
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

微生物酵素の 新規有用機能と利用
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　微生物 の 多様性を担 っ て い る代謝機能や酵素を利用 し

て，こ れ までに革新的なバ イオプ ロ セ スが数多 く開発さ

れ，有用物質の 工 業生産が なされ て い る．そ の 中で も，

究極的なバ イオリァ ク タ
ー

ともい うべ き微生物を用 い た

発酵生産は，ア ル コ
ー

ル ・クエ ン酸な ど の 食品を中心 と

した単純発酵か ら，ア ミ ノ酸や核酸 各種生理活性物質

を対象 とした代謝制御発酵 へ と，意図的 に 生産効率を高

める革新的な技術 にブラ ッ シ ュ ア ッ プされて きた．とく

に有用遺伝子を発現 させ た微生物菌体 をバ イ オ リ ア ク

タ
ーとする効率的な物質生産は，次世代型発酵生産技術

と し て注目 さ れ て い る，

　大腸菌，枯草菌，麹菌，酵母 な ど伝統的発酵微生物に

関して は，微生物学的あるい は酵素学的な観点か ら多く

の研究が進め られて い るが，それ らを遺伝子や酵素の 資

源 と して み た場合，工 業的に も有用な機能を新た に見い

だすこ とがある ，本稿で は，こ うした背景を踏まえて展

開して い る最近の筆者 らの 研究を中心 に紹介する．

ゲノム情報を利用した有用酵素の探索

　ゲ ノ ム解析の 進展 に伴 い ，動物 植物の み ならず，微

生物で もすで に 1500を超える株の ゲ ノ ム 配列が解読され

て い る．デ
ー

タベ ー
ス GOLD （http；〃www ．genomeson−

line．org1）に よ る と2011年 4月現在で，真核生物 で 155株．

細菌で 1
，
434株 ア ーキ ア で 104株の ゲノ ム 配列が解読

されて い る。生命の設計図で ある こ れ らゲ ノ ム 配列は，

ラ イ フ サ イエ ン ス 分野にお い て基礎か ら応用に至る まで

広 く研 究に利用 され て い る，多 くの機能未知の酵素遺伝

子を含むゲ ノ ム配列は，もの づ くりの観点か らする と有

用酵素の探索源 として魅力的で ある．従来の 微生物探索

を経て 有用酵素を見 い だす 手法は依然として重要だが，

偶発性に大 きく左右 され ， 多大な時間と コ ス トを要する

な どの 課題がある．

　一方，ゲ ノ ム情報を酵素遺伝子資源として有効活用す

る こ とにより，有用酵素の分子 レベ ル で の 効率的な探索

が可能に な っ て きて い る．しか し現状で は，ゲ ノ ム 配列

に コ ー
ドされてい る酵素の ア ミ ノ酸配列情報か らは酵素

の基質や反応生成物を同定する こ とは困難で あ り，そ の

ためさまざまな工夫が なされて い る．探索手法は大きく

2 つ に分け る こ とが で きる．1つ 目は機 能既知 の 酵素 と

の 配列相同性に基づ い て新規酵素を探索する手法で，既

