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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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Fig、　1．　Reactions 　catalyzed 　by 　prcny ］transferases ・

化 に よ り， そ の 塩基配列 に 基 づ い て 一次構造を 推定 し，

そ の 当時 ク ロ ーン 化 さ れ て い た 他 の 生物 由来 の FPP 合

成酵素 4 種を含む 7種 の プ レ ニ ル ト ラ ン ス フ ェラ
ーゼ の

一
次 構造 の 相同性 比 較 を 行 っ た 結果，プ レ ニ ル ト ラ ン ス

フ ェラ
ーゼ に は 生物起源や酵素 の 種類 に 関わ らず 7 つ の

進化 上 よ く保存され た 領 域 （1〜W ）が存在す る こ とが

分 か っ た ．4）こ の 保存領域 の ア ミ ノ 酸配列 を 基 に プ ラ イ

マ ーを デ ザ イ ン し，各種 バ ク テ リ ア の ゲ ノ ム DNA を テ

ン プ レ
ー

ト と し て PCR を 行 うこ とで 他 の プ レ ニ ル トラ

ン ス フ ェ ラ
ーゼ 遺伝子の プ ロ ーブ を作製 し，ク ロ ーγ 化

を 進 め た わ け で あ る．

　E 型 プ レ ニ ル 鎖延長酵素 の 7 つ の 保存領域 の コ ン セ ン

サ ス 配 列 を Fig．2 に 示 すが，特に 領域 1 と 〜1に 保存され

て い る Asp に 富 ん だ DDXXD モ チ
ー

フ は プ レ ニ ル ト ラ

ン ス フ ェラ ーゼ の 触媒機能発現に 必 須で あり，基質の 結

合 に も重要な役割を して い る こ とが，部位特異的変異導

入 研究
9−11）で 明らか とな っ た ．

　 で は Z 型 プ レ ニ ル 鎖 延 長 酵 素 の 構造 は い か が で あ ろ

うか ？　 前述 し た E 型 プ レ ニ ル 鎖延長酵素 の 保存領域

に 基 づ く PCR で は Z 型 プ レ ＝ル 鎖延長酵素 の 遺伝子 と

考 え られ る DNA の 増幅は ま っ た く得られな い の で あ る ．

　わ れ わ れ は 以前，基質 IPP に 関す る E 型 プ レ ＝ ル 鎖

延長酵素 で の 絶 対立体化学 と Z 型 プ レ ニル 鎖延 長酵素

で の それを枯草菌 の HepPP 合成酵素
12） と ウ ソ デ カ プ レ

ニル ニ リ ン 酸 （UPP ）合成酵素 13）に つ い て証明 した ．　 Fig．

3 に そ の 結 果 を 示 す が，い ず れ も IPP の 二 重結 合 の Si

面側 に ア リル 性 プ レ ニ ル カ チ オ ン が付加 し て C −C 結合

が形成 され ，IPP の 2位 の 脱離す る 水素 （E 型鎖延長反

応 で は Pr・−R ，　z一型鎖延長酵素反応 で は す べ て Pr・−s の 水

素 が 脱 離 す る ．）と の 関 係 は い ず れ も syn 型 と な っ て い

る．こ の こ とは プ レ ニ ル ト ラ ン ス フ ェラ
ーゼ 反応を司 る

酵 素 の 活性部位 は E 型 で あれ Z 型 で あれ，類似 した 立

体構造 を 有 し て い る こ と を暗示 し て い る ．

　Z 型 プ レ ニ ル 鎖延長酵素 と して 代表的 な ，ウ ソ デ カ プ

レ ニ ル ニ リ ン 酸 （UPP ）合成酵素 の 遺伝子 ク ロ
ーニソ グ

を 目的 に 各種細菌 の UPP 合成酵素の 精製を進め て きた

が ，ク ロ
ー

ソ 化 に 必要 な種 々 の 情報 を 得 る の に 充分 な 量

の 純化 さ れ た UPP 合成酵素 を 得 る こ とが な か な か で き

な か っ た ．そ こ で ，当研究室 の 大学院生清水直人君 が 簡

便 な ス ク リ
ー＝ソ グ 方法 を 開発 し た ．助 ゲ ノ ム DNA ラ

イ ブ ラ リー
の レ プ リカ フ

ィ
ル タ

ーを そ の ま ま放射性標識

され た IPP を含む UPP 合成酵素 の ア ッ
セ イ 用反応液で

イ ン キ ュ
ベ ー

ト し，オ ート ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

に か け る こ

とに よ り，UPP 合成酵素 を 発現 して い る 大腸菌 コ ロ ニ ー

Regめn　I Regk）n　 ll Flo［Pt 跚

2H GGxKRAPxV xlH ・・SLVHDD ・・・・・… RRG ・FT − 一 ｛亟巫」■

Regbn 　 N Region　V RegkOn　Vl RegbnW

Fig．2．　 Seven　conserved 　regions 　of　E−prenyl　chain 　elongating 　enzymes 、
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Fig．3，　 Absolute　stereochemis 吐ry　of （E）−medium −
（right ）and （Z）−long−chain （left）prenyl　diphosphatじ synthase 　reactions 、

が選別 さ れ た の で あ る．こ の 方法は 本質的に は Raetz が

1978年 に 大腸菌 の 膜脂質生合成 に 関与す る
一

連 の 酵素の

変異体 の 検出の た め に 開発 し た 「コ ロ ニ ー
オ
ー

ト ラ ジ オ

グ ラ フ ィ
ー法 」

15〕と 同…で あ る こ と が 判 明 した が ，使 用

す る 放射性標識基質が大腸菌細胞内に取り込 ま れ れ ば他

の 酵素 の 遺伝子 ク 卩
一

ニ ン グ に も応 用 可能な 方法 と思 わ

れ る ．IPP が 凍結乾燥 処 理 し た 大腸菌 や あ る 種 の 細菌 に

対し，あ る程度膜透過性 で あ る こ とが 西野 らに よ っ て 報

告され て い る．IS・17 ）

　 Micrococcus　luteus　B−P　26 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リー
か ら上

