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立 体選択的 ア ミ ノ酸 ア ミ ド加 水分解酵素 の

探索 と光学活性 ア ミ ノ酸類の 合成 へ の 利 用

米 田 　英伸 ＊ ・浅野 泰久

　光学活性 ア ミノ 酸 は 医薬品な どの フ ァ イ ン ケ ミカ ル の

合成原料と して 利用価値の 高 い 化 合物 で あ り ，
バ イ オ プ

ロ セ ス に よ る効率的な合成方法 の 開発 が 必 要 とされ て い

る．そ の ひ とつ と して ，ラセ ミ体 ア ミ ノ 酸 ア ミ ドに 立 体

選択的なア ミ ド加 水分解酵素を作用 させ ，光学活 性 ア ミ

ノ 酸 を合成す る 方法 が あ る ．t）筆者 ら は酵素法 に よ る光

学活性 ア ミ ノ 酸類 の 合成法の 開発 を 目的 と して ，自然界

より立 体選択的なア ミノ 酸 ア ミ ド加水分解酵素を生 産 す

る微生物 の 探索を行 っ て きた．本稿にお い て は，そ の 過

程 で 発 見 した 5種類 の 新規な加水分解酵素 の 特徴 と光学

活 性 ア ミ ノ 酸類の 合成 へ の 応用 に つ い て 紹介 し たい ．

D 一立体選択的 ア ミ ノ 酸ア ミ ド加水分解酵素

　D一ア ミ ノ 酸 は 医薬 ，農薬，食品 添加物な どの 合成中間

体と して 有用 で あ り，そ の 効率的な合成法 の 開発が 必 要

と され て い る．L一ア ミ ノ 酸 は 発 酵 法 ま た は 酵素法 で 合成

で きるの に 対 し，D 一ア ミ ノ 酸 は酵素法 で合成す る こ と に

な る．D 一ア ミ ノ 酸 の 酵素的合成法 に は ヒ ダン トイ ン 誘導

体 に D 一ヒ ダ ン トイ ナーゼ を 作用 させ る方 法，N 一ア シ ル

D 一ア ミ ノ 酸 に D 一立 体選択的 ア シ ラ
ーゼ を作用 させ る方

法，α一ケ ト酸 に D 一ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ 基転移酵素な ど を作用

させ る 方法な どが あ る．我 々 は 対応す る ア ル デ ヒ ドと シ

ア ン 化水素お よび ア ン モ ニ ア を原料 として ，ア ミノ ニ ト

リル を 経 て 安価 に 合成 可 能な ラ セ ミ体 ア ミ ノ 酸 ア ミ ドに

D 一立 体選 択的 ア ミ ド加水分解酵素を作用させ る 方法 の 開

発 を試 み た．2）

　酵素 の 発 見 と そ の 特徴　　地 球上 の 生 物 の 体 の タ ン パ

ク質は す べ て L一ア ミ ノ酸か ら構成され て い る と は い え，

微 生 物 の 細胞 壁 ペ プ チ ドグ リカ ン や ペ プチ ド系 抗生物質

等 に は D 一ア ミ ノ 酸 も少 な か らず 含 ま れ て お り，そ の 分 解

代謝系酵素の 存在 が 予 想 され た．微生物 を 主な対 象 とす

る ス ク リ
ー

ニ ン グに よ り D 一立体選 択的 ア ミ ダ
ーゼ お よ

び ペ プ チ ダ
ーゼ 生 産 菌 の 探索 を 行 い ，以 下 に 述 べ る 3種

類 の D 一立 体選択的加 水分解酵素 を 発 見 し た ．す な わ ち，

D 一ア ラニ ン ア ミ ドを 単
一

窒 素源 と し た 集積培養 に よ り土

壌細菌 Ochrobactrum　anthroPi 　C 　1−38 株 を単離し た．本菌

株 は ア ラ ニ ン の よ うに 側 鎖 が 立 体 的 に か さの 小 さい ア ミ

ノ 酸 の ア ミ ド，
エ ス テ ル お よ び そ れ ら を N一末端 に も っ ぺ

プ チ ドを D 一立 体選択 的 に加水分解 す る 新規酵素，D一ア

ミ ノ ペ プ チ ダ
ーゼ を生 産 し た ．3）一方 ，

D 一バ リン ア ミ ド

を主な窒素源 と し た長期 に わた る 馴養培養 に よ り分離

した （）．　anthroPi 　SV3 株が生産す る 酵素は フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン や チ ロ シ ン な ど の か さ高い 側鎖を もつ ア ミ ノ酸 の ア ミ

