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変異型酸性ホス フ ァ ター ゼに よるヌ ク レオ シ ドリン 酸化反応

三 原　康博

核酸系うま味調味料の製法 と当社の取り組み

　5’一イ ノ シ ン 酸ナ トリウム は鰹節の うま味成分として，

5’一グ ア ニ ル 酸ナ トリウム は干し椎茸の うま味成分 とし

て知ら れ，うま み味調味料の原料 と し て有用な核酸化合

物である．これらの核酸系 うま味調味料は，昆布の うま

味成分で あ る ア ミ ノ酸系うま味調味料と併用する こ とに

よ っ て うま味の相乗効果 を示す こ とが知 られて お り，

1909年以来グル タ ミン酸ナ トリウム 事業を世界的に展

開して きた当社に と っ て，核酸系うま味調味料の供給は

重要な課題で あっ た．

　これら 5T一ヌ ク レオチ ドは，　 RNA の 酵素分解 直接発

酵法 ヌ ク レ オ シ ド発酵と酵素的ある い は化学的リン 酸

化の組み合 わ せ な ど，さ ま ざ ま な方法 で 工 業生産が行 わ

れて い る．発酵法で効率よ く生産したヌ ク レ オ シ ドをリ

ン 酸化する方法は主要な製法の ひ とつ で あり，イ ノ シ ン

の 酵素的リン酸化法として Escherichia　coli イノ シ ン ーグア

ノシ ン キナ
ーゼを Corynebacterium　ammoni αgenesの Arp 再

生系と共役させ て用い る方法が協和発酵に よ っ て開発さ

れ て い る
1＞．本稿で は，ATP 再生系を必要 とせ ず，ピロ

リン 酸をリン 酸供与体として 用 い る，ヌ ク レ オ シ ドの リ

ン 酸化法 の開発に つ い て紹介する．

51位特異的リン酸基転移酵素の探索

　無機 リン 酸化合物を リン 酸供与対 と し て ヌ ク レオ シ ド

をリン 酸化する活性が動植物，微生物に広 く存在する こ

とが古 くか ら報告 されてお り2＞，当社で も 1960 年代よ り

各種リ ン 酸化合物を用 い た酵素的 リン 酸化法を検討し

てきた．リン 酸供与体として，パ ラニ トロ フ ェ ニ ル リン

酸S）やポリリン 酸 4＞を用い て検討し，それぞれの化合物

をリン 酸供与体 として リン 酸化反応を触媒する活性を見

い だ し たが，反応の位置特異性，基質の 価格お よ び副生

物の処理な どに課題が あり，実用化には至 らなか っ た．

今回は，リン 酸供与体を ピ ロ リン 酸 （PPI） に 限定 し，図

1に 示す反応で，イ ノ シ ン を リン 酸化す る活性を持つ 菌

の ス クリ
ーニ ン グか ら研究を開始 した．

　ピ ロ リン 酸は，食品添加物 として使用 されて い る安全

で安価な化合物であるが，ATP よりも高 い 高エ ネル ギー

リン 酸結合を持ち，反応に よ っ て副生した リン 酸を加熱
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図1、5’位選択的PPI一ヌク レ オシ ドリン 酸基転移反応

に よ っ て ピ ロ リン 酸に縮合 して，再利用できる とい う利

点を有する．

　ヌ クレオチ ドは リン 酸化される位置に よ っ て い くつ か

の異性体が存在する が，呈味性を示すの は 5「

位が リン 酸

化された 5’一ヌ ク レ オチ ドのみで ，3「

や 2位 が リン 酸化さ

れた異性体は うま味がな い ．そ こ で ス ク リ
ーニ ン グでは

イノ シ ン の 5’

位を特異的に リン 酸化する こ とを第一
の指

標 と した．

　お よ そ3000株の微生物をス ク リ
ー

ニ ン グした結果，イ t

ノシ ン の リン 酸化活性は比較的広 い 範囲 の菌に見 い ださ

れたが，多 くの菌はリン 酸基転移反応の位置特異性が低

く，3「一および 2Lイ ノシ ン 酸 を副生 した．生成するイノ シ

ン 酸異性体の 比率は菌に よ っ て さまざま で あ っ た，さま

ざまな条件でス クリ
ー

ニ ン グした結果，Escherichiα　k を

は じ め とす る 腸 内細菌群の 菌に，イノ シ ン の 5T位を 95

％以上の高い位置選択性で リン 酸化す る活性が見 い ださ

れた 5） （表 1）．菌体反応 で はわずか に 2「お よび3「一イ ノ シ

ン 酸の副生が認 められたが，精製酵素の位置特異性は非

常 に高 く，イノ シ ン の 5T位 の みを リン 酸化す る こ とがで

表1．PPI一イ ノ シ ン リン 酸基転移活 性ス ク リーニ ン グ結 果 の
一

部

由来菌 株 イ ノ シ ン酸異性体の 生成比 5’：3’：21

A ‘伽 鵠 o∂acterParvulZLS
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図 2．各種野生型 リン 酸基転移酵素に よるイノ シ ン 酸生 成の タイ
ム コ ース ．●，Morganetla　morg α nii ；○，　 Providencia　stuattii 　