記 の ス ク リ
ーニ ン グ法 で 単離 し た ク ロ

ー
ン の DNA 塩基

配列 を 決定 し，発現系 を 構築して 大腸菌内 で 過剰生産 さ

せ た タ ソ パ ク質 を精製 し，そ の 酵素活性 を 確認 した と こ

ろ ，ま ぎれ もな く FPP に IPP を 8 分 子 Z 型 に 縮 合 させ

る UPP 合成酵素で あ る こ とが 分 か っ た ．M 〕今ま で 懸案

とな っ て い た Z 型 プ レ ニ ル 鎖延 長酵素 の 遺伝子 ク ・
一

ニン グ に 初 め て 成功 した の で あ る ．

　驚 くべ き こ とに ，こ の M ．luteus　B−P　26 の UPP 合 成 酵

素遺伝子 の 塩基配列 よ り推定 され る
一

次構造 （Fig，4）に

は，Flg．2に 示 した E 型 プ レ ニ ル ニ リ ン 酸合成酵素 に 高

度 に 保存さ れ て い る 領域 に 相当す る ア ミ ノ 酸配列 が ほ と

ん ど見 られ な い こ とが 分 か っ た ．す べ て の プ レ ー＝ ル トラ

ソ ス フ ェ ラ ーゼ に 特徴的 で，触媒機能発現 に 必須 と考 え

ら れ て い た 2組 の DDXXD モ チ ーフ も相当す る位置 に

存在せ ず，117 位 に 1 つ 存在す る だ け で あ る．14 ）

　 タ ン パ ク 質 デ ー
タ ベ ー

ス に よ っ て Mluteus 　B−P　26 の

UPP 合成酵素 と 相同性 の あ る タ ン パ ク 質を検索 した結

果，全 ゲ ノ ム 配列 が 公表 され て い る 各種 バ ク テ リ ア や 酵

母 に つ い て ，機能未 知 の 未 同 定 タ ソ パ ク 質が い くつ か 検

出され た ．そ の うち の 1 つ ，大腸菌 の 遺伝子 0253 の コ ー

ドす る タ ン パ ク 質 を PCR に よ り増幅 し，発現 され て く

る タ ン パ ク 質の 酵素活性を調べ た と こ ろ，予想通 り UPP

合成酵素と して の 活性 が 確認 で きた．すなわ ち ，大腸菌

の 未 同定遺伝子 0253 は UPP 合成酵素を コ ードして い る

こ とが 示 され た ．T8〕

　酵 母 の ゲ ノ ム 中 に も M 、luteus　B−P　26 の UPP 合成酵素

と高い 相同性を示す未同定の 読み枠 が 見 い だ され た が，

こ れ は 真核生物の 糖 タ ン パ ク 質生合成に 重要な糖 キ ャ リ

ア リ ピ ド， ド リ コ
ー

ル の 生 合 成 前 駆 体を 合 成 す る デ ヒ ド

P ド リ キ ル ニ リ ン 酸 （DeDolPP ）合成酵素で あ る と考え

られ る の で ，現在 そ の 遺伝子 の 機能立証 に 向けて 努力 し

て い る とこ ろ で ある．

　 さ て ，い ま だ Z 型 プ レ ＝ ル 鎖延長酵素 と し て 同定 で

きた 遺伝子は 少 な い が，こ れ ら の 塩基配列 に 基 づ い て 推
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OTVKKITRVA 　　SDLGVKY 置＿TL 　　VAFSTENVSR 　　PKDEVNYL 凵K　　LPGDFLNTFL 　　100

PELlKENYKV 　　ETIGF 腥00LP 　　DHTKKAVLEA 　　KEK丁KHN丁GL　　TLVFALNY6G 　　15S

RKEI 甅SAVOL 　　I轟ERYKSGEI 　　SLDE 星SETHF 　　断EYLFTANMP 　　OPELLKRTSG 　　299

EERLSNFLI 冪　　QCSYSEFVFl

　　　　 Fig．4．

OEF冒POFNEE 　　SLAOCISIVO 　 NRHRRF6GL ＊ 　 249
Amino 　acid 　sequence 　of　the　UPP 　synthase 　of 〃 、　tuteus　B−P　26 ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1998 年 　第 10号 ス ーパ ー生 体触媒 425