ドを D 一立体選 択的 に加水分解 した． ヒ記 D 一ア ミ ノペ プ

チ ダ
ーゼ と異な り，ペ プチ ド基質に は ま っ た く作用 しな

い こ とか ら，D 一ア ミ ノ 酸 ア ミダーゼ と 呼ぶ べ き酵素 で

あ っ た．斗）さらに ，D 一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら な るテ トラ ペ

プ チ ド，（D
−Phc ）4 を含む 培 地 で 集積培養 を 行 い ，水 に 不

溶性 の （D
−Phe ）4 の 分解 に よるハ ロ

ー
形成 を指標 と して

Bαcitlus　cereus　DF4 −B 株を選択 し た．本菌株 が 培養液中に

分泌す る ア ル カ リ D 一ペ プ チダ
ーゼ は ア ル カ リ側 に 反 応 の

最適 pH を持ち，　 D一フ ェ ニ ル ア ラニ ン などの か さ高 い 側

鎖 を持つ D 一ア ミ ノ 酸を含む ペ プ チ ドの N 一末端 か ら 2番

目 の ア ミ ノ酸 の D一体 を認 識 して，ジ ペ プ チ ド単位 で 切 り

出す活 性 を有す る エ ン ドペ プ チ ダーゼ で あっ た ．i）

　我 々 が 発見 した こ れ ら 3種類 の D 一立体選 択的加水分解

酵素 を コ
ードす る遺 伝 子 解 析 の 結 果，そ の 炊 構 造 は い

ずれ も細菌細胞壁 の ペ プ チ ドグ リカ ン 生 合成に 関与 す る

カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダーゼ DD や β
一ラ ク タ ム 抗生 物質の 耐

性 に 関 わ る β
一ラ ク タ マ

ーゼ と相同性 を示 し，ペ ニ シ リン

認識酵素 フ ァ ミ リ
ーに 属する と考 え られ た ．6の 実際，D 一

ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ーゼ は β一ラ ク タ ム 化合物 に よ り酵素活

性 が 阻害され，　 方 ，ア ル カ リD 一ペ プ チ ダ
ーゼ は ア ン ピ

シ リン や ペ ニ シ リン G に 対 して X7一ラクタマ
ーゼ 活性をも

有 して い た ．さら に，D 一ア ミ ノペ プ チ ダ
ーゼ に 関 して は，

X一線結晶構造解析 も進 み，D 一ア ミ ノ酸 を N 一末端 に もつ

基質 に対 して ア ミノ ペ プチ ダ
ーゼ 活 性 を示 す とい う独特

な基質 特 異 性 を決定付 け て い る ドメ イ ン 構 造 が解 明 され

て い る．8）

　 D 一ア ミ ノ 酸類合成 へ の 応 用　　上 記 3種類 の D 一立体選

択的加水 分 解酵素 の うち，ア ミ ノ酸 ア ミ ダ
ーゼ 活 性 を 有

す る D 一ア ミ ノ ペ プ チ ダーゼ と D 一ア ミ ノ 酸 ア ミ ダ
ーゼ は

ラセ ミ体 ア ミ ノ 酸 ア ミ ドか らの D 一ア ミ ノ 酸 の 選択的合

成に 利 用 可能 で あ る ，そ れ ぞ れ の 酵素 を 高度 に 発 現 さ

せ た 組 換 え 大 腸 菌 の 洗 浄菌体 を 濃縮 す る こ と な く，培養

液 と 同 じ菌体濃度 と し，ラセ ミ体 ア ミ ノ酸 ア ミ ドか らの
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D 一ア ミノ 酸合成 を 検討 した ．なお ，未反応 の L一ア ミ ノ 酸

