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チ ロ シ ソ フ ェ ノ
ー ル リ ア

ー ゼ に よ る L −DOPA の

酵素的合成法の 開発 と実用化

熊　谷　英　彦

1． チ ロ シ ン フ ェ ノール リアーゼ の触媒機能の解明 1）

　 チ P シ ン フ ェ ノ ール リ ア ー一ビ （TPL ）は 1953 年，　 Bacteri−

um 　c・ti　phen・〜・yenesと名付け られ た 腸内分離細菌 に 大阪大

学 医 学 部市 原 ら に よ り見 つ け ら れ た 酵素 で あ り，ピ リ ド

キ サ ール リ ン 酸 （PLP ）を 補酸素 と し て L一チ ロ シ ソ を フ

ェノ
ール ，ピル ピ ン 酸 お よ び ア ン モ ニア に

一
段階 で 分解

す る （反応 1）．

L一チ 卩 シ ソ 十 H20 → フ
ェ ノ

ー
ル

　　 十 ピ ル ピ ン 酸 十 NH3 （1）

　 そ の 後，本酵素 に 関す る 報告 は し ば らくな か っ た が ，

1967 年に ，京都 大 学食糧 科 学 研究所 の 山 田秀 明 先 生 は 本

酵素 の 機能解明 に 興味を持 ち，そ の 研究 に 着手 した ．腸

内細菌を 中 心 に 新 た に ス ク リーニ ン グ を 行 い ，も っ と も

高 い 酵素活性 を 示 した Eschericノ肱 磁 6厂η 副ガα を 用 い て ，酵

素誘導 や 精製条件 を 検討 し た ．そ し て ，TPL を 単
一

タ

ン パ ク 質 に ま で 精製 し，初 め て 結晶化す る こ と に 成功 し

た ．

　 さ ら に ，本精製酵素 が レ チ ロ シ ン を 分解 す る 反 応 の

ほ か に ，L一また は D一チ ロ シ ン ，あ る い は L一また は D −一セ

リ ン と ピ ロ カ テ コ ー
ル か ら L−DOPA を生成す る 置換反

応 を 触媒す る こ とを新た に 見 い だ し た （反応 2 ）．

D （L ）
一セ リ ン 十 ピ ロ カ テ コ ール → L−DOPA 　 （2）

　そ こ で DL 一セ リ ン と ピ ロ カ テ コ
ー

ル か らの L−DOPA の

酵 素的 合 成 法 の 開発 を 目指 し て 味 の 素   中央研究所 と の

協 同 研究 が 始め ら れ た ．そ の 研究 の 中 で，副生物 の 低減

の た め に ，種 々 の 基質 お よ び 反応生成物 の 組合せ が検討

さ れ，そ の 過程 で 分解反応が 可 逆的 で あ る こ と が 発見 さ

れ た ．すなわ ち，ピ ロ カ テ コ
ー

ル ，ピ ル ピ ソ 酸お よび ア

ン モ ニア か ら L −DOPA を 不 斉合成 で きる こ と （反応 3）

力迫月らか に な っ た ．

ピ ル ビ ン 酸十 ピ 卩 カ テ コ ール

　　十 ア ン モ ニ ア →
L
−DOPA 十H20 （3）

　 こ の 反 応 で は ，三 つ の 基 質 を 同 時 に 脱 水 縮 合 し て ，

c −c 結合を新 た に 生成 し，光学活性体 を 作 り出 す．

　 こ の 逆反応 （合成反応） の 発見 は こ の 種 の リ ア
ー

ゼ の

反応機構 の 解明 の 大 きな 糸 口 と な っ た ．それ ま で 明 らか