知酵素 と類似する が 生物の 多様性を反映して新規な性質

（基質選択性，位置 ・立体選択性，耐熱性な ど） を有す

る酵素の 取得が可能で ある，2 つ 目は，酵素遺伝子 発現

ライブラ リ
ーを構築 してそ の ライブ ラリ

ー
か ら活性に基

づ い て新規酵素を探索する手法で，活性評価系に 応 じた

新規な性質を有するオ リジナ リテ ィ
ー

の 高い 酵素を取得

す る こ とが で きる．実際 近年の ゲ ノ ム解読と解析技術

の 進展に よ っ て in　silico で容易に有用酵素を見い だすこ

とが で きる ように な っ て きた．とくに 大腸菌や枯草菌な

ど研究対象 として馴染み の深い 微生物の 機能未知遺伝子

か ら有用 な遺伝子が発見され て い る こ とは，その 手法の

有用性を示す もの と思 われる．

　筆者 ら は，ペ プチ ド合成酵素 （L一ア ミ ノ酸リ ガーゼ）

と酸化酵素 （モ ノ オキ シ ゲナーゼ，ジ オキ シゲナーゼ〉

の探索に ゲ ノ ム 情報を積極 的 に活用 し，工 業的に有用 な

酵素の 発見に成功 して い る，

ジ ペ ブチ ドか らオ リゴペ プチ ド合成酵素の発見

　ペ プチ ドは血圧上昇抑制作用や循環器調節機能な ど生

体内にお ける生理機能を司る重要な化合物で ある が，細

胞膜透過性な どユ ニ ークな特性や機能も明らか に されつ

つ あ り，最近で は医薬品．化成品，健康食品，機能性素

材 な ど幅広 い 分野 で の 利用可能性が期待 されて い る．筆

者らは，こ の ような背景を踏まえ，遊離の ア ミ ノ酸を直

接連結 して 多様 なペ プ チ ドを合成可能なL一ア ミ ノ酸 α一

リガーゼ の 探索 とオ リゴ ペ プチ ド合成法の 開発研究を

行っ て い る．

　 こ れ までに，協和発酵 の 田畑 らは L一ア ミ ノ酸の α
一結

合反応 を触媒して ジ ペ プ チ ドを合成する 酵素L 一ア ミ ノ

酸 α
・リガ ーゼ （Lal）の 取得に成功 して い る 1）．遊離の

ア ミノ酸同士 を a 位で結合して ジペ プチ ド生成反応を触

媒する唯
一

の酵素D−Ala−D−Ala リガ
ー

ゼ （EC　6．3．2．4）の

ATP を利用 する ジ ペ プチ ド合成反応様式 か ら 目的 の 酵

素の構造 もこ れ に類似 して い る と予想 し，in　 silico ス ク

リ ーニ ン グ を検討 した．Arp 一結合 モ チーフ を有す る酵

素 と して 選 択 した 300以 上 の タ ン パ ク質か ら枯草菌

Bacillus　subtilis由来の機能未知タ ン パ ク質YwfE を選択

した．当該遺伝子yWLfE を組換え大腸菌で 発現 させ た

YwfE の 性質を調べ た結果，　 ATP 依存的に Ala とGlnか

らAla−Glnを優先的に合成する こ とが 明らかとなり，1
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段 階の酵素反応で 無保護の レ ア ミ ノ酸を特定 の 順序で

