重要である。さらに、工業的生産を目的とする場合には、使用する静AEは高い法

j~濃度で反応が可能であり、高い生成物~度を述成できる静素であることも必要である。

5 1 3 本論の}j法

本研究では、既存のD-アミノ酸の製造法を参考に、 D-アラニン、 Dグルタミン殿、およびD-プ

ロリンの工業的生産を目的に、基質の供給、反応経路及び生成物の品質が現実的であり、 n的に適したm
Aiの取得が可能な生産プロセスを選択した。 その結巣、アミノ酸アミドの光学特災(('Jな}J[[水分解により

Dアラニンの製造法を、しアミノ酸の静素的ラセミ化と光学分割によりD-グルタミン酸とD-プロリノの製

遮法を完成した。各}j法について、出発lli.賀、反応経路、醇索、鮮京生産菌、生成物について、工業的生

産)i法としての妥当性を以下に確認する。

本研究で開発したD-アラニンの製造方法は、出発基'aにストレッカ一法で生産されるDLーアラ

ニンの合成中間体から容必に生産されるDしアラニンアミドを利JlJするため、安価で安定した基質の供給

がJYJ待できる。このため、 DL-アラニンアミドを出発基質としたJJ法は、他の出発基質を利用した方法と

比較して非常に有利である。また、 Dアミダーゼをm，、たDレアラニンアミドの加水分解反応は、出発基
質からから l段の反応でDーアラニノを取得できるため、妥当な反応経路であると考えられる。本研究でi担

í~1 した新規D-ア ミダーゼの光学選択性は非常に河く、歯体当たりの活性も十分高かった。 さらに、本酵素

は、300g!1のDしアラニンアミドを基質としても良好に反応し、高L、収率でD-アラニンを生成したことか

ら、["量的利用に適した静ぷである。本研究で取得したD-アミダーゼは誘導醇素であるため、静素生産品

のIf1-i!t1l年Jgjによる変動と、 防素誘導基'e'lの必須性のliij題があったが、 D-アミダーゼの榊成生産変異株の取

得によりこれらを解決した。したがって、使月!する静素と醇京生産的の性質も卜分であると考えられる。

生成物である D-アラニンの光学純度は99%以上であり、医薬品や}::!~の製造原料として利用可能な~]jい

品質であった。出発基質であるDしアラニンアミドからのDーアラニンの収率は、理論的にも50%を必える

ことはない。 本研究では、新規L-アミダーゼを取得し、残存する L-アラニンアミドから光学純度99%以

tのレアラニノを取得することにより、出発4'貨をむだなく利用した。ただし、生成物の必要性が、。ア

ラニンまたはしアラニンの一方に偏る場合には伐存するアラニンアミドの化学的または俳素的なラセミ化

によるリサイクルが必要になると思われる。以上のように、本方法は、改良によりさらに優れたプロセス

となる余地はあるが、 D-アラニンの工業的な生産方法として良好かっ妥当な方法であると判断した。

本研究で開発したD-クルタミン般の製造方法は、出発基質に発目手法で生産されるLクルタミン

般を選択したが、 しグルタミン酸は非常に安価に安定して供給されることから、出発4'aとして良好であ
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る。 Dーグルタミン酸の生産}J法は、しグルタ ミン般の傍点的ラセミ化と静素的光学分割の2段附反J，i:、によ

る。このん法は、谷易にìf~~ 、光学純度のD・クルタミン酸を取得できることから、反応経路としては妥当で

あると巧えられる。第l段階の反応にI1H、る新劇クルタ ミン倣ラセマーゼは、 300g/Iのグルタミン般を

JH'!としても良好に反応したことから、 じmn(J利用に適した解素である。本醇素の生産的却は乳富史的である

二とから、 J;''i~~による醇ぷの大量生産が困難であり、 l通体当たりの活性も十分詞くはなかったが、

EschcridliaωIi*-Il換え幽による鮮素の生産によりこれらを解決した。また、第2段階の反応に用いるE

即 liの生花するクルタミン酸デカルボキシラーゼは、的体あたりの偉索活性が十分にI::Gく、レ体選択性が

よ:~<、イ三司i韮反応であることから、 100g/IのDレグルタミン酸中のしグルタミン酸を完全に分解すること

ができ、工業的利jHに過した酵素であると判断した。したがって、 2段階の反応で使用するdUと醇ぷ生

産幽の性質は卜分であるとJtえられる。生成物であるD-グルタミン酸の光学純度は99%以上であり、医

:E品やj辺iEの製jj]:JJ;t料として利用可能な高L、品質であった。出発基質であるしクルタ ミン般からのDータル

タミ/般の収率は、思!論的に50%を越えることはないが、出発lJi質が非常に安価なため大きなIUI題とは

なりなL、。 Dしクルタミノ酸の光学分割lにおいてしグルタミン放をリサイクル可能な化合物に転換できる

IIT能性はあるが、製造!こ搾がm雑になる可能性が1)えられる。以上のように、本方法は、改良によりさら
に俊れたプロセスとなる余地はあるが、 Dーグルタ ミン酸の工業的な生産方法として良好かっ妥当な方法で