で な か っ た，酵素基質中間体 か らの ピ ル ピ ン 酸 や ア ソ モ

ニ ア の 生成機構 ，お よび 本酵素が触媒する反応の 立体化

学的解 明 を 行 う こ とが で きた ．

　 さ ら に ，TPL 以 外 の ，　 PLP を補酵素 とす る L一ア ミ ノ

酸 リ ア
ーゼ ，すなわ ち ト リ プ ト フ ァ ナ

ー
ゼ や シ ス テ イ ン

デ ス ル フ ヒ ドラ
ーゼ の 反応も可 逆的 で あ る こ とが 推定 さ

れ ，そ の 証 明 や 反 応機構 の 解 明 が 行 わ れ た ．ま た こ れ ら

の 酵素 の 合成反応 に よ り，L一ト リ プ ト フ
ァ

ン や そ の 誘導

体お よ び レ シ ス テ イ ン 誘導体 の 酵素 合成 が 可能 とな っ

た ．そ し て ，こ れ ら は す べ て
一

つ の 反応機構 に 従 い ，統

一
的 に 説 明 で き る こ とが 明 らか に な っ た．

　
一

方，合成反応 の 発見 は セ リ ン よ り も安価な ピ ル ピ ン

酸 と ア ン モ ニ ア を L −DOPA 合成 の 原料 と し て 使用 で き

る とい う点 で，L−DOPA の 実 用 生 産 をは か る うえで も大

きな イ ン パ ク ト を 与 え る もの で あ っ た ．

2． L −DOPA の 実用 生産 の た め の開発研究と

　　　　　 工 業化技術 の 確立
12 ）

　パ ーキ ソ ソ ン 病 は 振戦麻痺 と も言 わ れ ，1817年 Vl　J．
Parkinson に よ り初め て 報告さ れ た ．こ の 疾患 で は ，脳

内 ド
ーパ ミ ン ニ ューロ ン の ドーパ ミ ン が 欠 乏 し て い る ．

L −DOPA は 脳内で ドーパ ミ ン 生合成 の 前駆体 で あり，生

合成系 の 異常 に よ り L
−DOPA の 生合成 が 不完全 に な る

と，L −DOPA か ら生成 され る 神経伝達物質の ドーパ ミ ン

の 量 が著し く低 下 し，そ の た め に 運動神経 が 働 か な くな

る，L −DOPA は こ れ を 補 うた め の合理 的で ， か つ 有効な

対症療法上 の 特効薬 と して 1960 年代後半 に 登場 した．

　 現 在 ，パ ーキ ン ソ ン 病 患者 は 1700人 に 1 人 の 割合 で 存

在 し ， 世界で そ の 数 は 約 340万人 と推定 され て お り，年

間約 250t の L −DOPA が 生産供給 され て い る，こ の 原末

を ま か な う製法 は 当 初 よ り化 学 合 成 法 が 唯
一

の 製法 と し

て 用 い られ て ぎた ．そ こ で ，新 し く見 つ か っ た TPL の

酵素触媒機能を利用す る こ と に よ り，ピ ロ カ テ コ
ー

ル ，

ピ ル ピ ソ 酸 お よ び ア ン モ ニ ア を常温常 EE下，短時間 に 同

時 に 縮合 し て ，L −DOPA を 直接 不 斉合成す る新 し い 製造

法 の 開発研 究 が始 ま っ た ．
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Table　1．Comparison　of ⊂h¢ mical 　and 　enzymatic 　mcthQds 　ofL
−DOPA 　production 、

