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2P−1069　　 微 生物還 元酵素 を 用 い る 4一ヒ ドロ キ シ イ ソ ロ イ シ

　　　　　　　ン 立 体 異 性 体 の 生 産 ：異 性 体 分 析法 の 確立 と活 性

　　　　　　　菌体の 評価
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【背 量】4一ヒ ド ロ キ シ イ ソ ロ イ シ ン （4
−HIL）は 、様 i」な 生理活性 が 期待 さ

れ て い る希少 ア ミノ酸で あ る。4一田 Lに は3っ の 不 斉炭 素が あ り、立 体異 性

体が 8個 存在 す るe そ の 中 で も ．（2S，3R，4S）−4−IIILに よ る糖 尿 病改善効 果 に

関 し て 多 くの 報 告 が な され て い る u また 、4−HIL の 他 の立 体 異 性 体 に お い

て も、でン ス リ ン分 泌 活性が 確認 さ れ て い る。ざ ら に 4−HII．立 体 異 性 体は

様 々 な化合物 の キ ラ ル ビル デ ィ ングプ ロ ヅ ク と な り え る。この様 に 、HIL
の 各 々 の立体異性体 を．純度 よく作 り分ける こ と がで き れば、そ の 有用 性

を よ り生か す こ とがで きるだろ う。そこ で、本研究で は 、微生物還元 酵素

を 用 い て プ ロ キ ラ ル な4−HIL 前 駆体で ある4一オ キ ソ イソ ロ イシ ン （AMKP ）

か ら立 体選択 的に 4−IIILを 生産すべ く、異性体 分析法 の確立 と活 性菌株の

評価 を試み た 。　 【結果】GITC 誘導体化 した サ ン プ ル を 、　 llPLC 分析 に 供す

る こ とで 、4種 のAMKP 立 体 異 性 体 お よ び 8種 の HIL立 体異 性 体、計12種の

化合 物 の
一

斉分 析法 を確 立で き た。二 の分 析 法 を 用 い て 、研 究 室 保 存 菌 か

らすで に ス ク リ
ー

ニ ン グ に よ っ て 選抜 され て い たAMKP 還 元 活 性 菌 が 生 成

す る 4一田 L の 立体異性 を同 定 した。そ の結果、基質 で あ るAMKP の 立体囀

造の 認識、な らび に 、基 質の 4位 カル ボ ニ ル 其 の還 元 に関 して 、様 々 な立

体選択性を示す菌株が仔在す るこ とを 見い だ した。
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【目的】 タ バ コ 野 火病 の 原囚物 質で ある Tabtox ｝n は、　 Tabtoxinine一β一
1actamと L −Thr が 縮 合 した ジ ペ ブチ ドで あ る e 我 々 は Tabtoxin の ペ プ

チ ド結 合形 成に L一ア ミノ 酸 リガ ーゼ 〔Lal ） が関 与す る こ と を予 測 し、
Tabtoxi1治 成細菌で あ る 1

’
seitdontor！as　v，iingae 　BR2 由来 の Tabtoxin 生合成遺伝

1 ク ラス ター一を解析 した 。そ の 結果、AAI）13C）7i 遺伝子 に リガ ー一ゼ 酵素 に

特 有 な ATP −Grasp　motif が 存 在 す る こ と を 見 出 した ．本研究で は、同 じく

Tabtoxin合 成 細 菌で あ るPseudf・mona ．F εア吻 g碍 NBRCI4081 か ら AAP130 ア 1に

相 当す る遺伝 子 を ク ロ
ー

ニ ン グ し、組 換 え 酵 素 に っ い てLal活性 を検 証 し

た の で報 告す る。
【方法

・
結果】BR2 株 山来AAPi3071 遺伝子 の 塩 基配 列 を 基 に 、　P．．ワ吻鮮

NBRC ］4081 の ゲ ノ ム DNA か ら該当す る遺伝 子 をPCR 法 に よ り増 幅 し、塩

基 配列を 決定 した。こ れ を tabS と 命名 し、大腸 菌を用 い て 組換え ダ ンパ ク

質 を 調製 した ．．タ ン パ ク質構成 ア ミ ノ 酸 に β
一Ala を加えた計21種 類の ア ミ

ノ酸 を基 質 と して反 応 を 行い 、その 生 成物 を LC−ESI −MS で 解析 した結果．
136種 類 に 及 ぶ 組 合 せ で ジ ペ プ チ ドが 合成 さ れ て い る こ と を 確 認 した。
TabS は既 知 のLalと比 較 して 最 も広 範 な基 質特異 性を 示 し、　 La1と して は初