’，■，
Klebsiella　Planticola；▲，　Entevobα cter　aerogenes ；△，　Eschen

’
chla 　blattae

由来の 野生型酵素高発現E．coli菌体を用い て 反応

きた 6）．

リン酸基転移酵素の
ll

生質検討

　ス ク リ
ー

ニ ン グで得 られた菌 よ り，リン 酸化酵素の遺

伝子をク ロ ーニ ン グしたところ，本酵素は リン酸基転移

活性 を持 つ 酸性ホ ス フ ァ タ
ーゼ で あ る こ とが明 らか と

な っ た 7）．酸性ホス フ ァ タ
ー

ゼは，い くつ か の フ ァ ミリー

に分類され て い るが，興味深 い こ とに，本酵素はピロ リ

ン 酸
一グル コ ース リン 酸基転移活性を示すホ ス フ ァ ター

ゼ として知 られて い るグル コ ース ー6一ホ ス フ ァ ターゼ 8｝

と同じ フ ァ ミリ
ー

に分類 された．5 属の菌か ら得 られた

酵素はイノ シ ン 酸の蓄積量が高 い グル ープと低い グルー

プの 二 つ に大別できたが （図 2），その
一

次構造は非常に

高い 相同性を示した．

　次 に，本酵素が イ ノ シ ン 酸 の生産に適用 で き る どうか

を検討した ところ，最も収率の高か っ た Morganella　mor −

ganii　e 来酵素で も40％収率と，実用的に満足の い く収率

では反応 できなか っ た．また，リン 酸基転移反応が停止

する と，
一

度生成 したイノシ ン 酸が同じ酵素の ヌク レ オ

チダーゼ活性に よっ て速やかに加水分解をうける現象も

認め られ，生産に適用するの は難しい と考え られた．

リン酸基転移反応の推定 メ力ニ ズム

　グル コ
ー

ス ー6一ホ ス フ ァ タ
ーゼ s）の知見か ら，本酵素の

リン 酸基転移反応 は図 3 の ように ping−pong 反応で進む

と推定 された．すなわち，は じめにリン 酸エ ス テル化合

物が酵素と反応 しT 酵素
一
リン酸複合体を形成する．次

に，水が求核攻撃 して，リン 酸を遊離させ て加水分解反

応が完結す る．一
方，水 の 代わ りにイノ シ ン な どの 水酸

基 をも っ た化合物 もリン 酸基受容体とな り，ヌク レ オ シ

ドが求核攻撃 した場合 には，ヌク レ オチ ドが生成 され，

R
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γ 　γ 学 蕉

図 3．リン酸 基転 移反応 の 推定反応機構．R − 0 一
は脱離基 を 示

す，ピ ロ リン 酸 の場合は R − O − ； オル ソ リン 酸 X は活性中心

の ア ミ ノ酸残基を示 す．

リン 酸基転移反応 とな る．しか しながら，生成 した ヌ ク

レ オチ ドは リン 酸 エ ス テルであ り，本酵素の 基質とな る

ため分解を受 け る．Escherichia　bgattae酵素を用 い て ，活

性中心の His残基 にモ リブデン 酸が結合 した遷移状態ア

ナ ロ グの X 線結晶構造が得られた 9）こ とか らも，こ の反

応機構が支持された，

　 したが っ て，リン酸基受容体の 基質特異性によりリン

酸基転移反応 の 効率が決定 され るが，最 も親和性の 高

か っ た　M ．　morganii 由来酵素の リン 酸基転移反応にお け

る イ ノ シ ン の Km 値が ll7mM であり，い ずれ の菌由来の

酵素もイノ シ ン の 親和性は非常 に低か っ た．これ よ り，

本酵素 の 本来 の 反応 は脱 リン 酸反応 であ り，イ ノシ ン が

高濃度で存在する場合にのみ リン 酸基転移反応が進む こ

とが示唆された 5）．

進化工学的手法による酵素の改変

　本酵素をヌ ク レ オチ ドの生産に適用す る た め に は，脱

リン 酸反応を抑え，リン 酸基転移反応 の みを促進すると

い う
一見困難な改変が必要 となっ た．酵素 の推定反応機

構か ら，両者の反応 の 違 い は リン 酸基 の受容体が水とな

るかヌク レ オ シ ドとなるか にある こ とが示唆されたが，

イノ シ ン 酸蓄積の 異なる 5 種の菌株由来の酵素の比較か

ら，表 2の よ うに リン 酸基転移反応における イノ シ ン の親

和性が高い 酵素ほ どイ ノシ ン 酸 の蓄積量が高か っ た の．こ

れ よりヌク レ オ シ ドに対する親和性をさらに向上させ る

こ とで，リン 酸基転移反応の 効率を上げる こ とが可能だ

と考え，進化分子工学的手法による酵素改変を試みた．

　最 もイノ シ ン 酸蓄積の高か っ た M ．　morganii 由来酵 素

遺伝子 にPGR によるラン ダム変異 を導入 し，変異型酵素

を発現 させ た E ．coli菌体か らイノ シ ン 酸合成能力の 向上

した株をス クリ
ー

ニ ン グした．変異導入 とス ク リ
ー

ニ ン

グを繰り返 して 行い ，生産性の 向上 を試みた と こ ろ，2

ラウン ドのラ ン ダム変異導入によ り，野生型酵素に比 べ
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表2．各種酸性ホ ス フ ァ ターゼ の イ ノ シ ン に対す る親和性