あるとド1I断した。

ノド研究で開発したDープロリノの製造方法は、出発基質に発自手法で生産されるしプロリンを選択

したが、L-プロリンは非常に安価に安定して供給されることから、出発基質として良好である。D-クルタ

iン般の製造法と同級に、 Dプロリンの生産方法は、 L-プロリンの醇素的ラセミ化と醇素的光浮:分割lの2

段階反応による。この方法は、容易に高L、光学事U立のDプロリンを取得できることから、反応経路として

は妥吋であると考えられる。第I段階の反応にjlH、るプロリンラセマーゼは、 400g/Iのプロリンを必質

としても良好に反応したことから、工業的利用に過した静素である。本隊素の菌体当たりの活性は比較的

高かったが、生産幽がC/ostridium属の嫌気性細菌であることから、 I去益による酵素の大泣生産が困難で

あった。このjHJ:Hiは、 E叩 Iif，![換え簡によるプロリンラセマーゼの生産により解決した。また、第2段階

の反応にJH，、るプロリノ分解i務は、し体選択性とレプロリン分解能が卜分に高く、 100g/IのDレプロリン

中のしプロリンを完全に分解することができ、工業的利用に適した菌株であると判断した。したがって、

2段階の反応で使用する形素と醇素生産菌の性質は十分であると与えられる。生成物であるDープロリ Jの

光学純度は99%以七であり、医薬品や股薬の製造成料として利用可能な高い品質であった。I.H発必'i'fで

あるレプロリンからのDプロリンの収率は、迎論的に50%を越えることはないが、出発基質がJ同1・に:1;(出!

なため大きなI::j題とはならない。 DL-プロリノの光学分割においてしプロリンをリサイクル可能な化合物
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に転換て'きる，iJ能性はあるが、製造工程が複雑になる可能性がJ号えられる。本方法は、改良によりさらに

匿れたプロセスとなる余地はあるが、 0-プロリンの工業的な生産}j法として良好かつ妥当なJj法であると

判断した。

これらの製造方法は、 51または 301の発防柄を月H、て、スケールアップの"J能性を隙認して

いる。さらに、いくつかの潔造方法については2klの発防相を月]いた試作に成功している。

3極主j'jの0-アミ/般の製造に用いる防ポ(しプロリンの分解を除く)、すなわち、 0-アミダー

ゼ、グルタミン徴ラセマーゼ、クルタミン敵デカルポキシラーゼ、プロリンラセマーゼはエネルギー非依

存件である。縦認はしていないが、 しアミダーゼもエネルギー非依存性て'あると予旬、される。したがって、

これらの鮮京にはエネルギー供給系の共役は必要ないことから、固定化酵素としてさらに効率的な生産の

4能性が与えられる。

以上のように、本研究で完成した3筋量nの0・アミノ酸の製造方法は、いずれも、安価な出発基
11から優れた性質を持つ目宇奈を用いて、比較的簡単な反応経路で高L、光学純度の生産物を'!ill論収率に近い

r:.~ ~ 、収 ;ßで生沌できたことから、良好かつ妥当な生産プロセスであると考えられる。

5 I 1 他への応JlJの司能性

本論の方法の他への応用の可能性を、手法と取得した酵素の両方について身察する。

0-休特J足的アミターゼを用いるDしア ミノ酸ア ミドからのDアミノ酸の製造方法は、比較的基

11特災性が広い0-アミダーゼも知られていることから、良好な性質を持つ静素が取得できれば、他への応

JIIも吋1itであると思われる。しかし、出発基質のDL-アミノ酸アミドが安価に供給できない場合は、 ι;/1

的生産)j法としては成立しないと思われる。 Dレアラニンアミド以外のDLア ミノ酸アミドの供給の可能

性については不明である。

-)J、レアミノ酸を出発基質としたラセマーゼによるラセミ化、及び防素的光学分割による

Dアミノ般の製造方法は、応用範囲が広く、ほとんど全てのアミノ般に適用できると:f:tHされる。そのng

由は、 一部を除きほとんどのしアミノ酸が発酵法にて安価に供給可能なこと、ほとんどのアミノ般に対し

てラセミ化可能な階素の存在が知られること40-42)、そして、全てのしアミノ酸に対して代謝可能な微生物

が必ず存犯することである。

次に、本研究で取得した酵素の他への利用の可能性であるが、どの醇宗一もJ正'i't特y"性が非常に
侠いことから、他への利用の可能性は低いと与えられる。0-アミダーゼは、基質特典性が狭いため、他の

Dアミノ般アミドの光学:選択的な加水分解にはほとんど利用できない。また、 Dーアミダーゼは0-アミノペ

プチダーゼ活性は持たないことから、 IJ日水分解の逆反応を利用した0-アミノ酸を含むペプチドの合成には
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利川できないと忠われる。L-アミダーゼについても同様である。グルタミン酸ラセマーゼとプロリンラセ

