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L一ア ラニ ンデ ヒ ドロ ゲナーゼ活性を有するArthrobacter　oxydans
KY3200 株によ るア ラニ ン発酵

（協和発 酵 ・
東京研）O 橋本信

一
、 鈴木 　誠 、 川本　勲 、 勝亦瞭一

【目的】 α 一ケ トグル タル 酸 を還元的に ア ミノ化す るグル タ ミン酸デ ヒ ドロ ゲナ ーゼ （
GluDH ）は 、

　 Glu発酵 に お ける生合成経路の 最終段階 を触媒する鍵酵紊 と して機能 し

て い る 。

一方、ある種の 細菌 に は 、解糖中間体ピル ビ ン酸 〈Pyr）の 同様な還発的ア

ミノ化とその 逆反応 を触 媒 す るL一ア ラ ニ ン デ ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ （AlaDH ） が存在 する事

が知 られ て い るが 、 それ ら活性保有菌を用 い たAlaの発酵生 産に関す る報告はない
。

一部の 活性保有菌で は 本酵素の 産生が グル コ ース （G 【c）に よ る抑制 を受 ける こ とが

知 られて お り、それ がAla生産 を阻ん でい る可能性 がある 。 我々 は 、
　 Glc抑制を受けな

い AlaDH 活 性保有菌 を探 索 し、糖質か らの AIa発酵の 開発 を試み た 。

【方法お よび結果IGIcを炭素源とする プ レ
ー

トに 土壌分離菌の コ ロ　 ：一 を形成 させ

、 それ らをAiaDH の 逆反応 を利用 して活性染色する こ とに よ り 、 AlaDH 陽性株 を取 鶴
した。 最 も強 く染色 され たKY3200 株 （Arthrobacter　oxydans と同 定〉に つ い て解 析 し

た結果 、 本菌 はGlcを炭素源 とした時 、 培地中の NH4 ＋

濃度に 依存 して Alaを蓄積する

こ とが分か っ た。 ジ ャ
ー を用い た最適条件下 での フ ェ ッ ドバ ッ チ培養 （総投入 グル コ

ース 14．5％） では、DL・Alaの 蓄積量 は80．8911（対糖収率48％） に 達 した 。 細胞抽 出液

，を用 い た活性及 びSDS −PAGE 解析の 結果 か ら、 本菌の AlaDH 合成 は Glc抑制 やAlaに よ

る 誘導 を受けず、培地中の NH4 儂 度に依存 して高まり、その 制御 は蛋 白合成の レ ベ

ル で 行われ て い る こ とが判明 した 。
こ れ らの 結果 か ら本菌の Ala発酵は 、　 Glc非抑制 ・

NH4
＋

誘導を受 けるAlaDH によ っ て成立 して い る と結論 した 。
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1　 目的　 我 々 は 、化 学 舎成法 と 2種 類 の ス レ オ ニ ン ア ル ドラ ーゼ に よ る 異姓 体 の 酵

素 的 分 解法 を 組 み 合 わ せ た新 し い レ ス レ オ ニ ン の 合成法 を 開発 した 。 前回 ま で に 、本

方法 の 基本反 応 プ ロ セ ス 、減圧 蒸留型酵 素反 応装 置の 開発 、固定化 D 一ス レ オ ニ ン ア ル

ドラ
ーゼ （D 丁 A ） を用 い た

ー
カ ラ ム型 反 応 装置 に よ る DL 分 割 に つ い て 報告 した 。 今 回

は 、 固 定化 L 一ア ロ ス レ オ ニ ン ア ル ドラ
ーゼ （LAA ） と 組 み 合 わ せ た 複 合酵素 系 に よ

る 不 斉分解 反 応 に っ い て検討 した 。

2　 方 法 お よび結 果 　 D ・ス レ オ ニ ン お よ び D ・ア ロ ス レ オ ニ ン をグ リシ ン と77セ トア ル

デ ヒ ドに 開 裂 す る ア ル ドラ ー・ゼ （DT −A ） を生 産す るArthrobacter　sp ，　 D　K ・38株 を 、 2

価金 属 イ オ ン 存在下 で 熱処 理 して L 一ス レ オ ニ ン 分 解 酵素 （L 一ス レ オ ニ ンデ ア ミ ナ
ー

ゼ 、

LTD ）活 性 を 除去 し た 。

一
方、　 L ・ア ロ ス レオ ニ ン に 特異 的な 酵 素 LAA を生崖 す る

Baci〃us 　 sp ．　 DK −39株の LTD の 選 択 的不 活性 化 は 困難 で あ っ たの で 、　 N　T　G 変 異 処 理

に よ り LTD 欠 損変 異株 を誘滋 した 。 両 菌体 を凍結 乾 燥 した 後 、前報 に 從 い ア ク リル ア

ミ ドで それ ぞれ を包括固定化 し、 グル タ ル ア ル デ ヒ ドで 硬化処理 し た
。 両固 定化菌体 を

充填 した カ ラ ム を直 列 に接続 し、先 に 考案 した カ ラ ム 型減庄 蒸 留反応 装置 を用 い て合成

ス レ オ ニ ン （異 性 体 混 合 ）基 質 の 不 斉 分 解 反 応 を行 っ た 。 生 成 す る ア セ トア ル デ ヒ ドを

留去 し なが ら反 応 を行 う こ とに よ り 、 L ・ス レ オ ニ ン 以 外 の 異性 体 の 分解 反 応 は 効率的

に 進 行 した 。 反 応終 了 後 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に よ り ス レ オ ニ ン とグ リシ ン の 分離 を行 い 、

残存 L 一ス レ オ ニ ン と生 成 グ リ シ ン の 結 晶 を高収率 で得 た 。
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