　由来菌株　　　　　　　　　K皿（mM ）　　　 V，iT、．（u／mg ）

MOTganellla　morganii

Pγovidencia 　stuartii

Enterobacter　aerogenes

Escherichia　blattae

Klebsiellα ptanticola

1171562182002SI6．096

．213

，752

，782

，65

　 120

　 100
ぐ

§ 80

）
6°

≧　40

　 200

　 0

表3．M ．　morganii 野生型お よび 変異型酵素の 反応 速度定数

Km （mM ）　 Vm
、x （u ！mg ）

48 　　 　12　 　 16　 　 20

反 応時間 ｛h｝

活性 （基質） 変異 体

図 4．野 生型 お よび変異型 酵素高発現 E．顧 菌体に よるイ ノ シ ン

酸生産反応の タイム コ
ー

ス．○，野生型酵素 ；●，G92DII171T
変 異型酵 素 高発現 E ．coti菌体 を用 い て反 応．

Phosphotransferase　 野生型

（イノ シ ン ）　　　　　 1171T

　 　 　 　 　 　 　 　 　 G92D

　 　 　 　 　 　 　 　 　 G92DIII71T

Nucleotidase

（5L イ ノ シ ン 酸）

11773

．911442

．6

野生型　　　　 0．836

1171T　　　　　　　　　L63

G92D 　　　　　　l．49

G92Dfl　171T　　 L35

6．092

．770

，9832

．67

30．311

、64

．705

．67

て 大きく生産性が向上した株を得る こ とが で きた lo），得

られた変異型酵素に は，Gly92Aspお よび Ilel71Thrの 2

ア ミノ酸残基の変異が導入されて い た，

　各変異型酵素の性質を比較した結果を表 3に 示 した 10）．

野生型酵素は リン 酸基受容体のイノ シ ン に対する親和性

が低か っ たが，変異型酵素はこれが約 3 倍に上昇した結

果　リン 酸基転移反応の効率が 向上 した もの と考え られ

た，ま た，そ れ ぞれ の 単独変 異体 の 速度 定数 か ら

Ilel71Thr の変異は単独で イ ノ シ ン との 親和性向上 に，

Gly92Aspの変異はlle171Thrとの 相乗効果に よ っ て イノ

シ ン との親和性を高める と共に，脱リン 酸活性の低下に

寄与して い る こ とが示 唆された．X 線結晶構造解析の結

果か ら二 っ の ア ミノ酸残基は活性中心近傍に位置して お

り，Thr171 はイ ノ シ ン と水素結合を形成して親和性を

高めて い る こ とが示唆されte　l　l），

　変異型酵素を大量発現させ た E ．coli 菌体を用 い て イ ノ

シ ン酸生産反応を行 っ たとこ ろ，図 4 に 示すよ うに生産

性が 大き く向上する と共に，生成 したイ ノ シ ン 酸の脱 リ

ン酸化反応も抑えられ，大量の イノ シ ン酸を生成蓄積さ

せ る こ とが で きた．以上の よ うに，分子進化工 学の手法

に よ っ て，酵素の性質を大き く改変する こ とに よ り，実

用 レベ ル まで生産性を上げる こ とがで き，新規酵素的リ

ン 酸化法の 基本技術が確立 された．

工業化へ の とりくみ

　本酵素の リン酸基受容体の 基質特異性は広 く，イ ノシ

ン 酸だ けで な く，各種の 5i一ヌ ク レ オチ ドを合成する こ と

ができたが，グア ニ ル酸の場合には生産性が低 く，グア

ニ ル 酸も高収率で生産できる技術が求め られた．本特集

の 趣 旨か ら詳細は割愛する が T 続い て 酵素の X 線結晶構

造9）に基 づ い た合理的改変によっ て，グア ノ シ ン の リン

酸化反応 に も適用 で き る よう酵素を高機能化す る こ とに

成功 しtr　H ）．これ らの知見を基に して，実生産に適用で

きる非組換え酵素菌を構築 した．

　さ らに，当社の多 くの研究者 ・技術者によ り発酵プ ロ

セ ス の 最適化，単離 ・精製プ ロ セ ス の開発などの検討が

重ね られて生産技術が確立 され，2003年よ り新規酵素的

リン酸化法によ る核酸系うま味調味料の 工 業生産が開始

され て い る．

　研究 の ご指導 を賜 りま した富 山 県立 大学工 学部生 物工学 研 究

セ ン ター
浅野泰久 先生，山田秀明先生 に感謝い た します．
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