マーゼについても、 l正質特~性が非常に狭いことから、グルタミン酸及びプロリンのラセミ化以外の日的

には利川でトきないと与えられる。

5 j 5 他の自宇奈法

本研究の0-アラニン、 0-タルタミン徴、 Dプロリンの製造Jj法は、他の防Af法によるDアミノ

僚の}j法と比較検討したヒで完成した方法であり、現状では、他の俊れた実用的な生産方法を見出すこと

は凶難である。しかし、他の有効な基質の供給の可能性があれば、他の酵素法によるこれらのDアミノ般

の生産の可能性はある。また、いくつかの改善の余地がある部分については、他の目孝子長法に変更すること

により、より効率的な生産に改良できる可能性は残っている。

Dーアラニンの生厳については、 E宇奈法の出発基質であるDしアラニノア ミドをDレ2-アミノ プロ

ピオニ トリルから合成法にて生成しているが、 Dし2-アミノプロピオニトリルから i丘接、階R~的 lこ 0-アラ

ニ/を生成する方法も与えられる。このような形素としては、ニトリルからカルボン酸を生成するニトリ

ラーゼと、アミドを生成するニトリルヒ ドラターゼが知られる心->6)。ニトリルヒドラターゼとアミダーゼ

をJnt、た2段階の惇京反応でニトリルからアミドを経由してDアミノ酸を得る方法は、ニ トリルからアミ

ドの化学的な合成反応とアミダーゼを組み合わせた方法と比較して、必ずしも街利とは三えなし、。一方、

ニトリラーゼによるニ トリルから直接光学純度の高いDアミノ般の生産が可能であれば、 合成反応が l段

減ることから工業的に行利になる可能性はある。

。グルタ ミノ倣と0-プロリンの生産方法は、安価に発静生産されるレア ミノ般を出発基質とす

るが、 出発基質の供給をJjえると、グルタミ/酸やプロリノに対応する 5~tl[換ヒダントイン、 N アシルア

ミノ殿、アミノ殴ア ミドなどを出発基質として利用できる可能性は少ない。別の可能性として、発防法と

nH~法を組み合わせて、しアミノ酸の発静をDしアミノ酸の発防に変更する可能性が考えられる。グルタ

ミン駿ラセマーゼ遺伝子及ひ'プロリンラセマーゼill伝子はすでに取得しであり、しグルタ ミン酸生産的ゃ及

びL-プロ リ/生産的の泣伝子組l換え系も確立していることから、レグルタミン西空またはしプロリン生産的

にラセマーセも同時に生産させ、 Dしアミノ般の発酵生産の可能性はある。ただし、 0-アミノ酸のアミノ

防M孝生産に対する影響は不明であり、悲影響がある場合には、ラセマーゼの時期jキf'R的な発事L例えば、

L-アミノ酸の発静生産後にラセマーゼを生産させることによりしアミノ酸をラセミ化する方法が考えられ

る。さらに、 Lイ本の発防生産及びラセミ化が進行するの中性付近のpHでは作用せずに椴性域で作用する

グルタミン椴デカルポキシラーゼのようなL休除去Jllの酵素も、しア ミノ酸生産幽に同時に生産させれば、

L体の発酵生産、ラセミ化、レ体の光学選択的除去が全て単一の的で行える可能性も与えられる。
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また、Dクルタミン酸とDプロリンの製造方法では、ラセ ミ体からの光学分古IJにおいてL-11誌を