結合 して ジペ プチ ドを合成する こ とに 成功 し て い る．そ

の 後 筆者らは協和発酵との 共同研究で in　silico ス ク リー

ニ ン グを推進し，多 くの ジペ プチ ド合成酵素の 探索 に成

功 した 2）．

　YwfE が B．　subtilis の 生産す る抗生物質Bacilycin（Ala−

Anticapsin）の合成反応を触媒する酵素であっ た こ とか ら，

筆者らは自然界に広 く存在が知られ て い る ペ プチ ド性抗

生物質生産菌に La1活性が存在すると予測し，それ ら微

生物培養物か らの 新た な Lalの 取得を検討 した，　 L一ア ル

ギ ニ ン と タ ンパ ク質非構成ア ミ ノ酸で ある L−2−amino −

5−phosphono −3−cis −pentenoic　acid か らな る抗生物質

Rhizocticinを生産する B．　subtilis 　NBRC3134 に着目し，

当該微生物よ り活性画分 を指標に RizA の 取得に成功 し

た．RizA は Pro以外の 19種類の ア ミ ノ酸か らジペ プチ

ドを生成し，しか もArg をN 末端側に 配 し た ヘ テ ロ ジ ペ

プチ ド合成反応 を触媒することが明らか となっ た．ただ

し，RjzA に は 当初予想 した トリペ プチ ド合成活性が な

か っ たた め，RizA をコ ー
ドする遺伝子 rizA の 周辺領域

を調 べ ， トリペ プチ ドで ある Rhizocticin誘導体の 合成

酵素遺伝子 rizB を見 い だ した，当該 タ ンパ ク質RizB は

そ の ホ モ ロ グ酵素も含め
， トリペ プチ ドの みな らず，ペ

ン タ，ヘ キサなどの オ リゴ ペ プチ ド合成活性を有する こ

れ まで に報告の な い 新規酵素で ある こ とを明ら か に して

い る 31．

　こ の ほかに，植物病原 ペ プチ ド合成細菌で ある Psevdo−

monas 　syringae　pv．　phaseolicola（か さ枯病）や P ，躍 ∫ηgoθ

NBRCI4081 （タ バ コ 野火病）の各推定生合成遺伝子ク

ラス タ
ー

か らジペ プチ ド合成酵素を見 い だ して い る 4）．

と くに タバ コ 野火病原因物質で ある Tabtoxin合成酵素

と推定 した TabSは，既報の L一ア ミ ノ酸リガーゼ と比較

して広範な基質特異性を有 し，135種類 に及ぶ 組み合わ

せ で ジペ プチ ドを合成可能で あ り，Gln−Thr合成で は

95％ と高収率を達成 した．また従来酵素では困難であっ

たProや β
一Alaを含有するジペ プチ ド （例 ：β

・Ala−His）

の合成 も可能で ある な ど，新規 な活性を示 した （図 D．

ア ミノ酸水酸化酵素の 探索と休止菌体反応系による生産

　不斉触媒反応 の中で も，炭素鎖に直接水酸基を導入す

る水酸化反応は化学合成 に はな い ユ ニ ーク な反応で，モ

ノ オキシ ゲナ
ーゼ P450を活用 した精密化学品 の 生産研

究な どが鋭意検討 され て い る，筆者 らも．P450に限定

せずに水酸化反応 を触媒する微生物酵素の 探索 を実施 し

て お り，ビ ル デ ィ ン グ ・ブ ロ ッ ク の 中間体や生理活性化

合物 として期待され るア ミノ酸水酸化物の合成を可能 と

する酵素の 取得に成功 して い る．
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図 1．ペ プ チ ド性抗生物質生産菌由来 L一ア ミノ 酸 リガーゼ の ジ

ペ プ チ ド合成に おける基質特異性

　 ヒ ドロ キシプロ リ ン は 2つ の 光学活性中心 を有する環

状 イ ミ ノ酸で あ り，非天然型 の D一体 を含め ると合計 8

種類 の 異性体が存在する，そ の うちtrans−4一ヒ ドロ キシー

L一プ ロ リ ン （trans−4−Hyp）は動物 の コ ラ
ー

ゲ ン を形成

する重要なア ミノ酸であ り，保湿剤として化粧品 に用 い

られてい るほか，消炎剤，カル バ ペ ネム系抗生物質，血

圧上昇抑制剤な どさまざまな医薬品の 合成原料としての

用途がある，従来，そ の 生産は牛や豚な ど動物組織の加

水分解物か らの抽出法に依存 して い たが，煩雑な精製ス

テ ッ プや 大量 に発生する廃液，ウ イル ス 混入や狂牛病に

起因する安全性や原料供給の 問題がク ロ ーズア ッ プさ

れ，抽出法にかわる微生物酵素を用 い る trans−4−Hyp の

画期的な工業生産プ ロ セ ス が協和発酵によ っ て 開発され

た S）．異性体を区別 して ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン を分離 ・定

量で きる 高感度分析系 を構築 して，ヒ ドロ キ シプ ロ リン

含有抗生物質生産菌やプ ロ リン ア ナ ロ グ耐性菌などか ら

活性の 探索を行い ，放線菌Dactylosporangium　sp ．お よび

Streptomyces　sp ．か らProの trans−4一水酸化酵素 とcis−3一水

酸化酵素 をそれぞれ見出す こ とに成功 して い る．当該酵

素は い ずれ もPro水酸化反応 に は 2一オキ ソ グ ル タ ル 酸

（2−OG ）と二 価鉄イオ ンを要求 し，　 L一ア ス コ ル ビ ン 酸

に よ っ て 反応が促進す る 2−OG 依存型ジ オ キ シ ゲナ
ーゼ

であっ た．

　
一

方，cis −4−Hyp （（2S，4S＞−4−Hyp ）は抗腫瘍細胞活性

や抗肥満細胞活性がある た め有用であるが，遊離の PrQ

か らcis ・4−Hyp の 選択的直接合成 を可能とするcis −4一水

酸化酵素はそ の存在が知 られ て おらず，工 業的な生産プ

ロ セ ス も構築され て い ない ．そ こ で ，筆者らは X 線結晶

解析によ っ て構造が明らかにな っ て い る cis −3一水酸化酵
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図2．休止 菌体 反 応系 に よ る cis・4−HYP 生 産．水酸化酵素 ：

