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2C15−5　　 P450cam 変 異 体 と グ リセ ロ
ー

ル デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ

　　　　　　　を共 発 現 した 組換 え大腸 菌の 構築 と イ ン ジゴ 生産

　　　　　　　へ の応 用

　　 　　 　　 ○毛 利 剛 、神谷 1川穂 ，後 藤 雅宏

　　 　　 　　 （九 大院
・．．匚 ・応化）

2C16−1Bacillus 　
・megaterium 由来シ トク ロ ム P450 　BM ・3活

性化因子 と して の superoxide 　dismutaseの機能解

析

小川 順 ，○ 匚藤 あず さ，矢野 由紀，前 田 T春，i． 水 昌
「：京大院 ・農 ・応用生命）

【目的 】現 在、青色 染料の ．イ ン ジ ゴ は 化学合 成 物が 用 い られて い る が．近

年、遺 伝 τ組 み 換 え技術 の進展 に よ っ て、微生物触蜘 ＿よ っ て その 生廳 を

試 み る 研 究 が 始 ま っ て い る。これ らの研 究 は 、多 くの 大腸歯が 有す る ト リ

プ トフ ァ ナ ーゼ に よ っ て生 産 さ れ る イ ン ドー一ル を、遺伝チ 組 み換 え に よ っ

て 導 入 した 酸 化 酵 家 L よ っ て イ ン ジ ゴ の 前．駆物質 イ ン ドキ シ ル へ と変換す

る もの で あ る。本研 究 で は、Pseu〔loni〔）nas 　Putida由米の CYPIO1 〔1
’450can1）

の 変 異 体 04SOc ．ltll　F87WYil6F 〕 を酸化酵 素と して 用 い 、組換え 大腸 菌

で の イ ン ジ ゴ 生 産 を 試 み た。さ らに 、P45Ucam　F87WY96F の酸化反 応に

必 要 な NADH の 再生 を 触媒 す る グ リセ ロ ー一ル デヒ ドロ ゲナ ーゼ ［：GLr 〕1 を、
補 酵 素 再 生 酵素 と して 組 み込 む こ とで 、限 ら れた 補酵 素星 で 継続 的な酸化

反応 を可 能 にす る細 胞 触媒の 構築を 目指 して い る 。
【結果 ・

考察】P450cam　F87WYI ｝6Fお よびGLD を 大腸 菌細胞 1］・1に井 モ 見さ

せ るた めの 発 現 ベ ク ターを 構築 し、大 腸 菌BL21 σ〕E．sWhに 導人 す る こ とで

共発現大腸菌 を獲得 した ．こ の大 腸 菌 を培 養 した 結 果 ．GLD を 共 発現 させ

ずP450cam 変異 体 の み を発 現 しナ 大腸 菌 では 、イン ジゴ の 生 成 を確 認 で き

なか った の に対 して 、GLD と刑 50c と瓦m の 変 異 体 を共 発 ⊥見させ た 大 腸 堕で は

イン ジ ゴ の 生産 を行 う こ とが 可 能な こ と を確認 した 。

【1」的】1；aci ！ttu．s　meg 　tni’・Lm 　in来の シ トク ロ ムP450 （BM −S）は フ ァ イン ケ ミ

カル 合成 に 有用な水酸化酵素 と して 注 目され て い る 。我 ヤ は 水 酸 化反 応の

モ デル として、BM −3変異型酵素の ひ とつ F97V に よ る irLdolcか らの青 色 染

色 inciign 生産、お よび 2−bcnz ｝
，lox

｝
，phenoi　 〔2BP ）か ら の医 薬中 閏体 2−

benz
，
，Tox

ド
droquinone （2B 匸〔Q）生産 を指標に 、　 BM −3 活 件 化因 子・の探 索 、

同定，な らびに 機能解析 を試みた 。
【方法 ・結果】1，87V 精製酵素 を用 い た 反応 液 に 種 々 の 微 生 物 の ce ］レrr．ee
ex 【ract 　 CCFE） を添加 し、反応効率の 向上 を検討 した結 果 、　 F87V の 発 現

に 用 い た大腸菌Dll5 α を含 む 複数 の 菌株 の GFE に添 加 効 果 が 見 られ た 。さ

らに 、DH5 α の GfE か ら P450 活性fピ因チ の 単離、精製 を試 み た とこ ろ、
indigo もし くは 2BllQ の 生産 を活性化す る 複数の 画 分を得 た。こ の う ち 、
indigc｝生産に お い て活性化 を示 した タ ン パ ク質 は、　N 末端 ア ミノ酸 配 列 分

析に よ り、superoxide 　dismutasc と同定さ れた 。コM −a．　i：性化 因 子 と して の

sUpcr り xide 　disTnul　 e の 影響 を様 々 な変異型酵素 な らび に基 質の 組 み 合わ

せ に よ り倹討 した。

Co −expression 　of 　P450cam 　mutant 　and 　g1アcerol 　dehydrogenase 　in
recombinant 　Escllerichia 　coli 　and 　its　application 　to　indigo　produc ・
tion
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2C16−2　　 高 活性な フ ェ ニ ル アセ トアル デ ヒ ド還 元酵素変異