め て C末端 にProを 含有す る ジ ペ プチ ドPro−Proを 合成 す る こ とや 、発毛 抑

制効 果が報告 されて い るPhe一β
一Aluの 合成 も 可 能 で あ る こ と を 明 らか に し

た。
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【目的】環状 ジペ プチ ド類は、多様 な構造、生埋活性 か ら興味深 い 化合 物

群 で あ り、我 々 の グル
ープで は、その 効率的 な酵素 合成 を 日指 して 研究を

進 め て い る。これ ま で に 、（1）触媒 残基 と して セ リ ン を 有する 新規 な ア ミ

ノ ペ プチ ダ ーゼ が 放 線菌 に 幅 広 く分 布 して お り、（2）そ の シ ス テ イ ン 変黒

体 （以
．
Fuminolysin） が 、ペ プ チ ド結 合 の形 成 を 触 媒 す る事実 を 明 らか に

して きた。た だ し本反 応 の効率は 必 ず し も高 い と は言 え な い。こ の よ う な

経 緯か ら本研究で は、aminolysin の反 応メ カ ニ ズ ム を精査 し、そ の情 報 を

基 に 、環状 ジ ペ プ チ ド類の 効率 的合成 を達 成す る事 を 目的 と して い る。
【方法と 結果】本反応の 特徴 として 、ア ミ ノ酸 エ ス テ ル 体 をア シ ル ドナ

ー
〆ア ク セ プ ダ

…と して 用い る時、ワ ン ポ ッ トで 環状 ジペ プチ ド類が得 られ

る 事実が 挙げられ る。そ こ で 、種 々 の 条件下で 酵素反応 を行 い 、そ の 生成

物をLC ／MS を 用 い て 「司定 した。その 結 果、本触媒 は ア ミ ノ 酸 エ ス テ ル 体同

圭 の ア ．ミノ リ シ ス 反 応の み を 触 媒 し、そ の 結 果生 じる ジペ プチ ド エ ス テ ル

体 が、非酵 素的分 子内ア ミ ノ リス を経て 環状ジペ プチ ド類 を与 える メ カ ニ

ズム が示唆 された。現在、本 メ カ ニ ズムに 確証 を得 る ため に、反 応 中間体
と予想される ジペ プチ ドエ ス テル 体の 単離 と非酵 素的分 子内ア ミノ リシ ス

反 応の 有無 を検討 してい る。加えて、副反応であ る加水分解を抑制す る反

応条件 の選抜 と、その最適化 を試みて い 乱

嫌 気性 ア ン モ ニ ア 酸 化 （amaerobic 　ammonium 　 oxidation ：Anam 　nox ） はア

ン モ ニ ア と亜硝酸 か ら窒 素 分 了
．
を 生 ず る 新 規 な脱 窒 反 応 で あ る。こ の反応

過程 に おい て は ヒ ドラ ジ ン が 中間 体 とな る こ とが 明 らか と な って い る が、
反応機 構の 全睿解 明に は至って い ない。これ まで に 我 々 は Anammox 菌か

ら大 ・小 2 つ の サ プ ユ ニ ッ トか ら成 る 25kDa の ヘ テ ロ 2量 体 シ トク ロ ム c

を 単離 し、−400mV 以下 の 低 い 酸化還 元電 位を有する こ と な ど、そ の性 質

を 報 告 して きた 。本研究で は 、こ の ヘ テ ロ 2量体 シ トク ロ ム c の 立体構造

解 明 を 目的 と し、x線 結 晶 構造 解 析を 行った 。結晶化は精製 した native ヘ

テ ロ 2 量 体シ トク ロ ム c と、大 腸菌で 発現 した 紺換 え体大サ プ ユ ニ ッ トを

試料 と し、蒸 気拡散 法 に よ り行 った ．両 試料 で 結晶 が得 られ た が 、今 同

は 、良好 な単結 晶 が得 られ た 大 サ プ ユ ニ ッ トにっ いて SPring−8で 回折 デ
ー

タ収集 を行 い、Fe−SAD 法 に て 1．75　A 分解 能 で 立 体構造 を決定 した。大サ

プ ユ ニ ットは Class．　 IIの シ トク ロ ム sに 分 類 され る4本 の alpha 一へり ッ ク ス か

ら なる二 次構造 を形成 して いた。また、Hisと Cysに よ り配 位 さ れ た c型 ヘ

ム を 1 個含有 して い た 。こ の ‘型 ヘ ム へ の HisfCys 配位 は 天 然 に お いて 非 常

に 稀 な配位環境で あ り、こ れ まで 数例の 報告があ るの み て ある ．Classllシ
トク ロ ム cに お けるHis〆Cys 配位 は．本帳告が 初 め

．
（の例で あ る。　Anummox

菌の ヘ テ ロ 2量 体 シ トク ロ ム cの 低 い 酸化還元電位 は、こ の His 〆Cys 配 位が

人 きな要因 とな っ て い る と考え られた 。
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