陀gbn　I Region　II 陶   川

2H
，HVAISMDGbK］RWAK VxxL丁LYAFSxENW ，RP． EV． LM医L

Reg｝  IV Region　V 馳 gion　VI Regi  W

xxNl ／xLTLNIAxNYGGRxxlPxD 山 mSG ＆ kSNFT乂WQ ，，Y 氏 WPDF KRRR ∋G

Fig．5．　Possible　conserved 　regions 　ofZ
−
prenyl　chain 　elongating 　enzymes ．

定 され る 各酵素 の
一

次構造 を比較 して ，Z 型 プ レ ニ ル 鎖

延長酵素 に 保存 され て い る コ ン セ ン サ ス 配列 と考 え られ

る 領域 を ピ
ッ

ク ア
ッ

プ し た も の が Fig．5 で あ る，　 Fig．2

に 示 した E 型プ レ ニ ル 鎖延長酵素 の 保 存領域 と比較 し

て み る と，ま っ た く異 な る コ ソ セ ン サ ス 配列 を 持 っ て い

る こ とが わ か る ．特 に E 型 プ レ ニル 鎖 延長酵素 に も っ

とも特徴的 で ，触媒機能発現 に 必須 の 役割 を して い る 2

組 の DDXXD モ チ ーフ に 相当す る もの が見 当た ら な い

の が意外 で あ る ．す な わ ち，M ．　luteus　B−P　26 の UPP 合

成酵素 に ある DDXXD ぱ コ ン セ ン サ ス 配列 と して 保存

され て い ない ．

　Edwards ら は ア リル 性 プ レ ニ ル ニ リ ン 酸を 基質 とす る

プ レ ニ ル 基転移酵素 （tRNA や サ イ ト カ イ ニ ソ の 生合成

関連酵素）や IPP イ ソ メ ラ
ー一ゼ に お い て も DDXXD モ

チ
ー

フ の 存在 を 指摘 して お り，19・L’G）さらに 最近続 々 と ク

ロ
ー

ン 化 さ れ て い る 各種 の テ ル ペ ン 合 成 酵 Pt21）な ど も

DDXXD モ チ ーフ は保存さ れ て い る よ うで ある ．し か

し，Z 型 プ レ ニル 鎖延長酵素 は ア リル 性 プ レ ；ル ニ リ ン

酸 と IPP を基質 とす る プ レ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ で

あ る に もか か わ らず DDXXD モ チ
ーフ は 保存 さ れ て い

な い よ うで あ る．

　 Z 型 プ レ ニ ル 鎖延長酵素 は 前述 し た UPP 合成酵素や

DcDolPP 合成酵素な ど の よ うに 原核生 物の 細胞壁 生 台

成や 真核生物 の 糖 タ ン パ ク質生合成 に 必須 な糖 キ ャ リア

リ ピ ドの 供給 に 重要な酵素 の 他 に も ， 多 くの 植物に 多量

に 存在 し て い る ボ リ プ レ ノ ール （ベ ツ ラ プ レ ノ
ー

ル ，フ

ィ
カ プ レ ノ ール な ど）や 天 然 ゴ ム な どの 生 合成 を 直接担

っ て い る もの で あ る が ，進化的 に は E 型 プ ・レ ニ ル 鎖延

長酵素と は ま っ た く別 の ル
ー

トを辿 っ て きたと考え られ

る．

　 1994 年 に Poultcrと Sacchettiniら22）に よ り ヒ ナ ド リの