　　　　　　　体 を選択 する系 の 改良
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2C16−3　　Bacillus　sp ，809A より精製 したエ ス テラーゼ に よ

　　　　　　　るプ ロ キラル 2−pheny1 ・1
，
3・propanediol 　diacetate

　　　　　　　の立体選択的加水分解
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有 用 酵 素 の 実用 化 には しば しば酵素の 改良が 必 要 とさ れ る、、そ の 后 合、改

良法 の 良 し悪 しが プ ロ セ ス の 性能を 左右する とも言 える n しか し、有用 酵

素 が 対 象 とす る反 応は 必 ず し もス ク リ
ー一

ニ ン グに 適さ ず、どの よ うに こ れ

を補 うか が 間 題 とな るc 本 報 告で は この こ とに 関 して 、酵素改良法 に つ い

て の 我 々 の車 例 研 究 結 果を 述 べ る。フ ェニ ル ア セ トア ル デヒ ド還元 酵 素

（PAR ）は、様 々 な ケ トン類 か ⊃ キ ラル アル コ
ー

ル への 、菖 ｝

．
’：休選 択的な変

換反応 を触 媒 す る 〔Itoil　el　al．（2｛〕02｝互1B　269：2394−）。本1＞就 ；液への 2一プ ロ

バ ノ ール （IPA）の 添加 は 、趾 R に よ る補酵素 NADIt の 再 生 に利用 で きる こ

と、難 溶 性 基 質 の溶 解が 促進 され る こ とな どの 点で 有利で ある。我 々 は こ

れ ま で に、野 生 型 PAR の 高濃度 IPA　I｛で の 低 活性 を改 良した Sと亀r268 〔Makinc，
じ tul，〔2eo5）AEM 　71：47且3−｝、　HARI な どの 変異体 を 開発 して きたc しか し．
そ の改 良手 法 は よ り効 率的、ハ イス ル

ー
プ ッ トにで きる と考え られた．そ

こ で 我 々 は 優 良 変 異 体 選 択 法 の 改 良 を 試 み た。モ デ ル 基 質 　 ］n −
chJorophenacyl 〔：hlortdc（tn−CPG ）の 変換能 は．手間 のか か る直接測定で し

か 評価 で きな い 。そ こ で、ブ レ ス ク リ
ー＝ン グ法 に つ い て 検討 した ．従来

の 基 質 　 IPA 　 と 比 較 し て 、　DL −1−pheTLylethano1（1．PE ）　 お よ び

a 〔
．
ek 〕phenone 〔AP）　

’
C’の活性 と m −CPC 変換能に相 関が恩め られた。そ こ で ．

t−PEで の メン ブラ ン スク リ
ー

ニ ン グ、　AP で の マ イク ロ プ レ
ー

トア ッ セ イ、
m ．GPC 変換 試 験 と い う手 順 を 険討 した ところ 、効率 の よい ス グ リ

ーニ ン グ

が 確 認さ れ 、新 規 な 有 利 ア ミノ 酸 置換 も見 出 す こ とがで き ナ

【目的】プ ロ パ ン 骨恪を持つ 光学活性化合物 を容 易に か つ 安価 に合成す る こ

と を H 的 と し、プ ロ キ ラ ル 2−phcnyM ，3−Pl
．
opanediol 　dia〔：ctatc （以 下

PPdA の の
一

方の エ ス テル の み を加 水分解さ せ る こ とに よ り、光学活性 2−

phenyl−1，3．propanediol　n ）onoacetate （tL下 1’PmAc ）を得 る こ とがで きる 菌

株の ス ク リ
ー一ニ ン グを行 っ た。また 、木反応 に 関テする エ ス テラ

ーゼ を精

製 し、諸性質を明 らか に し た の で報告づ
．
る．

【方法 才
1
よび 結果】1’PdAc の 加水 分解に よ Ol’PmLsccを高収率 で 培養液 II・に

蓄積す る Bacitt’thS　bP 、8ega を 上壌 ヱ リ分 離 した。こ の休 止菌体 を用 い て

PPdAc に 対 して 反応 を行 っ た と こ ろ 、　 PPrn，4coput 率 ガ最大 となった 時点 で

の 光学純度は （S）609te、e．で あ っ た。しか しなが らPPmAk が さらに 2−phcnyl −
1，S−prDpancdiolへ と力11水 分解され る と．残存す る PPmAc の 光学純度が L昇

す る 境 象 が 見 られ た ．経時的に 収率 お よ び光 学 純度 を測 定 し た 結 果、
P？IILAc の 収率が約 6〔）tfoの と き に90惣 、e．以上の （∫）体PPmAc を得 る こ とが で

きた 。そ こで 本反応に 関わ る酵素の 作用機 作を明 らかに する た め PP （L丶c加

水分解謡性 を持 つ エ ス テ ラ ー．ビを 精製 した。得 られた精製酵 素は休止 菌体

に お い て 見 られ た 反応 と同 様の 機作を示 した。また 、こ の 酵 素の N 末端 ア

ミノ酸自1列 よ り、本 エ ステ ラーゼは βα ‘漁 ’∫属 細菌に お い て 広 く分布 し て

い る こ とが 明らか とな っ た 。
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