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2Al5−4 　α 一Am 洫 o一ε 一caprolactam 　racemase が触 媒す るア

　 ミノ 酸 ア ミ ドラセ マ ーゼ活性の 発 見

0 浅 野 　泰久 ，「［「口　 重 徳

（富 山県 大工 ・生工 研 セ ）

2A15−5 　D −Cycloserine 生 産菌 の 自己 耐性 機構 一Alanine

　racemase の 構造 生 物学的解 析一

〇 野 田 　止 文，的場　康 幸，熊 谷　孝 則、杉 山　政則

（広島大院 ・医 歯薬学総合研究 科）

【口的】AchrOtnuba・c．孟8r 　o 鷹 由来の a ・ATTIino−E ・cap1 ．〔〕］aCtarn 　racemase （EC

5．1．1．工5）は 、α位 にア ミノ 基 を有す る環状ア ミ ド類の ラセ ミ化を 触 媒す る

酵素 で ある
D．前報 にお い て 我 々 はそ の 遺伝子 を合成 し、大 腸菌に お い て

発現 させ た 2）．今 回は本酵素が ア ミノ 酸ア ミ ドに対す る ラセ ミ化反応を 触

媒す る二 とを発見 した の で 報告す る。
【方法

・
結果 】Acleromoba・ctet’ebae 由来の α一Amino 一ε一caProlaCtam 　ra 〔emase

の 遺伝子情報
s）に基づ き、46 個の 合成ブ ライ マ

ー一
を設計 し、A ∬ emblyPCR

法 に よ り本遺 伝子 を含成 した。組換 え大腸菌で 発現 させ た 本酵素を熱処 理

及 び 各 種 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り均
一

に 精 製 し 、文 献 どお り　α・
Amino ・ε

一capro ］aCtam の ラセ ミ化を触 媒す る こ とを確 認 した 〔／3SOU ！mg ）。
さらに本酵素 を【〕・お よびL一ア ラ ニ ン ア ミ ドに 作用 させ た とこ ろ、い ずれ も

良好に ラセ ミ化反 応が 進
’
fi した tt 本酵素は 、ア ミ ノ酸 に対す る ラセ ミ化活

性 は示 さなか った．本報告 は、ア ミノ酸ア ミ ドラセ マ
ーゼ 活性に つ い て の

最初の 報告で あ り、ア ミノ酸ア ミ ドを原料 とす る光学活 性 なア ミ ノ酸の 定

量 的な合成への 利用が期待 で きる．
1）Athmed，　S．，A ．et　a．i．− gric．β1θ’．　Chem．，〔198S），47（8）．1887．
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【目 的 】放線 菌StrePto・lit）lces （S．）ganWhalusや S．　lave7cdulaeに よ り生産 され る

D −cvcloserine （DCS ） は 細 胞 壁 合成 阻 害抗 牛物 質 の
一種 で あ り，臨床 的 に

は 結核の 治療薬 と して使 用 され て い る。細 胞 壁 のペ プ チ ドグ リカ ン合 成 に

必 須 な 酵素 の ひ とっ ，　alanine （Ala〕 ra ⊂emase （ALR ）は ，補酵 素 と して

pyridexal　S
「−phosphate （PLP ）を 必 要 とす る が ，D し b，ま PLP と反応 す る結

果，ALR の 触 媒活性 を阻 害す る。従 っ て ，　 DCS 生 産 菌 の ALR が DCS に よ り

阻害を 受 け るか 否か は 興味 の 持 たれ る とこ ろ で あ る．
【方法及 び結 果1Dcs 生 産菌∫．1α τノ跚 4  伽 AI ℃c25233由 来 の ALR を コ ード

す る遺伝子 〔α ケ〉を ク
’
9・・一・：コン グ し，E、　col’iホ X ト ・ベ ク タ ー

系を 用 い た

atr 遺伝 子産物 （ALR ）の 大量発現系な らび に粘製系 を確門 した 。新 し く開

発 し た 円偏光 r．色性 （CD ） ス ベ ク トル 法に て DGS に よ るALR 反応 阻害 の

速度論的解析 を行った とこ ろ，対照 として 用 い た五．coii の ALR との 間で ，阻
害度の 明確な相 違が認 め られた．
　
．．一』

方，AI．R単体お よびDCS とALR との 複 合体 に っ い て ，その X 線 結晶構

造解析 を行った 。そ の 結果，S．　lavendulae　AU．R の 触媒宇面性部位 の 空間は ，既
に 決定 されて い る DGS 感受性 の Bactrlu，g　steat ’

othermoPh
・ilusの ALR の それよ り

広い 二 とが わか った ．また，DCS 生産菌の ALR が DCS 耐性 を示す の は，　DGS
とPLP との 反応 中間体が 本来は 生 じ 得ない ラセ ミ 化状態 を経由するこ とが