ア ミ ドは化学的なラセ ミ化 に よ り，基質 と し て 繰 り返 し

反応 に 用 い る こ とがで きる．D 一ア ミ ノペ プ チダ
ーゼ を用

い て D 一ア ラニ ン を合成す る 場合，本酵素は ア ラ ニ ン ア ミ

ドに 対す る 耐性 が 非常 に 高 い た め ，高濃度 の 基質 を 分

割 フ ィ
ー

ドせ ず ，

一
度 に 反 応液 に 加 え る こ とがで きた．

5M の 基質を加 えた場合 で も約 4．5 時間 とい う短時間で

定量 的な D一立 体 選 択的加水 分 解 が 起 こ り，2．5M （約

220　g／1） の D一ア ラ ニ ン が 生成し た．同様に D 一α
一ア ミ ノ

酪酸，D 一メ チ オ ニ ン ，　 D 一ノ ル バ リン ，　 D一ノ ル ロ イ シ ン が

対 応す る ラ セ ミ体 ア ミ ノ酸 ア ミ ドか ら高 い 立 体選 択 性 で

合成可能 で あ っ た ．9）一方，D 一ア ミ ノ 酸 ア ミダーゼ を発

現 させ た 組換え 大腸菌菌体を用 い て ，フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン

ア ミ ドか らの D 一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 選択的合成 を検討

する際には，酵素遺伝子への ラ ン ダム 変異導入 に よる 進

化分 子 工 学的な酵素 の 改変が有効 で あ っ た．野 生型酵素

を発現 させ た 大腸菌菌体 を 1M の ラ セ ミ体 フ ェ ニ ル ア ラ

ニ ン ア ミ ドに作用させた場合，反応が途中まで しか 進ま

ず，D 一体 の 収率 は 60％ 程度 に と どま っ た ．こ の 原 因 と し

て 酵素 の 安定性 に 問題 が ある と考 え，crror −prone 　PCR

に よ りD 一ア ミ ノ 酸ア ミダーゼ遺伝子 に ラ ン ダム 変異 を導

入 した ラ イ ブ ラ リーか ら，酵素 の 耐 熱 性 を 指標 と し て ス

ク リー
ニ ン グ を 行 っ た ．そ の 結果，2残基 の ア ミ ノ 酸置

換 （K278M ，　E303V ）に よ り耐熱性 が 向 」二 した 変異酵素

BFB40 を得 る こ と が で き た ．　 BFB40 酵素を単
一

に 精製

し，そ の 特徴 を調 べ た とこ ろ，興味深 い こ とに こ の 変異

酵素 は 耐熱性 が 5℃ 向上 す るとともに，比活性 が 2倍以

上 に 上 昇 し て い た （図 1・A）．そ し て
，
BFB40 酵素を高

度 に発現 させ た大腸菌菌体 を用 い た ラ セ ミ体 フ ェ ニ ル ア

ラニ ン ア ミ ドの D 一立 体選択的加水分解 によ り，ほ ぼ定量
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図 L 野生 型 お よび 変異型 D一ア ミ ノ 酸 ア ミ ダーゼ の 反 応 最適温 度

（A ）と両酵素 を発 現 させ た組換 え大腸菌 菌体 に よ る ラセ ミ体 フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン ア ミ ド （IM ）か らの D一フ ェ ニ ル ア ラニ ン の 選択 的

合成 （B ）

的な D 一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （光学純度 99，7％ ee 以 ．L）の 合