FPP 合成酵素 の 結晶構造 が 解明 さ れ ，サ ブ ユ ニ
ッ

トあ

た り10個 の α
ヘ リ ッ

ク ス が 3 方 向 に ほ ぼ平 行 に 並 ん だ

特徴的構造を持つ こ とが示 された が，こ の 三 次構造は ス

ク ア レ ン シ ク ラ
ーゼ 23｝や ペ ソ タ レ ソ 合成酵 素

24鋤 に も

共 通 の 立 体構 造 で あ る こ とが 示 され ，Sacchettiniと

P ・ ulter は
“
isoprenoid　synthase 　foid

”

とい う名称を提案 し

て い る ．16 ）1 型鎖延長酵素 の 場 合 も こ れ ら と同 様 の 三 次

構造を持 っ て い る の だ ろ うか ？　 E 型と Z 型の プ レ ニ ル

鎖 を 合成す る機構 の 違 い は 何 な の だ ろ うか ？　Z 型 プ レ

ニ ル 鎖延 長 酵素 の 三 次 構 造 の 解 明 が 待 た れ る と こ ろ で あ

る．

文 献

　

　

　

嚇

c

蜜

劉

　

　

蹴
・

o
ム

D

四
a

　

　

 

団

K

　

　

r

拓

d

　

刑

偉

α

・

認

ゐ

L

傭

．
脇

“

翫

糖

記

゜

臨
K，

傭

゜
 

面

納

鰄
．

 

呻

鷹

欲

 

51N

＝

磁

湘

K

 

a

臥

ム

緲

臥

」

d

殉

，

跏

吻

韻

 漁
激

D 　

　

　

　

　

　

　

畍

　

　

　

　

　

　
aM

四

捻
圦

謂
氏

　

　

　

　

　

T

八

陥

肋

UlQ

−

　

　

　

　

　

　

　

弓

　

　

　

　

γ

　
m38

丁

銑
繍

 

礒
ゆ

嬲

撫
輝

 

、

穿

距26！嬬9砺翫跚ん鯉n黔

y

〃

曲

α

 

舐

WMK

八

叫

R

 

寓

翫

盟

圦

配

瓦

副

  ，
，

皿，
馬

Ra助

ケ　　　タ　
　　　　
　コ

ロ
　
　

　

　
　

じ

ハ

騨

翫

mO

　

〜

 

d

 

n

　

．”

露

β

　
K

TT

　
ら

り
　

　

　

　

　

じ

濫

犠

瓢

翻

ゆ

臨
．

鼠

画

％

へ

aC

’

　

勹
規

，
K

勧

り

　

・
配

N

）
　

　

　

　　　　
）

4」
　

　

　

　

5 ・

脚

K

既

莇
・

　

ー

　

　

　
m

（

a

　

　

　

　

　

鱠

ア

う

　

　

　

　

を

K

餅

，
捌

KM

 

田

血

〜

W

躍

3

　

80aKY79h

　

　

　

　

　

1

磁

　
僧

い

男
撫
臨

肋

蠶
論
面署

，

謡

 

＝

趣

，

創

 

の

　

η

み
叩F

．
mT叫m面M舶μm蹄麗の

亀澗鰤鋸弓踊織W　跏助 　

弘
田

8m

飢

3

ち

4

曙

10a

囲

螂

恥

3・
．

瀧
溺

郎

潔

h

∴
 

脚
d

　

69A”

」

9

諜
 

M

 

群

＆磁廊だ翫侃乃DLte宀  　

　

− o

 

 
m

叭
り

m89

招

　

　

　

　