要園 となって ，最終不活化産物の 生成 速度 の 減少を引き起こ す 二 と が原 因

で あ る こ とがオっ か った．
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2A16−1D 一サ イ クロ セ リン 生 産菌の 自己 耐性機 構
一D・Ala −D −Ala　ligaseの 生 化 学的 解析一
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2A16−2Microbacterium 　sp ．由来新規 D・aminoacylase の 遺

　伝 子 ク ロ
ー

ニ ング
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享，西 野 　徳三

【口的】D−cycl ・ serine 〔D〔：S）は ，放線菌 ∫卿 跏 ｝齢 〔S．）ganyPhatzabや S．
lvve・ndTtiae に より生産 され る抗生物質で あ り，臨床的 には抗結核剤 として 使

用 されて い る。DGS は 細菌細 胞壁の ペ プチ ドグ リカ ン 合成 に ．必須 な Ala
ra ⊂emase （ALR ＞を阻害す るほ か，　D−alan ｝

・1．D．alanine ］igase（DDL ：AI．R と同

様，ペ プチ ドグ リカ ン 合成 にかか わる酵素）を阻害する．本研究で は，DCS
生産菌S．’ατ馴 d〜‘廨 の DDL がDCS に対 して耐性 を示す か否 か明 らか にす る

こ とを 凵的 とした。【方法及び結果】DDL 遺伝子 をpET ベ クタ
ー

に挿入 し，
E、coli　BI．21（DEI｝）pIヴ sSに導 入 した。こ の 形質転 襖体 を所 定時 間培養 し，得
られた菌体 を超 音波破砕 したロこ の 無細胞抽出液 を遠 心 し て 得 られ る上 清

画 分を硫安沈殿後 ，各種カ ラム ク ロ マトグ ラフ ィ
ーに か けるこ とで ，DDL

を単
一

の タン パ ク 質まで精製 した．精製 DDL を用い た機能解析 を通 じて ，
DCS 生産菌の DDL はDCS に よる阻害を受けに くい と結 論付けた．す なわ ち

，∫．lawetUluia・eの DDL は 自己耐性因子の ひ と つ と して機 能 して い る、

【目的】D−aminoacylase 〔N −acy1−p−amil エo　acid　amidDhl
・drolase）は D一ア ミノ

酸の 、V・ア シ ル 体に立体 特異的に作用 して ，こ れ を D．ア ミノ 酸 と脂肪 酸に加

水分解す る反応を触媒す る酵素で あ り，ア ミノ 酸の 光学分割酵素 として 産

業的に利用 されて い る．木研究 では医薬品原材料 として 需要の 高 まるD一ア
ミノ酸生崖への 利用を 目指 し，新たな生物種 か らの D ・anlinoa 〔ylse遺伝子 の

ク 卩
一ニン グ を試みた ．

【方法及 び結果】我 々 の 以前 の 研究で ，官城 県の 土壌 よ り単離 され た D −
aminoa ⊂ylase生 i 菌，　 M 砂 o伽 ，87加 π sp ．よ り D −aminoacylase が 精製 され て

い た，本研究で は精製酵素 よ り取得 した N 末端及び 内部配列か ら縮 重プ ラ

イ マーを設計 し，これ ら を用 い て PCR に よ b遺伝子 断片 の 増幅 を試 み た ．
そ餌

．
果得 られた 約 770bp の 断片配列か ら再度外向 きの ブ ラ イ マ ーを 設

計 し，ゲノ ミ ッ ク ライ ブ ラ リーをテ ン プ レ ートに して 5
’一な らび に 9．’一領

域の 増幅 を試みた ．これに よ り495 ア ミノ酸か ら なる タン パ ク 質を コ ード

す る遺伝子 全長の 配列 を得た ．その推 定ア ミ ノ酸配列 は既知 のAlcaligen．es 属
由来の もの と比 較 して 相同性 が約 30％ と低 く，また Alcatigenes 属巾 来 D −
aminoacvlase 　rP で 金属 リガ ン ドの

．．・
っ と され る Gvs96に 対応す る残 基が 保

存 され て い ない な ど，その
．
次構造上 の 新規性は 高 く興味深い 、現在大腸

菌 中で の 異種発現系を 構築 中で あ る、

CharacteriZation 　of 　a 　Strebtom りces 　D −alany1 −D −alanine 　ligase　as 　a

tanget 　of 　D・cycloserine 　and 　 as 　 a　 D・cycloserine ・resistance 　determi・
nant
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