1 1 1利 JHが困難な化合物に変換しているが、 他の併Aiを用いることにより 再利用の ðJ1ì~性はある。 例えば、

DLプロリン中のL休の光学選択的除去に、レプロ リンオキシダーゼを月H、た酸化によるt，'ピロ リン-2-

カルポン般への変換が~.えられる。 この場合、 6 ' ピロリン Z カルポン酸の水素化ホウぷナトリウムを!日

いたi辺元によるDL-プロリンへのリサイクルを繰り返せば、全てをDプロリンに変換IIJ能である。Hunら

は、 D一体特異的オキゾダーゼを用L、たこの予法で、Dしプロリ ンをしプロリンに変換している明。L-プロ

リンのオキシダーゼはJJacillussubtiJis にイf.(Iが知られるが、光学選択性についての記述はな~，43)0 Lプロ

リンオキシダーゼと水素化ホウぷナトリウムの組み合わせは、 6'-ピロリンー2ーカルボン般のプロリンへの

還ノじにおいてラセミイヒが起こるため、プロリンラセマーゼによるプロリンのラセミ化の必要はなくなり、

しプロ リノをl直傍利月lて'きる。その他、レア ミノ酸のリサイクル可能な化合物への変換の可能性はあるが、

:B先原料であるし体が非常に安価なため、リサイクルは製造工位が復雑になり工業的に不利になる場合も

F也lされる。

D-トランスア ミナーゼを用いたα，ケト酸からのDアミノ般の生産は、 lS仙!なαーケト酸の供給

と波数の鮮京の共役のJUJ細から現実的な静AE法ではないと判断したが、発酵法との組み合わせで実現の可

能判もJ号えられる。L、くつかのアミノ酸発防では、アミノ般の前l躯体としてαーケ ト酸を経由する。この

アミノ般生産的のαーケ 卜般に続く醇素反応を刻めて、かわりにαーケト酸に作用するD トランスアミナー

ゼと l則辿する波数の/W，f，を導入し、これらの J~役が成立すれば、休止凶休または生 (il通体によるDーアミノ

般の発防・百字素法による生産の可能性も~えられる。

Dアラニン、 Dクルタミン殿、 Dプロ リンの3樋類のD-アミノ酸の製造法だけについても、新

たなIH先ili'i'iと防素の開発により、新たな製造法の可能性は残っている。ほとんど全ての化学反応を触煤

する併京が存在するとされており、自然界にはJド'，:~; に多様な鮮京が存在し、未知の機能を持つ酵素の存在

も期待できることから、アミノ般に変換可能な出発基質の供給が可能になれば、それに対応する醇素を取

得して、新たなD-アミノ般の製造法が確立する可能性があると与えられる。
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5 -2 立体特~~的アミダーゼ

アミダーゼは、微生物から動物細胞まで広く存イEが知られるが、アミノ酸ア ミドを加水分解す

る立体特見性の I':~ ' 、静索の報告は少ない。 アミノ 酸ア ミ ドを加水分解するアミダーゼの生体内における役

制としては、アミノ敗アミドの代謝やア ミドを続出する生合成に関与することが考えられる。 しかし、

0アミダーゼがJ，Ii質とする0-アミノ酸アミドの生体内での存在盆はわずかであると思われることから、

Dアミダーゼの生体内における役割lは不明である。 一つのuJ能性として、 0-アミダーゼの本来の被能が

DぺプチダーゼであるIIJ能性が宅一えられる。Dぺプチダーゼは、細菌細胞壁のペプチドグリカン中のDア

ラニンなどの0-アミノ般の_@*古に必要であり、また、 一郎の微生物の生産する0-アミノ般を含む抗生物質

の生合成あるいは分解に関与する可能性も宅一えられる。このような階素としては、浅野らが凡出した

Odlrobaclrum anlhr叩iSCRCCト38のDーアミノペプチダーゼがある特別。この醇素は、 Dアラニンアミ ド以

外にD アラニンを NA叫~Iこ合むペプチドに作川して加水分解を触媒する他、逆反応による 0-アラニンを含

むペプチドの介成も吋能なことから、0-アミノペプチターゼであると考えられる。ただし、浅野らは、こ

の両手奈の川~と治性質から、第 3 のぺニメ リ ン認識fIf.;f，である と推定している53)。 この併ぷとは災なり、

本研究でよ~:BしたArlhrobaclcr Sp. NJ-26の新規Dーア ミターゼは、 。ーアラニンアミドとタ リシンアミドを加

水分解する非常に狭い法質特央性を布し、 0-アミノペプチダーセー活性は持たなかった。また、浅野らの見

/1¥した、 Ochrvbt1drum剖 IhrvpiSCRC SV3のDアミダーセ--19.5勾も、Dアミノペプチダーゼ活性は持たない。

したがって、 D.アミノペプチダーゼとは災なる0-アミダーゼも存在することは明らかだが、その生体内に

おける役制は不明である。その他、銅谷らはRhow凶品川 crylhropolisJCM 320156)， NR-23， NR_28S7.S9)、

Pscuwmo{/剖 f1uon:;sω'osIFO 12055")、Serratiamarccsω'nS以M 1214356)、AcJJromobt1ctercyclocl.岨 LAM1013刷、

AJω'lig叩出 fac，回lis凶M 1420刷、 Kurlhiazophii IFOl283刷から、ベステンらはRhow即応vscrylhmpolis NCLB 

11538， 11539， 1l540， 12019")から0-アラニンアミドを含むDーアミノ酸アミ ドを光学選択的に加水分解する

俳来を線合しているが、これらの酵素の0-アミノペプチダーゼ活性の有無についての報告ない。

-)J、しアミノ般アミドを光学選択的に}J日水分解するしアミダーゼの生体内における役割とし

ては、アミ/椴アミドの代謝やアミドを経由する生合成への関与と、 しアミノペプチダーゼの機能の一つ

などのuJ能性が)5-えられる。Lアミノ酸アミドを光学選択的に加水分解する酵素としては、 Brcvibadcrium

sp，4A日}、 ()，ιhmbactrumanlhropi NCIMB 40321叫、 Pseuwmonaspulida ATCC 12633判、 Arlhrobaclersp. ATCC 

]1652刷、 Cυryncbaclcriumsp. ATCC 31662明の生産する際奈が知られる。これらの静素は比較的基質特見

性は Il、 L 、が、ペプチダーゼとしての活性のイï~圧については械告されていない。 また、本研究で取得した、

RaJmclla spし5のレアミダーゼはしアラニンアミド以外のアミノ酸アミドの加水分解活性は低く、狭いJ，Ii
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11*、F児1'lo'を有するが、ぺプチダーゼとしての活性の有無については縫認していない。これらのしアミダー