99

α

弥

勾

涸

聖
灰

K

禦

脚

響
・

M

　

4

　

聾

，
っ

35b2M3

。

30T

野
膨

K

　

，

　

　

諒

　

1

　

　

D

　

　

1 齢

K

 

臓畠篇
琢

η

，
叫

mhs

°
爲

T．
A

，
　
aa

　

t

K

ー
。

建

黙
KYK

鯊
ゆ

徽
・

　

蠱
畿
蠶

齦
繍

コ　
　

　

に

　

　

　

ム

K

　
K

　
勘

む

　

む

騨

騨

ノ

0

　

0
　

．”

d

　

d

　

K

　

　

　

　

　

　

　き

a

　

a

工

m

L ，

T ，
鰤

即

，
　

　，
10

a

　

°
　

a

（

照

98

蹲

45

撮

Ol

　

Q
　一
　

，

，　一
〇

　

　，
　

5

　

フ
　

　ヒ
　

ヰ
　

　ウ

　

　

　

　

み

　

一

　

乞

m

揃

　

　

　

　

y

好

6
　．
o

淵
蝋

脈

　

　

　

　
゜
巴

）
　

　

　

　

）　　　　
）

2
　

　

　

3
　

　

　　
4邑

1
　

　

　

　　
1　　
　

　　
1

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

426 浅野　泰久 ・加藤　康夫 生物工 学　第76巻

　　 Cゐem ．，273，194 フ6−jg〈」8王（1998 ）．
15）　Raetz ，　C ．R．．　H ．：　1）roc 、　Natt．　Acad 、　Sci．，こJSA．，22 ，2274−

　　 2278（1975）．
16） Takatsuji，　H ．，Nishino，　T ．，　Miki，　L ，and 　Katsuki，1・1．：

　　 Biochem．　Bioメ）妙∫．　Res．（ブomrnun ．
，
110，187−193（1983）．

！7）　Fujisaki，　S．，　 Nishino，　 T ．，　 Izui，　K ．，　 and 　Katsuki，　 H ．：

　 　 Bioc／iem．　Intc・rnational ，8，779 −785 （1984 ）．
18）　Shimizu，　N ．，Koyama ，　T ．，and 　Ogura

，
　K ．：　 in　prepara −

　 　 tion ，
19） Ashby，　 M ，　N ．，　 Spear，　 D ．　H ，，　 and 　 Edwards ，　 P．　A ．：

　　 Moiecuiar　Bioiogy　OfAthero∬ le加 ∫
’20th　Steenbo‘k　S／mψosium ，

　　 （Attie， A ．D ．　ed ．）p，27−34，
　Elsevier，　Amsterdam （1990 ）．

20） Ashby，　M ．　N ．，Kutsunai，　S．Y ．，　Ackerman ，　S．，TzagQ −

　　 loff，　A ．，and 　Edwards ，　P ．A ．：　／ Bioi．　Chem．，267，4128一

　　 4！36（1992）．
21）　Steele，　C ・L ，Crock，J・，Bohlmann ，J．，and 　Croteau，R ．：

　　ノ
．
t　Biot、　Chem、

，
273

，
2078−2089 （1998）．

22）　Tarshis，　L ，　C 、，Yan ，　 M ．，Poulter，　C ．D ．，and 　Sacchet −

　　 tini
，J．c ∴ 　Biochemist［冫

・，　s3 ，
】0871−108 ア9 （1994）．

23） Wendt ，　K ．　U ．，Pora11a，　K ．，and 　Schulz ，　G ．　E ．： Science，
　 　 277

，
1811 −1815 （］997）、

24） Starks，　C ．M ．，　Back，　K ．，Chappe ］1，J，，and 　Noel，　J・P ・：
　　 Science，277 ，

ユ815 一ユ820 （1997 ）．
25）　Lesburg ，　G ．A ．，Zhai ，　G ．，Cane ，　D ．E ．，and 　Christian−

　　 sDn
，
D ．W ．：　Science，277，

1820−1824 （1997）．
26）　sacchettini，　 J．c ．　 and 　 Poulter ，　 c ．D ．； 3‘ience，277，
　 　 1788 −1789 （1997 ）．

