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2FaO9 L 一ア スパ ラ ギン 酸脱水紊酵素を用い る L一ア ス パ ラ

　ギン酸合成
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2Fa10 Delftia　sp ，　HT23 由来の 新規 酵素 D ・threo・3・ヒ ド

　ロ キ シ ア スパ ラ ギン酸 デ ヒ ドラ タ
ー

ゼ の 利用
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【目的）L一ア ス パ ラ ギ ン 酸（L −ASp ）の 生産方法 として は 、現在、微 生物 由 来

の 固定化ア ス パ ル タ ーゼ を用い る 方法が主流 となって い るが 、様 々 な問 題

が あ る。本研究で は 、近 年発見さ れたア
ー

キア 由来の L・ア ス バ ラ ギン 酸脱

水 素酵素（AspDH ＞と NAD
＋

再生系 との カ ッ プ リン グ反応を用 い る L−Asp 合

成 の最適条件を 検討 した n

【方法
・
結果】昨年本大会 で報告 した β輒 漁 ム写．St・bt・itis　de来 リン ゴ酸脱水 素酵

素 （MDH ）と At
’
chaeogiobasfulgidus 由来 AspDH を同時に 発」見する 両有体 ク

ロ
ー

ン に トル エ ン 処埋で膜透過 性を付与 した 大腸菌 体に ブタ心 筋 由来 ある

い は E5伽 鷹 碗砌 碗 由来フ マ ラ
ーゼ をさ らに 加え、出発物 質をフマ ル 酸 と し

た反応条件 の 検 討を行 っ た。生成 L・ASp の定量 は、ア スパ ラ ギン酸酸化酵

素 （LAO ）
・
西 洋わ さび 由来ペ ル オ キ シ ダ

ーゼ （HRP ）を用 い る発色法 に よ り

行 っ た。さ らに 、両 有化菌体 に よる長時 間培毒で の L・Asp 合 成 に つ い て も

検 討 した。培養開始か ら約26 時間後、定常期 に な っ たこ とを確認 して か ら

1凹 rG に よ る発現誘導 を行 っ た。　 N 源 として 高濃度の 塩化ア ン モ ニ ウム ・硝
酸カ リウ ム ・

尿素等 を培地 中に 添加 し、C 源 は IOmM ずつ 定期的 に 添加 し

た。
膜透過性両有化菌体 に フ マ ラーゼ を加え た反応系で の 塘化率は約84％ とか

な り良好 で あ っ た ．長時間培養系で は、C 源 として グル コ
ー

ス を用い た時

の糖化率が 最大 であ っ た c しか し、長時間培養を行 っ た際、生成 1．−Asp 量

は徐 々 に減少 し、340　nm に 吸光を持つ 黄色物質の 増加が 見 られ るよ うに

な っ た 。黄色物質の 生成 ま C 源 と して フ マ ル 酸を用い る こ とで抑 制する こ

とが で きた 。
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【背景 】 3・ヒ ドロ キシ ア ス パ ラ ギ ン 酸 〔HO −Asp ）は ア ス パ ラギ ン 酸 の 構造 ア

ナ ロ グで あ り、4つ の 光 学 異 性体 を持つ 。すで に4 つ うち L−threo−HO −Asp に

作用 す る デヒ ドラ タ
ー

ゼ が Pseudomonas 　sp ．　T62 か ら 発見され て い る 。我 々

は最近、新 た に D ・threo体 を変換す る酵索 を D8 塘α sp ．　IIT23 株か ら取得 し

た。今1可は 本酵 素 の 光学 分割 や セ レ ク シ ョ ン マ
ーカ へ の 利用の 可能性 に つ

い て報 告す る。
【方法 と 結 果 】 ［］−threfJ−HO −Asp デ ヒ ドラ タ ーゼ 遺 伝 子 を発 現 ベ ク タ ー

pQESO に 連 結 して 大腸 菌JM109に導 入 し、発現 させ た。　Ilis−tag を用 い て 精

製 した 酵素 を使 い DL −threo−HO −Asp を 基 質 と して 酵素 的光 学分割 を行っ
た 。そ の結 果、光学的 に純粋なL −th・reo −HO −Asp を得 るこ とがで きた，この

こ とか ら、本 酵 素 は HO ．Asp の 光学分割に 利用で きる こ とが 示 された。ま

た 、本 酵 素 eSSaccharom
／vces　ce

・rer．・1／siae に お い て ア ス パ ラギン 酸の ア ナ ロ グ と

して 働 き、毒 性 を示 す L−erp’thro−HO −AsP に も作用す るu こ の 性質をセ レ ク

シ ョ ン マ
ー

カ と して 利用 す る こ とを 考え 、5、cerevtsiae 中で 発現させ た．本

酵素遺伝 f．を発 現 さ せ た 酵 母 は L．θが1邑ro−HO ．A5p に 耐性 とな り、本酵 素の

酵母 にお け るセ レク シ ョ ン マ ーカ へ の 利用の 可 能性が 示さ れた。
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【目的】5一ハ イ ド ロ キ シ ト リプ トフ ァ ン は抗 精神病薬 と して 有用 で あ る。
CltrOmohactevi・］tm 　vioiacertm 　ta来L一フ ェニ ル ア ラ ニ ン水 酸 化 酔 素 （CviPAH ）は