ぜの生体内における役制も不明である。

J下知!な静ョ括的性質が明らかになっているD-体特典的なアミダーゼは、本研究でよ4出した

ArthrobaじlerSp. NJ-26のD-アミダーゼ、及びi:足型fらの0ι1mフbaclrumanlhropi SCRC Cト3~の D-アミノペプチ

ダーゼとOchrobactrumaJJlhropi SCRC SV3のDーア ミダーゼだけである。ArthrobaclcrSp. NJ-26のDアミダー

ゼはD-アラニンアミドとグリゾンアミドのみを良好なJH1とする非常に狭い恭質特異性を#するが、 1也の

D-アミダーセはD-アラニンアミドを含むいくつかのアミノ般アミドを良好な基質とし、 iH'i特〉民社は広い。

また、 Al1hrobaclcrSp. NJ-26のDーアミダーゼの反応はPCMBなどのSH静素の阻害剤により強く阻害された

ことから、活性に関与するSI-4正を持つことが予智、された。Ochrob副 rumanlhropi SCRC C 1 -38のD・アミダー

ゼの性質も持つD-アミノペプチダーゼも同様に、活性に関与するSH1，!;を持つことが予怨された問。これ

らとは災なり、 Ochrobadmn7却 IhropiSCRC SV3のD・ア ミダーゼは、 SHfi手素の阻C，lf1fiJによりm:;与を受けな

かったことから、前nに関与するSH基を持たないこ とが示唆された")。したがって、 D-アミダーゼには、

アミノ倣アミドの加水分解反応の触媒機怖に複数の塑が存イEすることが予也iされる。また、防紫蛍白の分

(.{ifについても、 ArlhrobaclerSp. NJ-26のDーア ミダーゼが分子量約 51，000のモノマ一院ポであるのに対し

て、 OcJuvbaclrum卸 IhropiSCRC CI-38の静素は分子fii約 59，000のサブユニット 2f聞からなる分子量約

122，000の静索、 Ochrob，1Clrumanlhropi SCRC S V3の古宇奈は分子iu:約 38，000の静素と嫌々であった。これら

のnr，f，の触媒機械を iリl らかにするためには、防素の 一次情jjjや I~-~次構造の解析も必要て♂ある。

-)J、L-体特史的なアミダーゼでnM的性質が詳細に検討されている酵素は、 Bn.:vibad eri um 

sp.4Aの生政する分子長135，000のLーアミダーゼのみである向。8rcvibactcaumsp_ 4Aのレアミダーゼはしア

ラニンアミド以外のアミドも基質とする比較的広いJH1特災性を布したのに対して、本研究で取得した

liaJ1Ilclla sp. L-5のLーア ミダーゼ (未精製)はL-アラニンア ミド以外のアミノ酸アミドの加水分解活性は低

〈、狭いJJ;質特児性を有した。また、 Brevibactcriumsp_ 4Aのレアミダーゼは、 Hg'・、 Zn2+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F怨される。この性質はArthrobaclcrsp. NJ-26のDーア

ミダーセ、及びα:hrobac加 m anlhropi SCRC Cト38のD-アミノペプチダーゼと同じであり、類似したアミノ酸

アミドの加水分解反応の触媒機構を持つ可能性が勾えられる。Rahnellasp. L-5のしアミダーゼについては

よw製のため、時手，f，がJ性質は不明である。
本研究で取得した、 Arlhrohactcrsp.NJ-26のDアミダーゼとRahnclla sp. L-5のしア ミダーゼは、

厳密な立体選択性がDー休とL-i本と全く見なるが、どちらもアラニンアミドに対する狭い基質特民性を有す

る共通点もある。ド白目付;の詳細な醇素的性質とHli;J'fに関する検討による触媒機構と立体選伏性の機械の解

明と、それらを利Hlした俳京改良の"J能性が則符される。
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5 -3 補酵素非依存性ラセマーゼ

アミノ椴ラセマーゼはアミノ酸の不斉αー炭素に作用してラセミ体を生成する反応を触媒する。

アミノ駿エピメラーゼは複数の不斉炭素に作JlJするが、本質的には同舗の酵素である。多くのアミノ般ラ

セマーゼは1i!i醇京としてPLPを有し、 PLPとlJi'l'iがシッフ極2.!iを形成することにより基質を活性化して

αーノ'j(;!iを引き抜きやすい状態とする山句。

しかし、 110防AEを持たないラセマーゼも知られる。本研究で諸性質をiリ!らかにした

Lactoba口lIusbrevis ATCC 8287やat知のPedio∞ι'Uspentosaccus rFO 3182品川、 Lactoba口lIusfermcnti ATCC 