L−Proline　cis−4−hydroxylase（2一オ キ ソ グ ル タ ル 酸依存型 ジ オ キ

シ ゲナ
ー

ゼ ）

素の C 宋端にある ユ ニ ーク な ドメ イン に着 目した．当該

ドメ イ ン を有す る タ ン パ ク 質 はデ
ー

タ ベ ー
ス 上 で はわず

かであ っ たが，ゲ ノ ム塩基配列が公開されて い る根粒菌

Mesorhizobium　lotiお よび Sinorhizobium　meliloti か ら

cis −3一水酸化酵素 と機能が予測 され て い る タ ン パ ク質

を候補 と し て 選抜 し た ．こ れ らの 酵素遺伝子は い ずれ

も840bp で 280 ア ミ ノ酸残基か らなるタ ンパ ク質を コ ー

ドして い たが，ア ミ ノ 酸配列 に お ける相同性は 66％ で

あ っ た，一
方，cis −3・水酸化活性 が 確認 され て い る

S喫 ρ’o〃lyces　sp ．由来 cis・3・水酸化酵素との相同性は 33％

と低か っ たため，酵素特性が異なる こ とを期待 して 当該

遺伝子 を組換え大腸 菌にお い て H 重s−tag融合酵素として

高発現 させ ，プ ロ リ ン水酸化反応を検討した．その 結果，

両タ ン パ ク質ともcis−4一水酸化活性を有 して い る こ とが

判明しω ，こ れ らタ ンパ ク質は既知の水酸化酵素と同様

に，2−OG 依 存型 ジオキ シゲナーゼ で あ っ た．すでに工

業化されて い る trans−4−Hyp や cis −3−Hyp の 生産プ ロ セ

ス に お い て trans・4一水酸化遺伝子と cis −4一水酸化遺伝子

を交換するだけで 比較的容易に cis −4−Hyp の 工業的生産

が可能で ある，実際に，当該遺伝子を高発現 させた組換

え大腸菌 の Pro分解欠損株 を休止菌体 として，2−OG 自

己供給 と した 反応系で は
，
95％ 以 上 の転換収率で cis −4−

Hyp 合成が可能で あっ た （図2）．

　こ の ほか に，Lysや脂肪族 ア ミ ノ 酸で あ る Ile
，
　Leu

，
　Val

などを水酸化する酵素 もゲ ノ ム情報を利用 した方法で見

い だ して い る 7），また ，放線菌S．coelicolorA3 （2）由来

L一ア ス パ ラ ギ ン水酸化酵素を利用した L −threo−3一ヒ ドロ

キ シ ア ス パ ラ ギ ン酸（L −THA ）の 生産法も確立 して い る．

L一ア ス パ ラ ギ ン 水酸化酵素遺伝子 （asnO ）を高発現 さ

せ た組換 え大腸菌は L一ア ス パ ラ ギ ン を特異的に水酸化

して L −threo−3一ヒ ドロ キ シ ア ス パ ラ ギ ン を生成 するが，

宿主大腸菌 の 有す るア ス パ ラ ギナ
ーゼ に よ っ て それ は さ

らに脱ア ミ ド化 されて等量の L−THA に変換 され る効率

的なプ ロ セ ス とな っ て い る，
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FT・ICRIMS を用いた酸化酵素の基質探索

　 ペ プチ ド合成酵素 の よ うに基質をタ ン パ ク質性 20種

の ア ミ ノ酸に限定で きる場合 ， 比較的活性評価は しやす

い が ，P450 の よ うは 酸化酵素の よ うに基質に無限の 可

能性がある場合に はその 同定が とくに困難となる．ゲ ノ

ム 配列に コ
ー

ドされてい る多数の機能未知酵素の 機能 を

明らか に して い くた め に は，個々 の 酵素反応や反応生成

物 に特異的な方法で は なく，汎用的で ハ イス ループ ッ ト

な酵素活性検出手法を開発する こ とが重要で ある，

　筆者 らは，フ
ー

リエ 変換イオ ンサ イ ク ロ トロ ン共鳴質

量分析装 置 （FT−ICR ／MS ）に着 目 し，本装置を利 用 し

た機能未知酵素の 基 質探索法を考案 した s）．FT−ICRIMS

を利用 した機能未知酵素の 基質探索法は，酵素を化合物

混合溶液 と反応させ て反応液をFT・ICRIMS にダイレ ク

トイ ン ジ ェ ク シ ョ ン し，
一

斉解析に よ っ て 基質とな る化

合物を探索する とい うきわめ て シ ン プ ル な方法で ある．

酵素反応に伴う質量変化を瞬時に捉える こ とが で き，精

密質量数に基づ い て高い 精度で酵素の 基質を同定で き

る．筆者らが研究の タ
ー

ゲ ッ トとする酸化酵素反応の 場

合に は，FT −ICR ／MS に よ り酸素の精密質量数分の ピー

ク シ フ トを捉え る こ とで 基 質を見い だす こ とが で きる．

　有用物質 の 生産に お い て，今後も微生物機能の 多様性

と可能性に期待する と こ ろ は大 きい ，本稿で もふ れたよ

うに，ゲ ノ ム 解析技術 の 向上や分析機器 の 開発 またそ

れ らを活用 した新たな革新的な技術 に支えられて，微生

物の有用機能の探索と高度活用技術は精度とス ピードの

両面にお い て著 しい 進歩を遂げて い る．そ して現在で は

細胞シ ス テ ム の統合的理解か ら微生物の 酵素や遺伝子を

デザイ ン し，意図的に扱 うこ とが可能になっ て きて い る．

そ れ は ，21世紀の 課題で ある持続的社会の 実現の た め

の革新的なバ イオプ ロ セ ス の 開発に大きく貢献する もの

で あり，醸造や発酵技術 の パ イオ ニ ア で ある我が国の 強

みを生か した独創的研究として今後の 発展に期待したい ．
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