L・フ ェニ ル ア ラ ニ ン の／位 に加 え、微 弱 な が らL一ト リプ トフ ァ ン の 5位 を位

置特異的 に 水酸化す る。我 々 はGviP．ALIの Wl8 〔｝F変異 酵素で は 、基質 で あ

る L．トリプ トフ ァ ン との pai−paiス タ ッ キ ン グ効 果 に よ り基 質．酵系 複 合 体

が安定化 して 活性が 向上す る こ とを報告 した D。本研究で は 更なる Ltrr．p水

酸化活性の 向上 を目的 として 、X 線結晶構造に 基づ い た 立体構造 モ デ リン

グか ら有効変異部位 を予測 し、部位特異的変異導入 を 検討 したt．
【方 法

・
結果】Protein 　Data 　Ba 【1k で 公開 され て い るCvi  〔ILTZ 〕、ヒ ト

由来 PAH （IDMW ｝、ヒ ト白来L・トリプ トフ ァ ン 水酸 化酵 素 UMIW ） の

立体構造 に 基づ き、ff素 と基質お よび補酵素プ テ リン との 分子
．
間柑 伍作用

を詳細に 比較 した。その 結果、基質 の 認識 は180 位が担 う　
』
方 で 、101位の

ロ イシ ン 残基は 補酵素を認識 して い る こ とを予測 した。そ こ で 、IOI 位の

活件 へ の 影響 を検沚する ために 大腸菌発環系 を用い た部位特異 的変異導入

に より ml 位 を種 々 の ア ミノ 酸に 置換 した変異体を作 製 した．酵素精 製後

L一トリア トフ ァ ン 水酸化活性 を評価 した とこ ろ、チロ シ ン へ の 置換 変異体

で 活性IJ トを確認 した n さ ら に、　 LIOIY と Wl8DF の 二 重変 異酵素 に お い て

は野生型酵素 と比較 して 顕著な活性向上を達成 した。
り 野澤 転 日本農芸化学会2008 年度 大会講演要 旨集、p2S

【日的】我・？ はベ プ チ ド性抗 生物質 Rhizocticinの生 産 菌 Bacillus　s’zabtili，s
NBRCSIg ．　・1か ら、　 Arg と各種 ア ミ ノ 酸 を連結 して ジペ プチ ドを 合 成 す る1．一
ア ミ ノ酸 リガ ーゼ 〔RizA ）の 取得に 成 功 して い る。しか し、　RizAに は す べ

て の Rhizocticin誘導体の 合成活性 はな い ため 、　 RizA とは別 の新た なL一ア ミ

ノ酸 リガ ー・ゼ の 存 在を予測 した．こ の たび riL 、周辺領域 の遺伝子 解析 か ら

rizA とは 異 な る候 補遺伝 子 （rizB と命名） を見1rlした．本研究 で は当該遺

伝 丁産 物 が Rhizo ⊂tidn　B，　C，　D の 合成 に関与す る 新規 L一ア ミ ノ酸 リガ
ーゼ

で あ る と推定 し検 討 を行 っ た。
【方法 ・結 果 】 RizBを G 末端ltis一愾 g融 合タ ン パ ク質 と して 大腸菌 で 生産 し

た 。Rhizocticin　B の 構 造 か ら
一
、al」 と 「Ar 呂

一Ser　lを基質 と した ペ プ チ ド

合 成 を 検 討 し た。反応 産 物 を LC ．ESI −MS で検証 した 結果、「／”al．．4i’g．Ser 」

お ．よび
一
Val−、hl−Arg・Ser　1 と推 定 され る m 〜z ピ ークの 存在 を確認 した 。本酵

素 は Mg2 ＋
を補 閃子 と して ATP を加 水 分解 して ADP と リン 酸 を生 じ る こ と

か ら、非 リボソ
ー

ム型 ヘ プ チ ド合 成 酵 素 （NRPS ）で は な く、ア ミ ドリガー
ゼ型 酵素で ある と淮察 した．さ らに 、ぬ L，Leu，　Ileを基 質と した とこ ろ、Val
お よ びLeu に お い て は 2Xh

’
量 体 、　Ikに お い て は 2〜4量 体の ホモ ペ プ チ ド生

成 を確認 し、RizBはオ リゴペ プチ ド合 成 が 可 能 な 全 く新 た な L一ア ミノ酸 リ

ガ
ーゼ で ある と判 明 した ．
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