9338η7ηのグルタミン椴ラセマーゼ、 Strr:pto田町usthcrmophilus以M 10064のアスパラギン酸ラセマー

ゼ"刷、本研究で一次械j.ftをlリjらかにした既知のCJostridiumsticklandii ATCC J2662のプロリンラセマー

セ-81則)、Pscu由mοn邸 putl直 ATCC15070のヒドロキンプ口リン 2-エピメラーゼ"叫、Esc!Jcrichia印 IiKー12

のジアミノピメリン椴エピメラーセ刷叫などが、捕鯨素非依存性がiリlらかになっているラセマーゼである。

これらの純防素Jlo依存性ラセマーゼは、補欠分子族としての金属イオンも持たない。これらの酵素の中で、

プロリンラセマーセーとヒドロキyプロリンエピメラーゼは、基質のイミノ酸がカルポニル基とシッ 71'.，，(必

を形成し得ないので、 1mn宇奈としてPLPを利用しないことは当然、と思われる。各醇ポのラセミ化の反応機

摘については比較的詳しく検討されている。どの醇素も、基質のαー水素の引き抜きと水素の供与による

ラセミ化には、目宇奈lli白qJのシステイン残基2j闘が関与することが示唆されている。

ラセミ化におけるシステイン残基関与の類似性は示唆されたが、基質であるプロリンとヒドロ

キゾプロリンは、グルタ ミン酸、アスパラギン酸、ジアミノピメリン般とは情造が災なることから、目宇奈

の活性中心付近の構造も J~なることが予;![、される。 醇素のアミノ酸配列の比較の結果、プロリンラセマー

ゼとヒ ドロキシプロリンエピメラーゼの活性中心付近の配列に将l向性が認められた他、ジアミノピメリン

殴エピメラーゼもこれらとわずかに相向性を示した。また、乳酸菌III来の3種のグルタミン酸ラセマーゼ

liUの相l間性はI可〈、グルタミン敵ラセマーゼとアスパラギン敵ラセマーゼの活性中心付近の配列にも制l向

性が認められた。さらに、補俳素の関与についての報告はないが、クルタミノ酸ラセマーゼ活性を有する

EschcrichiaωIi由来の mur/産物町もグルタミン酸ラセマーゼの活性中心付近の配列に相向性を認めた。

これらの比較検討の結果から、 1m醇京非依存性ラセマーゼの活性中心付近の榊i置には少なくと

も2つの型、すなわち、プロリンラセマーゼやヒドロキシプロリンエピメラーセーなどのイミノ般のラセマー

ゼと、グルタミン酸ラセマーゼやアスパラギン酸ラセマーゼなどの酸性アミノ酸のラセマーゼが存在する

ことが Y:¥Hされる。ジアミノピメリン酸エピメラーゼはイミノ酸のラセマーゼとわずかに相l向性を示した

が、 J.!ii'iの締i置が災ーなるため別の型の酵素であることも考えられる。補醇素非依存性のラセマーゼとして
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は、平L徴的の乳民主ラセマーゼも知られるが喝問、これらの俳345の詳釧な検討はされていない また、

pscuchmonas sp. NS671のヒダ/卜インラセマーゼl聞もJ，Ii'i'tの構造から、 PLPは関与していないと予怨さ

れる これらの、詳細な性質が明らかになっていない併索も合めて、 補俄素非依存性のラセマーゼの反応

機捕の解明と、新たな応用、利用方法の開発がj羽待される。
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5-4 酵素法一般