新酵素オ ピ ソ 脱水素酵素の 発見 とそ の 有機合成 へ の 応用

浅 野 　泰久
＊ ・加 藤　康夫

　著者 らは ，有機合成化学 の プ ロ セ ス に 微生物や 酵素 反

応を組み 込む た め に ，さまざまな新規微生物酵素を開発

して い る ．す な わ ち ，種 々 の 手法 を総合的に 駆使す る こ

とに よ り，温和 な 条件下 で 高 選 択 的 な 反応 を 触媒す る 酵

素反応を化学合成法 と組 み 合 わ せ ，よ りす ぐれ た 化学物

質 の 生産 法 を 確 立 す る こ とを 目指 して い る ．1）

　オ ピ ン は ，植物の 腫瘍の
一

つ である ク ラ ウ ン ゴ ール や

海洋産 の 軟体動物の 筋肉 中に 見 い だ さ れ，それ らの 構造

は ，
二 級 ア ミ ン ジ カ ル ボ ン 酸，マ ソ ニ チ ル オ ピ ン ，お よ

び リ ン 酸化 さ れ た 糖 の 三 種類 に 大別 す る こ と が で ぎ

る ．2・S）二 級 ア ミ ン ジ カ ル ボ ソ 酸 1 の 構造 を 有 す る 化 合 物

は も っ と も よ く研究 され て お り，
エ ナ ラ プ リル や リジ ノ

プ リル を代表 とす る，血 圧降下剤 と して の ACE 阻害剤

の 合成中間体と して そ の 有用性 が 重視 され て い る．我 々

は ，NAD ＋ や NADP ＋ を 補酵素 と し ，オ ピ ソ 型 の 二 級

ア ミ ン ジ カ ル ボ ン 酸 に 作用 す る新規脱水素酵素を発見す

る こ とが で きれ ば，そ の 反応の 可逆性を利用 して ，L一ア

ミ ノ 酸 2 と α
一ケ ト酸 3 か ら そ れ ら の 化 合物 を 合成す る

こ と が 可能 で あ る と考えた （Fig．1）．

　本稿で は 新規二 級 ア ミ ン ジ カ ル ボ ン 酸脱水 素酵素 で あ

る オ ピ ン 脱水素酵素 の ，土 壌分 離細菌で あ る Arthr・bacter

sp ．　IC 株中に お け る 発見，精製 お よ び 酵素学的諸性質の

検討，本酵素遣伝子 の ク ロ
ーニ ン グ お よ び 大量発現系 の

構築，X 一線 結 晶 構 造 解 析 に よ る 本 酵素 の 高次構造解 明 ，

そ し て NADH 再生系 の も と，　 L一ア ミ ノ 酸お よ び α
一ケ ト

酸 か らの 各種 の オ ピ ン 類 の 高選択的合成 に つ い て 記述す

る．

L 　新規 オ ピ ン 脱水素酵素 の ス ク リ
ー

ニ ン グ，

　　　　　 精製お よび 諸性質
‘・s）

　まず，化 学 合 成 し た さ ま ざ ま な 二 級 ア ミ ン ジ カ ル ボ ソ

酸 を 含む培 地 を 用 い て ，集積培養法 り に よ りス ク リ
ーニ

ン グ を 行 っ た ．N ・［1−DL −（carboxyl ）ethyl ］
−L−phenylalanine

Table　 1、　 Properties　Qf 　op 重ne 　dehydrogenase ．

Moiecular　weight （native ）

　　　　　　　 （subunit ）

Optimum 　pH （reduction ）

　　　　　 （oxidation ）
Optimum 　temperature

Inhibitors

Km 　values 　for

　 　 NAD ＋

　 　 NADH

　 　 CEPc

　 　 L −norvahne

　 　 py「uvate

　 　 　 　 　 70，000
36，000 （SDS −PAGE ）

37，935 （gene　sequencing ）
　 　 　 　 　 　 8 ．0
　 　 　 　 　 　 10．0
　 　 　 　 　 55 °C
Ag ＋，　Hg2 ＋ ，Cu2 ＋ ，Ni2＋ ，
Cd2 ＋ ，NEMa ，　DTNBb

0．76　mM

O．029mM
14　 　 mM

2．2　 mM

3．O　 mM

Fig．1、　Enzymatic　synthesis 　of　opine −type 　 secondary 　amine

　　dicarboxylic　acids ．
　

aN −ethylmaleimide ，　b
　dithiobis（2−nitrobenzoic 　acid ），　

c
　NV’［1−

D −（carboxyl ）ethyl1
−L−phenylalaDine ．
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