成 が 可能 と な っ た （図 1−B ）．lo）

　 ペ プチダ
ーゼ 活性 を有す る D一ア ミ ノ ペ プチ ダ

ーゼ や

ア ル カ リ D 一ペ プチ ダ
ーゼ を用 い て D 一ア ミ ノ酸 ア ル キル

ア ミ ドや D 一ア ミ ノ酸 オ リゴ ペ プ チ ドの 合成 を 検討 した ．

両酵素は酵素化学的検討お よ び
一

次構造解析 か ら い ずれ

も活性 中心 に セ リ ン 残基 を 持 つ こ と が 明 らか とな っ て い

る．した が っ て ，エ ス テ ル や ア ミ ドを 基 質 とす る加 水分

解反応 に お い て は，酵素 の セ リン 残基 の ヒ ドロ キ シ ル 基

に よ る基 質 の カ ル ボ ニ ル 炭素 の 求核攻撃 に よ っ て ア シ ル

酵素 中間体 が 生 成する と予想 され る．こ れ が 加水分解さ

れれば D一ア ミ ノ酸が生成す る が，
一

方 ，水 よ り求核性が

高い ア ミ ノ基 が 攻撃す れ ばペ プチ ド結合が 生 成 す る，キ

モ トリプ シ ン やサ チ ラ イ シ ン を 用 い て D 一ア ミ ノ 酸含有

ペ プ チ ドを合成 した 例 が あ る が ，本来が L一立体選択的

な 酵 素 を 用 い て い る た め，選 択 性 や 反応速度 が 低 い と い

う欠点 が あ っ た．そ こ で ，ま ず D 一ア ミノ ペ プ チダ
ーゼ を

用 い た D 一ア ラ ニ ン ーN 一ア ル キル ア ミ ドの 合成 を検討 した．

水 飽 和 の 酢酸 ブ チ ル な ど の 有機溶媒 中に ウ レ タ ン 系 ポ リ

マ
ーで 固定化 した D一ア ミ ノ ペ プ チ ダ

ーゼ を触媒 と し て

加 え ，ラセ ミ体ア ラニ ン メチル エ ス テル とア ル キル ア ミ

ン の 縮合反応を行 うと
， 酵素 は D 一ア ラ ニ ン ア ル キ ル ア ミ

ドの み を定量的 に 与えた．ll）こ の 方法 は D一ア ミノ 酸 の ア

ミ ノ基 の 保護を必要 とせず，従来 の 化学合成法 で は 不 可

能な高選択性を達成 して い る．同 じ固定化 D一ア ミ ノペ プ

チダ
ーゼ を用 い て トル エ ン 中で D 一ア ラ ニ ン メ チ ル エ ス

テ ル よ り 57％ お よび 6％ の 収率 で D 一ア ラ ニ ン ダイ マ
ーお

よ び ト リマ ーが合成で き た ，12）ま た，もうひ とっ の D 一立

体選 択的ペ プ チ ダーゼ で あ るア ル カ リD 一ペ プ チ ダーゼ は

D 一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン メ チ ル エ ス テ ル か らの D 一フ ェ ニ ル

ア ラ ニ ン の ダイ マ
ー，（D

−Phe ）2お よ び トリマ
ー，（D

−Phe ）a．
へ の ポ リ マ

ー
化 に 利 用可能 で あ っ た ．本酵 素 は本来

（D
−Phe ）s や （D

−Phe ）4 に最もよ く作用 して ，（D
−Phe ）2 や モ

ノ マ
ーに 加 水分解す る酵素 で あ る が ，D 一フ ェ ニ ル ア ラニ

ン メ チ ル エ ス テ ル を 基質と した 場合，水中の 反応 に お い

て も （D −Phe ）2 の 生成 が認 め られ た ．そ こ で ，組 換 え大 腸

菌 よ り単
一

に 精製 した ア ル カ リD一ペ プ チ ダーゼ を 用 い て

ポ リマ
ー

化 の た め の 種 々 の 反 応 条件 を 検討 した ．バ ッ

フ ァ
ー

お よ び pH を検討 した と こ ろ，トリエ チ ル ア ミ ン ー

HC1 の pH 　lI．5 の 条件 で 最 も高 い 収率 を 与 え，（D
−Phc ）2

が 25％，（D
−Phe ）s が 9％ の 収率 で 合成 が 可能 と な っ た ．13）

立体選択的 tert一ブチ ル ァ ミ ド加水分解酵素

現在 ま で に 多種多様 な立 体選択的 ア ミ ダ
ーゼ が 微生 物
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よ り単離 され，ラセ ミ体 ア ミド化合物 の 立 体選択的加水