自宇オE法は、合成法では困難な高L、立体・位置選択的な反応が可能である。また、静素法は、発

。手法では生産または多ほの-iftfi'iが困難なJド天然あるいは希少物質の生産が可能である。このような特徴を

発仰できる湯合、院本法は優れた物質生産}j法として評価される。 本研究では、防AE法による 3種類の

口一ア ミノ般の製造法を検討したが、西手素法の利JW範囲は非常に広く、アミノ酸、絞敗閲辿物質や有機殿、

その他の化学じ業民球同生産、 11"や油脂の変換、ステロイド、アルカロイド、抗生物貨の合成や変換など、

多くの物質生産に利用が司fì~てFある 。 実際、抗生物質、ステロイド、アルカロイドその他の生理活性物質

や抗ウイルス剤等の紘一般l刻i宝物質などの、比較的付加価値の高い物質またはその製造原料の生産で実用化

された例が多い山J問。しかし、付加価値の低い物質に関しては、製造が可能であっても笑生産されてい

ない場合も多L、。これは、 J左'i'tとE宇奈の供給や性質などの問題によると思われる。

百字素の供給については、遺伝子組換え技術などによる醇素の安価な大品供給と固定化酵素法の

開発によってかなり改背されると忠われる。また、別の問題として、基質の供給がある。基質の供給は、

i:に合成法、場合によっては発解法によって行われる。これらの技術は醇素法よりかなり l狩から存在し独

立して発反してきたが、合成法や発際法と静素法の研究の融合により、さらに優れた1，!，''i't供給経絡が開発

されることが望まれる。また、発酵法から発反した俳素法と、合成法から発展した/Vf;長法の融合により、

さらに優れた反応経路が開発されることが!PJG~ される。

醇素の触媒としての性質についてのいくつかの欠点も指摘されている 103)。そのひとつが、静

ぷのイミ'丘一定な物l'j!化学的1'l'i'tである。この安定性の低さのため、触媒として利用できる反応条件が非常に

取られたものとなる。目宇Aの安定性については、耐熱性磁の生産するdf.素の利用などにより徐々に改普さ

れているほか、まだ手探りの状態ではあるが、蛋白質工学 .d宇奈工学の研究により、人工的により物理化

学的に強L、性質を有する防本の造成も行われている。もう一つの大きな問題が、反応系へのエネルギーの

供給である。合成法ではほとんどの場合は安価な熱によりエネルギーが供給されるが、 dJ':A法では高価な

尚エネルギー化合物を利JtJする必要がある。このため、実用化されている多くの酵素反応はエネルギー非

依存性の反応であり、利用できる酵素反応の範囲が限られる。しかし、休止菌体によるエネルギーや他の

Ii.応に必要な要素の供給系を利用した万法も開発されている。自子素反応におけるエネルギー供給の問題は、

休止曲一体の利用や併素il，と発防法の融合により解決は可能であると与えられる。

また、静子長が触媒する反応の積匁iにl刻しては、スクリーニンクにて目的の反応に適した傍索を

偶然に予に人れることが従来の方法であった。将来、俳素の基礎的な研究と醇素工学などの研究のt存続と

発肢により、際素の人工的な改変や新しい傍系ーの工的な生産が可能になることも!PH，~される 。
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今のところ、触媒としての醇素は、天然の併末、あるいは変災により偶然に得た性質が変化し

た防本の利ITJに限られる。しかし、天然に存復する傍点;だけを与えても、ほとんどあらゆる行被合成反応

を触媒 IIftj危な何らかの醇京が存在するとされており、 R手A~を生産する生物 (主に微生物) はほぼ無限に(7-

{Eすることから、目手AEは万fiEて1まないが無限に近い可能性を持つとJOJj守される。

n'f家主去の利点を生かした物質生産であっても、)Ii't立の供給や反応経路を与えると、n'f;f，法fjl独

で/~E.lの生産方法が成立することはない。 酵素法が単独の技術としてではなく、合成法や発際法などとと

もに、必1Mに応じて融合しながら発展することが望まれる。
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第6章まとめ

本研究では、イiffiなD-アミノ般の工業的な生産Jj法の確立を目的に、 Dアラニン、 Dーグルタ

ミノ微及ひ3・プロリノを対象として、工業的に有利な出発基質の選定、出発基質に適合した新規静索機能

のは京、及びそれらを11]0、た生産ゾステムの構築、に閲する研究を行った。

( 1 ) ])-アラ二ン生産方法の開発

DLアラニ/アミドを原料に、 Dアミダーゼを月H、た])-体選択的な加水分解反応による

])-アラニンの製造法の検討をした。

。アラニンアミドを光学選択が]に加水分解するDーアミダーゼのスクリーニンクを行い、

ArtbrobiJcJer Sp. NJ-26から光学選択性が高く、 t可基質濃度 (DL-アラニンア ミド300g/1)でも機能し、

l副本あたりの活性が高い良好な防素を取得した。このDアミダーゼは、光学選択性が高く、 D-アラニ

ノアミドとクリゾンアミ ドのみを良好な基質として反応する基質特w性が狭い、分子i.1約51，000のモ

ノマ-dr素であった。また、本酵素は、補醇素非依存性であり、活性に関与するSHt.!iを有すること

が示唆された。

Artbrobacler sp. NJ-26の生産するD-アミダーゼは誘導静素であったが、生産の安定化と効

率的な生産を目的に、 D-アミダーゼの織成生産変災株CY-7・J2を取得した。変}Il株CY-7-J2はD-アミダー

ゼを摘成的に生産するだけではなく、アミダーゼ活性がNJ-26の約1.8倍に向上した。本的株の温菌体

5 g/Iを川いた反応で、 228g/1のDしアラニンアミドから99%以上の光学純度で113g/IのD-アラニンの

製造に成功した。

Dアラニンを生産後に残存するしアラニンアミドを有効に利用するために、しアラニノア

ミドを光学選択的にIJlI水分解するしアミターゼのスクリーニングを行い、 nabnellaspレ5から光学選

択性が!(~く、 ;:ï;~Ii'í'i濃度 ( ])L アラニンアミド 300 島 1 ) でも機能し、的体あたりの活性がì::;Jぃ良好な

形，.fiを取得した。このしアミダーゼは、)¥:;学選択性が高く、レアラニンアミドのみを良好な基質とし

て反応する1[，質特呉性が狭い俳素であった。本的株は、 Dーアラニンの生産後に筏存するしアラニンア

ミドを加水分解してLアラニンを生産できるばかりでなく、混幽体 20g/Iを用いた反応で、 300g/Iの

Dレアラニンアミドから約98%の光学事U立で150g/I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アミダーゼとしアミダーゼを用いた、 DL-アラニ

ンアミドから高い光学純度のDアラニン、しアラニンを生産する工業的なプロセスを完成した。
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( 2) 1)-グルタ ミノ酸性産)J法の開発