Chemical 　 method Enzymatic 　method

Starting　mate ・lals

Total 　 number 　ofunit −1・eaction
By −

ProductS

Necessity　ot
’
　optical 　resolution

Equipment

Period（d）

Gontaminative 　amiDo 　acids

　 XJanillin，　Hydantoin ，
Acetic　anhyclride ，　Hydrogen
　 　 　 　 　 8

　Ammonia ，　CQ2 ，　Acetate
　 　 　 　 　 Yes

　　　 Specific　plant

　 　 　 　 　 15

L −Tyrosine ，3−Methoxytyrosine ，
　 Trihydroxy −

phenyla 】anine

　Pyrocatecho】，Pyruvate，
　 　 　 Ammonia
　 　 　 　 　 l

　 　 　 　 H 、，o
　　　　　N，，

Commonlv 　usable 　fermenter

　 　 　 　 　 3L

−Tyrosine

　TPL を 含有す る微生物菌体 そ の もの を 酵素触媒 と し

て ，合成反 応 に よ る L −DOPA 高生産株 の ス ク リーニ ン

グ が行 わ れ，新 た に 数種 の 菌株 が 取得された ．こ の 中か

ら L −DOPA の 高生産株 と し て E7ω 1磁 伽 6ガ‘・iaが 選 抜 さ

れ た ，面白い こ と に こ の 酵素 は カ ビ や 放線菌 に は ま っ た

く見 つ か ら な か っ た ．

　反応液 中 に 副生物 の 生成 が ない 高純 度な L−DOPA を

著量，短時間 で 取 得す る L−DOPA の 実 用生産 プ ロ セ ス

を構築す る た め に は ， まず L −DOPA の 類似物質で ，　 TPL

の 誘導 に 必 須 で あ る L 一チ ロ シ ソ を 極 力低減 し た 中 で ，

本酵素 を 著量発現 で きる 培地培養条件 を 開発す る 必 要 が

あ っ た ．そ こ で 本酵素生成 を著 しく促進 し，しか も本酵

素 の 拮抗阻害物質 で もあ る L一フ ェニル ア ラ ＝ソ が 添 加

さ れ た レ チ ロ シ ソ 低減化培地 で ，最適 な 通気撹拌 ，温

度お よび pH 制御条件下 で 培養す る こ とに よ り，本酵素

を菌体全 タ ン パ ク 質あた り約 15％ と著量発現 させ る こ と

が で きた ．

　 つ ぎに 遠 心 分 離 に よ り菌 体 を 集 め ，L一チ ロ シ ン の 分 解

に よ り生成 した フ ェノ ール な どの 培養液中 の 不 純物を除

い た 後，本酵素含有菌体を酵素触媒 と し て ，ピ 卩 カ テ コ ー

ル ， ピ ル ピ ン 酸 お よ び ア ン モ ニ ア か ら の L −DOPA の 合

成 お よ び 単離精製 プ ロ セ ス 条件 の 検討が行な わ れ た ．レ

DOPA の 生産性 を よ り高 め る た め に は ，　 L
−DOPA と ピ

ル ピ ソ 酸と の 非酵素的縮 合物 で あ る イ ソ キ ノ リ ン 誘導体

な どの 副生物 の 生成 が な く，し か も ピ ロ カ テ コ
ール に よ

る 本酵素 の 失活 と L−DOPA の 酸化褐変反応を抑制す る

反応 プ ロ セ ス を開発す る 必要 が あ っ た ．

　 L −DOPA は フ ェニ ル 基 の 3 お よ び 4 位 に OH 基 を 有

す るた め ， きわ め て酸化褐変反応を受け やす く，ア ル カ

リ水溶液中 で は特 に 不 安定 な ア ミ ノ 酸 で あ る ．L −DOPA

の 酸化褐変防止剤 と して 見い だ した少量 の 亜硫酸 ナ ト リ

ウ ム ，キ レ ー
ト剤 （EDTA ），補酵素 ピ リ ドキ サ ール リ ソ

酸 お よ び 原料 の
一

つ である ア ン モ ； ア 源 （NH4CI ）の 存

在 の もと に ，L −DOPA の 生成速度 に バ ラ ン ス さぜ た ピ 卩

カ テ コ ール お よび ピ ル ピ ソ 酸 の 精 密 な フ ィ
ー

ド方法 を 開

発 した ．こ の 結果 ，
TPL の 酵素活性 は維持され，また

副生物 の 生 成 お よび L
−DOPA 褐変反応 は 抑止 され た ．

　 こ の 反 応系 で は ，反応生成物 の レ DOPA の 溶解度 が