分解 に よ る光学活 性 カ ル ボ ン 酸類合成 へ の 可能性 が 示 さ

れ て い る．我々 が 発 見 した 上記 の D 一立 体選択的ア ミ ノ 酸

ア ミ ド加水分解酵素 の 他 に も L一ア ミ ノ 酸合成 に 応用 で

きる L一立 体選択的 ア ミ ノ酸ア ミダーゼ や 光学活性な 2一

フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸類 の 合成 に 応用 可 能な ＆ 選択的

ア ミ ダ
ーゼお よ び R 一選 択的 ア ミ ダ

ーゼ な どの 報告例 が

あ る．こ の よ うにさま ざま な基質特異 性 を も っ た ア ミ

ダ
ーゼ が多数報告 され て い る が ，い ず れ も単純なア ミ ド

を 加水分解す る もの ば か りで あ り，tert一ブチ ル ア ミ ドの

よ うに 立体的 に か さ高 い 離脱基を持 つ ア ミ ド化合物 に作

用する ア ミ ダ
ーゼ の 報告はな か っ た．した が っ て，この

よ うな 基 質 を効率 よ く し か も立 体選択的 に 加 水分解する

酵素は従来知 られ て い な い 新規な ア ミダ
ーゼ で ある可能

性 が あ り，ア ミ ダーゼの 応用範囲をよ り複雑な化合物 の

合成へと拡張す る こ と に もつ な が る と考 え られ る．光学

活性な ピペ ラ ジ ン ー2一カ ル ボ ン 酸や そ の tert一ブチル ア ミ

ド誘導体 が 医薬 品 の 合成中間体 と して 有用で あ っ た こ と

か ら， 筆者 ら は ピペ ラ ジ ン ー2−tert一ブ チ ル カ ル ボ キ サ ミ ド

の 分解性 を指標 と した ス ク リーニ ン グを 行い
， 互 い に 立

体 選 択性 が 異 な る 2 種類 の ア ミ ダ
ーゼ を い ずれ も

Pseudomon α s 属細菌 に 見 い だ した （図 2）．

　酵素の特徴　　Pseudomonas　sp ．　MGI34S4 株 に よ り生

産 され ，ラセ ミ体 ピ ペ ラ ジ ン ー2−tert一ブ チ ル カ ル ボ キ サ ミ

ドに 対 して R 一立 体選 択的 に 作用す る 酵素 を R一ア ミ ダー

ゼ と名付 け た ．15＞本酵素 は 分 子 量が 約 30，000 の モ ノ マ ー

酵素 で あ り，チ オ
ー

ル 試薬 や 重金属イ オ ン 存在下 で 活性

が 完全 に 阻害 され た こ と か ら活性中 心 は シ ス テ イ ン 残 基

で ある と考え られ た ．そ の
一

次構造 は CN 結合加水分解

酵素 フ ァ ミ リーに 属 す る タ ン パ ク 質 の 配列 と相同性 を 示

した．こ の フ ァ ミ リーは ニ ト リ ラ
ーゼ ス

ーパ ー
フ ァ ミ

リ
ー

とも呼 ば れ，ニ ト リル を直接カ ル ボ ン 酸 とア ン モ ニ

ア に 分解す る ニ トリ ラーゼ ，短 鎖 ア シ ル ア ミ ドに 作用す

る ア リフ ァ テ ィ ッ ク ア ミダ
ーゼ，ピ リ ミジ ン 代謝 に 関わ

る β
一ウ レ イ ドプ ロ ピ オ ナ