しグルタミン僚を原料に、クルタミン酸ラセマーゼによるラセミ化とクルタミン般デカル

ボキyラーゼによるL-グルタミン酸の選択的分解の2段階の静素反応によるDーグルタ ミノ般の製造法

の検討をした。

!fi 1段附のグルタミ/般のラセミ化に用いるグルタミン酸ラセマーゼのスクリーニングを

1fい、 Lactobacillusbr，ιvis A TCC 8287 から、必体あたりの活性がl.-~ く、 I苛基質濃J瓦(しグルタミン酸

2∞g/J 以上)でも機能する良好な鮮京を取得した。このグルタミノ敵ラセマーゼは、補形素非依存

性のラセマーゼであり、活性に関与するSH1Iiを布することが示唆された。また、本醇素は在日、基'i'f

濃度でも」弘1'1阻害による活性低 Fは認められず、工業的利用に適した特徴を持っていた。

グルタミン酸ラセマーゼ生底的L.b凡ι円'sATCC 8287の多iu:の菌体取得が困難であること

を解決するために、クルタ ミン酸ラセマーゼのE∞Ji組換え体での生産を検討した。本酵素の泣伝子

を取得し、 EωIi~Jl換え体で生産することにより、 L. brcvis ATCC 8287の約150j日の菌体活性で本俄

ポの生庄が可能になった。この組換え体E∞IiTM93/pGAR1が生産するクルタミン酸ラセマーゼを)lJ

いることにより、効ギ(!(JなWl段階のしクルタミン般のラセミ化反応が可能になった。

L. brιvis ATCC 8287のグルタミン酸ラセマーゼのアミノ酸配列と、 l見知の乳酸菌18来の

クルタ ミノ椴ラセマーゼ、 E∞Iiのグルタミン椴ラセマーゼ活性を有する murl遺伝子産物、及び乳

徴的jiJJ求のアスパラギノ酸ラセ7ーゼとのアミノ酸配列の比較で、ラセミ化活性に重要な官11伎である

と['f.Dされる 2筒所のJi!.く保存されたアミノ椴配列を見出した。

レ休特!R的なクルタミン酸デカルポキゾラーゼの1..;j~、活性生産磁を得るために、既知I菌株

の，{H~liを行い、 E. CXJJi ATCC 11246を選択した。 本l通株をJfH、ることにより、効率的な!fi2段階の

しグルタミン酸の選択的分解反応が可能になった。

EωIi TM93/pGAR1によるしグルタミン酸のラセミ化、及び E∞IiATCC 11246による

I)Lークルタミノ微小のしグルタミン酸の選択的分解により、 100g/Iのしグルタミン微から光学キiliJJ!'

99 %以上のDグルタミン殿 50g/Jの生産に成功した。

以上の検討の結巣、 Lーグルタミ/般からDクルタミン椴を効率的に生産する工業的なプロ

セスを完成した。

( 3) 1)プロリン生産)J法の開発

レプロリンを以料に、プロリンラセマーゼによるラセミ化としプロリン分解閣によるしプ

ロリノの選択的分解の2段階の貯素反応によるD-プロリンの製造法の検討をした。
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第 l段附のプロリンのラセミ化にJtJいるプロリンラセマーゼのスクリーニングを行い、的

体あたりの活性が尚く、，:.~)，I;質濃度 (レプロリン 4∞g/I 以仁〉でも 機能する良好な醇ぷを生産す

る収支IlJAl株 Clostrich.um51;ιkJandii ATCC 1 2662 を選択した。 このプロリノラセマーゼは、 ~ílin宇 ~~Iô依

存性のラセマーゼであり、前 ttlこ関与するSHJ，I;を有することが示唆された 。 また、本醇~は I:'~~ 、)，1;

'['f浪度でもni阻ガによる活性低下は認められず、工業(f.)利川にi直した特徴を持っていた。

プロリノラセマーゼ生政1'fiC.stickl剖 diiA TCC 12662の多量の幽体取得が凶難であること

を解決するために、プロリンラセマーゼのE.coli組換え体での生産を検討した。本酵素の泣伝 fを取

得し、 E.coli剖l換え休で生産することにより、C.slickJandii ATCC 12662の約23併の的体活性で本併

京の生産がrrJ能になった。軒l換え体EωIi十U3101/pPR3が生産するプロリンラセマーゼをmいること

により、効率的な第 I段階のしプロリンのラセミ化反応が可能になった。

C. sticklandii ATCC 12662のプロリンラセマーゼのアミノ椴配ヂ1Jの一部は、 Pscuoomona5

pulidaのヒドロキゾプロリン Zエピメラーゼの活性'1'心付近の配タ1jと判!同性を示した。

). I':~t 、レプロリン分解能をイIする微生物を得るためにスクリーニンクを行い、 Candi必 sp

PRD-234を取得した。4'幽株のプロリン分解におけるL-i本選択性と分解能は卜分に高かった。本幽株

を}fjいることにより、効率的な:ifi2 段階のしプロリンの選択的分解反応が uJti~になった。

E 印 IiHsI01/pPlりによるL-プロリンのラセミ化、及び C剖 didasp. PRD-234によるDしプ

ロリノ中のLプロリンの選択的分解により、 100g/IのLープロリンから光学純皮切%以上の0-プロリ

ン47g/Iの生産に成功した。

以上の験討の結果、しプロリンからD-プロリンを効率的に生産する工業的なプロセスを完

成した。

以 kの検討の結果、 Dアラニン、 Dクルタミン酸及びDープ口リノの実JTJ的な工業的生産シス

テムを完成した。
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