低 く，結晶 と し て 多量 に 析出す る ．こ の た め ，反応平衡

が よ り L −DOPA の 合 成 に 傾 き，　 pH 　8．0，15
°C で の 最適

反応条件下，約12時間の 反応 で，対 ピ P カ テ コ
ー

ル モ ル

収率 約 9S％ ，対 ピ ル ピ ン 酸 モ ル 収率約90％ と い う高収率

で L−DOPA が生成す る ．そ の 結果，11 あ た り 110g の

L−DOPA が 蓄積す る ．ま た 生成 した L −DOPA は ほ と ん

ど が純度が高 い 板状 の 無水物結晶と して 蓄積す る た め ，

酵素含有菌体と分離しや す く， か つ 酵素反応液中に 溶存

して い る L
−DOPA を わ ざわ ざ有機溶媒 な どを 使用 して

回 収す る必要 が な い ．得られ た 粗結晶 の 精製は微量 の 亜

硫酸 ナ ト リ ウ ム お よ び EDTA を 添 加 した 常温 以 下 で の

塩 素水 溶液系 で ，簡単 な 7
イ

ル タ
ー

ろ過 ，脱色 ろ 過 の 後，

再結晶化を行 うだけ の ワ ン パ ス フ 卩
一で 行え，こ れ に よ

り高収率 か つ 高純 度 な 医薬 用 L −DOPA を 単 離精製す る

こ と が で き る ．そ の 後，取 得 し た L −DOPA 無 水 物結晶

は 乾燥 ，粉砕 を行い ，製品 とす る．

　Table　1 に 示 し た よ うに ，化学的合 成 法 に 比 べ 単位反

応 お よ び 単位操作の 少な い 単純な酵素的合成法が開発で

きた．こ れ に よ り，酵素反応開始 か ら製品 の 取 り上 げ ま

で の 製造 日数は 短くな り， そ の 生産性 は 化学的合成法 の

約 5 倍 で あ る．

　 こ の よ うに，味 の 素株式会社 で は 60k1 ス ケ
ー

ル で の 工 業

化技 術を完成 させ ，酵素的合成法 に よ る 医薬用 レ DOPA

生産 を初 め て 実用化 した ．さ らに 医薬 用 L −DOPA と し

て の 原料調達，工 程管理 ，製品 品質管理 お よ び 安全性確

認 を行 い ，こ の 方法 で 製造 した L −DOPA は 原 末 お よ び

製剤 レ ベ ル で各国の 規格 に 照 ら し，＝・・一ザ ー
に よ っ て慎

重 に 評価 され た 後，製造承 認 され た ．社 内に て 建造 され

た 生産工 場 も製造許可 を 得て ，現在，酵素的合成法 に よ

る L −DOPA が商品化され，製造 販売され て い る．
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3， チ ロ シ ン フ ェ ノール リアーゼの遺伝子お よび

　　　　　　 発現調節機構の 解析

　近年 ，Escherichia　intermedia　
“P　E ．　herbicelaの TPL 遺伝子

が E．c・liに ク ロ
ー

ソ 化 さ れ，塩基配列 の 解析 が 行 わ れ，

TPL の
一

次構造 が 明 らか に な っ た ．3−6）また ，本酵素 の

発現調節機構 の 解明が 行われ て い る，鈴木 らは E ．herbicoia

TPL の 誘 導的生合成 が 転写 レ ベ ル で 調節 さ れ て い る こ

と を明らか に し，カ タ ボ ラ イ ト リ プ レ
ッ

シ
ョ

ン に よ る 調

節機構 をも解明 し た ．さらに ，構造遺伝子 の 上 流域を解

析す る こ とに よ り，芳香族 ア ミ ノ 酸の 生合成 の 調節因子

で あ る TyrR の 結 合 サ イ ト の 存 在 を 明 らか に した ．こ の

結果，芳香族 ア ミ ノ 酸生合成 に 関与す る DNA 結合調節

タ ン パ ク 質 TyrR が，　 TPL とい う分解系酵素 の 生 合成

を も調節 し て い る 可 能性 を 示 し た の こ の 推察 は ，最近

Citrobacterfreundiiの TPL プ ロ モ ー
タ
ー

の TyrR に よ る 活

性化 と して 証 明 され て い る．8）ま た ，片 山 らは E．herbicota

で の 同様 の 調節機構を証明す る とともに ，同菌 の TyrR

遺伝子 の ク ロ
ー

ン 化 に 成功 し て い る ．9）
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ポ リプ レ ニ ル ニ リ ン 酸合成酵素の 構造 と機 能
一