ーゼ な ど が 属 して い る．R 一ア ミ

ダ
ーゼ の 基 質特異性 を各種の 脂肪族 ア ミ ド， 芳香族 ア ミ

ド，ア ミノ 酸ア ミ ド，ペ プ チ ド，ニ ト リル を用 い て 調べ

た と こ ろ，本酵素が 作用 す る 基 質 は 表 1に 示 す 7種類 の

ア ミ ド化合物 の みで あ り，特 にβ一ア ラ ニ ン ア ミ ドや ピ ペ

ラ ジ ン ー2一カ ル ボキ サ ミ ド （R 一選 択的） に よ く作用 した．

ま た ，基質 と な っ た グ ル タ ミ ン ア ミ ドの 両 異 性 体 は カ ル

ボ キサ ミ ドを分子 内 に 2個持 つ が ，R一ア ミ ダーゼ は 側鎖

の ア ミ ドにの み作用 し，酵素反応生成物 は い ずれ もグル

タ ミ ン 酸 ア ミ ドで あ っ た ．こ れ ら の 基 質 の 構 造 を み る と，

本酵素 は カ ル ボキサ ミ ドが 結合 した 炭素 を α
一位 とす る

と，17一位あ る い は ／
一位 の 炭素に窒素官能基 が結合 した 基

質 に の み作用 す る 非常 に ユ ニ
ー

ク な基 質特異性 を 持 っ こ

と が 判 明 した （表 1）．

　
一

方，Pseudomonas　azotqfo7vezans　IAM 　l　603 株 に ピペ ラ

ジ ン ー2−tert一ブチ ル カ ル ボ キ サ ミ ドを∫一立 体選択的 に加 水

分解す る酵素活 性を 見 い だ した．16）本酵素 は分 子量 が 約

35，000 の モ ノ マ
ー

酵素で あ り，その
一

次構造 は 乳酸菌な

どで の 報告例 が多い プ ロ リン イ ミノペ プ チ ダ
ーゼ と相 同

性 を示 した．プ ロ リ ン イ ミ ノペ プチ ダ
ーゼ とは プ ロ リン

残基を N 一末端 に持つ ペ プチ ドに 特異的 に 作用 して N 一末

端プ ロ リン を切 り出す反応 を触媒す る エ キ ソ ベ プチ ダ
ー

ゼ で あ り，セ リン 残基 を活性中心 と して も つ ．本酵素 の

基質特異性を調 べ た と こ ろ，L一プ ロ リ ン ア ミ ドや そ の 同

族体 の （∫）一ピペ リジ ン ー2一カ ル ボ キ サ ミ ドお よ び L一ア ラ

ニ ン ア ミ ドが良好な基質 となっ た ．ピペ ラ ジ ン ー2−tert一ブ

チ ル カ ル ボ キ サ ミ ドに 対す る 活性 は L一プ ロ リ ン ア ミ ド

表 1，R一ア ミダーゼ の 基 質特異性

Relatlvc　activity （％）
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．・脚 ・・曲 ・・駆・幽’…’d
　 l黜 ；1鸛詰。、、e

図 2．R 一ア ミダ
ー

ゼ お よ び L一ア ミ ノ 酸 ア ミダ
ー

ゼ に よ る ラ セ ミ体

ピ ペ ラ ジ ン ー2−tert一ブ チ ル カ ル ボ キ サ ミ ドの 立 体 選 択 的 加 水 分 解
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の 場合 の わ ずか 0．2％ で あ っ た ．本酵素は プ ロ リ ン イ ミ ノ