は じめ て 明 らか に され た Z 型 プ レ ニ ル 鎖延長酵素の構造一

古 　山 　種　俊

　 自然界 に 著 し い 構造 の 多様 性 を 示 して 存在す る 化合物

群，イ ソ プ レ ノ イ ドは その 炭素骨格搆造が示 すよ うに ，

す べ て C5 の イ ソ プ レ ソ 単位 が 直列 に 連 な っ た プ レ ニ ル

ニ リ ン 酸 が 生 合 成 の 基 本 と な っ て お り，分子量数百 万 に

も及 ぶ 天 然 ゴ ム に 至 る ま で ， 多種多様なイ ソ プ レ ノ イ ド

が 生合成 され て い る．

　 こ の プ レ ニ ル ニ リ ソ 酸 の 合成反応を触媒す る プ レ ニ ル

鎖延長酵素は
一

般 に 「プ レ ニ ル ト ラ ソ ス フ ェ ラ
ーゼ 」 と

総称され るが ，そ の 触媒す る反応 は 有機化学的 に 見て も

ユ ニ ーク で 興味深 い ．12 ）

　Fig、1 に 示 す よ うに ，プ レ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ 反

応 は ア リル 性プ レ ニ ル ニ リン 酸の ニ リ ン 酸基 が 脱離 して

生 じ る プ レ ニ ル カ チ オ ン に 「活 性 イ ソ プ レ ン 単位 」 と称

さ れ る イ ソ ペ ソ テ ニ ル ニ リ ン 酸　（IPP ）が二 重 結 合 の 移 動

を伴 っ て 縮合す る こ とで C−C 結合が形成 され ，イ ソ プ

レ ン 単位 1 個 の 鎖延長 が なされ，ア リル 性 プ レ ニル ニ リ

ソ 酸が合成 され る ．こ の 生成物 に IPP の 立体特 異 的縮

合反応 が 繰 り返 され ，個 々 の 酵素 に 定 め られ た プ レ ニ ル

鎖長 に な る と反応が停 止 す る．IPP が 縮合す る 度 IC形成

され る二 重結合 が E 型 （ト ラ ン ス ） に な る か Z 型 （シ

ス ） に な る か に よ っ て プ レ ニ ル ト ラ ン ス フ ェラ
ーゼ は 二

種類 に 大別 さ れ る ．現在 まで に E 型 プ レ ニ ル 鎖延 長酵

素 は 10種，Z 型 プ レ ニ ル 鎖延長酵素 は 5 種程が い ろ い ろ

な生物 よ り分離 同 定 され，キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ され て い る．

　 プ レ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ の 遺伝子 ク ロ

ー
ニ ン グは

1987年 に ラ ッ ト肝 臓 の （瓦 粉
一フ

ァ
ル ネ シ ル ニ リ ソ 酸

（FPP ，　G15）合成 酵素 に つ い て EdwarCls3）ら に よ り行わ れ

て 以 来 ，現在 ま で に 7種類 の E 型 プ レ ニ ル 鎖延 長酵素

に つ い て 報告 され て い る．わ れ わ れ は 中等度好熱性細菌，

Baciltus　stearethermoPhilus の FPP 合 成酵素
4）を皮切 りに ，

C30 の ヘ キ サ プ レ ニ ル ニ リ ン 酸 合成酵素，5）C35 の ヘ プ タ

プ レ ニ ル ニ リ ン 酸 （HepPP ）合成酵素6・7）お よ び C50 の デ

カ プ レ ニル ニ リ ン 酸合成酵素
8）遺伝子 を 各種 の 細菌よ り

ク ロ
ーン 化 して い る が ，こ れ ら は い ずれ も E 型鎖延 長

反応 を 触媒す る プ レ ニル ト ラ ン ス フ ェ ラ ーゼ で あ る．

　B．stear・therm・Philusの FPP 合成酵素遺伝子 の ク ロ ーン
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