ペ プ チ ダーゼ と 共 通 の 祖先 タ ン パ ク 質 に 由来す る と考

え られ た が ，L一プ ロ リン をN 一末端にもっ ペ プチ ドを含む

各種 ペ プ チ ド基 質 に 対 し て は 加水 分解 活 性 を 示 さな

か っ た．さ らに D 一ア ミ ノ 酸 ア ミ ドに も作用 しなか っ た こ

とか ら，本酵素 は L一ア ミ ノ 酸 ア ミダ
ーゼ と呼ぶべ き酵素

で あ る こ と が 判 明 し た ．現在 ま で に オ ラ ン ダ DSM の

研 究 グ ル
ープ が Rgeudomonas　putida，　 O．　anthropi ，お よ び

M ）
，cob α cterium 　neoaurum 由来 の L一ア ミ ノ 酸 ア ミダーゼ を

用 い て ラセ ミ 体ア ミ ノ 酸ア ミ ドか らの L一ア ミ ノ 酸合成 を

検討 して い る が
，

1）い ず れ も そ の
一

次構造 は 未 だ に報告

され て い ない ．すなわち，我 々 の 酵素は L一ア ミノ 酸 ア ミ

ダ
ーゼ と し て

一一
次構造 を 明 ら か に し た 最初 の 例 と い え

る．

　 tert一ブチ ル ア ミ ドの 立体選択的 加 水分解　　それぞれ

の 立 体選 択的 ア ミ ダ
ー

ゼ 遺 伝 子 を 導 入 し た 組換 え 大腸菌

菌体を用 い て ラセ ミ体ピ ペ ラジ ン ー2−tert一ブ チル カル ボキ

サ ミ ドか らの 高立体選 択 的な 加 水分解 が 可能 で あ っ た．

R 一ア ミダ
ーゼ の 場 合 は 99，5％ ee の （R ）一ピペ ラ ジ ン ー2一カ

ル ボ ン 酸が，そ し て ，L一ア ミ ノ酸 ア ミ ダ
ーゼ の 場合は

95，0％ee の （S＞一ピペ ラジ ン ー2一カル ボ ン 酸が生成 して お り，

従 来 ，酵素 に よ る 加 水分解と し て は難分解と され て い た

tert一ブ チ ル ア ミ ド基質 を効率良 く， しか も 立体選択的 に

加水 分解する こ と が 可能 とな っ た．一
方，R一ア ミダーゼ

を発 現 させ た 大腸菌菌体 を用 い て単純 な カ ル ボ キ サ ミ ド

で あるラセ ミ体 ピペ ラ ジ ン ー2一カ ル ボ キ サ ミ ドを基質 と

し て 同様 の 反応 を行 っ たと こ ろ，生成した （R ）一ピペ ラ

ジ ン ー2一カ ル ボ ン 酸 の 光学純度は 著 し く低 く，86％cc で

あ っ た．1η こ の 光学純度 の低下 の 原因 とな っ た （S）一ピペ

ラ ジ ン ー2一カ ル ボ ン 酸生成活性 に 対す る 大腸菌本来 が も

つ ア ミ ド加 水 分解活性 の 寄 与は小 さく，む し ろ R一ア ミ

ダ
ーゼ の 立体選 択性 が 本基質 に 対 し て低 い こ とが原因で

あ る こ と が 判 明 した ．す な わ ち，基質 の tert一ブ チ ル ア ミ

ド基 の 立 体的 な か さ 高 さが R 一ア ミ ダ
ーゼ の 厳密な立体

選択性 の 重要 なフ ァ ク ターで あ る と考 え られ る．

　今 回 紹介した 立体選択的 ア ミ ド加水分解酵素 は微生物

酵 素を有用物質合成 へ 応用す る こ と を 日的と した ス ク

リーニ ン グ に よ り見 い だされた新規な酵素で あ っ た．こ

れ らの い ずれ もユ ニ
ー

ク な特徴を も っ た 酵素 が 本来微 生

物 細 胞 内 で どの よ うな生 理的役割を果た して い る か は 興

味深 い 問題 で あ る．現在 ま で に 100 種類 以 上 もの 微生物

の ゲ ノ ム 全 配列 が 決定 され て い る が，そ の 中に は筆者 ら

が 発見 した 酵素遺伝子 と高 い 相同性を有す る配列が多数

認 め られ て お り，微 生 物界 に お け る そ の 重要性 を改め て

予想 させ る，た とえば，最近決定 されたBaciUus　cereus と

Bacillu／g　anthracts の 全 ゲ ノ ム 配列 内に は ア ル カ リ D一ペ プ

チ ダーゼ と80％ 以 上 の 相 同 性 を示 す タ ン パ ク質 を コ
ー

ド

する遺伝 子が共 に 複数 コ ピ ー存在 して お り，P ρ纏 面 や

Pseudo7nonths　aeruginosa の ゲ ノ ム 内 に は R 一ア ミ ダーゼ と

60％ 以 上 の 相 同 性 を有す る 配列 が 認 め られ て い る．一方 ，

その 存在意義が 明確な酵素 の 報告例もある．シ ア ノバ ク

テ リア が生産す る毒素 の ミ ク ロ シ ス チ ン は D 一ア ミ ノ酸

を含有する環状ペ プ チ ドで あるが，勘伽 go脚 ηα 5 属細菌

が も つ ミ ク ロ シ ス チ ン 分解酵素群 に は ，筆者 らが 発 見 し

た 3 種類の 酵素と 同様 に ペ ニ シ リン 認 識酵素 フ ァ ミ リー

に 属す る D 一立 体選択的加水分解酵素が含ま れ ，ペ プ チ ド

鎖中の D −Ala−L−Lcu 間 の 加水分解 に 関与 して い る こ とが

解明 され て い る ．18｝今後 もこ の よ うな新 規 な 立 体 選 択 的

ペ プ チ ダ
ーゼ や ア ミ ダ

ーゼ が 発 見 され る こ と が 予想 さ

れ，有用物質合成 へ の 応用も期待で き る と考え て い る．
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