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Heterologous expression of FAD-dependent glucose dehydrogenase from 
Aspergillus oryzae in a basidiomycete yeast Cryptococcus sp. S-2
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Glucose Dehydrogenase (以下 GDH)は、Glucose oxidaseとともに、血糖値
測定装置である血糖センサーに利用される酵素である。近年、基質特異性に
優れた FADを補酵素とする GDHが、Aspergillus oryzaeから取得されてい
る。本研究では、麹菌 Aspergillus oryzae が生産する FAD結合型 GDH (以下
AoFADGDH)の高生産を目的とし、担子菌酵母 Cryptococcus sp. S-2を宿主
として組換え発現を試みた。担子菌酵母 Cryptococcus sp. S-2による異種タン
パク質発現系では、キシラナーゼプロモーターを利用した発現系が確立してい
る [1]。さらに、これまでの研究で Cryptococcus sp. S-2による異種タンパク
質の組換え発現のためには、コドンユーセージの最適化と N末端の分泌シグ
ナル配列の最適化が効果的であることを確認している [2]。
そこで、AoFADGDH遺伝子についても同様にコドンユーセージを最適化し
た遺伝子を合成し、さらに分泌シグナル配列を、Cryptococcus sp. S-2由来の
配列に置換し発現量の検討を行った。
結果、コドンユーセージ最適化遺伝子を使用することにより、活性型で
AoFADGDHが細胞外に分泌生産させることを確認し、さらに、分泌シグナ
ルを Cryptococcus sp. S-2のキシラナーゼ由来の配列に置換することで、その
生産量は 2.5倍に向上した。

[1]K. Masaki, et al, AMB 93:1627-1636, 2012
[2]歌島悠ら、日本農芸化学会 2013年度大会
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【目的】 Chryseobacterium sp. 5-3B株の生産するアセチル CoA-N-アセチルト
ランスフェラーゼ（NatA）は、キラルアミン 2-フェニルグリシン（2PG）の
L-体に対して活性を示す特異な酵素である。1）本研究では、本酵素遺伝子を大
腸菌にて発現し、組換え酵素（rNatA）の酵素化学的諸性質を調べたので報告
する。
【方法】 酵素活性および 2PGの定量：既報の方法に従った。1）遺伝子発現：
natA断片を pET28bベクターに組み込み、大腸菌 BL21形質転換株で発現さ
せた。
【結果】 5-3B株ゲノム DNAからインバース PCR等にて目的とする遺伝子断
片を含む約 2.7 kbの断片をクローニングできた。NatA（162 a.a.）の上流に
は機能未知であるが GntR-like protein（471 a.a.）を見出した。NatAは既報
のアリルアミン N-アセチルトランスフェラーゼ（Ar-NH2 Nat）等の転移酵
素とは類似性がほとんどなかった。形質転換株の培養条件を検討し、IPTG添
加後に 15℃で 24時間培養すると活性体を効率的に回収することができた。
rNatAは 2PGの基質類縁化合物の中で L-2PGの他 D,L-2-chloro-2PG（相対
活性、56.9%）や L-4-hydroxy-2PG（16.7%）に対して活性を示したが、Ar-
NH2 Natの最良な基質である 5-aminosalicylate（5.5%）に対する活性は低かっ
た。同酵素は、アセチル CoA以外にプロピオニル CoAやブチリル CoAの
アシル基を同基質のアミノ基に転移することができた。最適条件下で L-2PG
に対する酵素反応速度論量を求めたところ、Km値および Vmax値はそれぞ
れ 175± 18 μMおよび 42± 4 μmol・min-1・mg protein-1であった。 1）S. 
Takenaka et al., Biotechnol. Lett., 2013, (DOI 10.1007/s10529-013-1172-z).

1P-043 Chryseobacterium sp. 5-3B由来 N-アセチルトランス
フェラーゼの発現と特製解析
○竹中 慎治 , 吉田 健二 , 吉田 健一
（神戸大院・農）

hakko3@kobe-u.ac.jp

Key words aconitate isomerase, trans-aconitic acid, citric acid, Pseudomonas sp.

Production of trans-Aconitic Acid by Recombinant Escherichia coli 
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【目的】trans-アコニット酸は機能性高分子原料としての用途があり、バイ
オプロセスによる生産が期待されている。アコニット酸イソメラーゼ（EC 
5.3.3.7）は、植物や Pseudomonas属細菌等の微生物に存在し、 cis-アコニッ
ト酸と trans-アコニット酸の異性化反応を触媒する酵素である [1]。本研究で
は、Pseudomonas sp. WU-0701由来のアコニット酸イソメラーゼ遺伝子を高
発現させた組換え大腸菌を用いた trans-アコニット酸生産を行った。
【方法および結果】Pseudomonas sp. WU-0701よりアコニット酸イソメラー
ゼ遺伝子をクローニングし、大腸菌を宿主として高発現させることで、組換え
酵素を活性のある可溶性タンパク質として取得した。取得した組換え酵素は、
cis-アコニット酸を基質とする in vitro反応により性質を検討した。最適反応
pHが 6.0、最適反応温度が 37℃で、Pseudomonas sp. WU-0701由来のアコニッ
ト酸イソメラーゼと同一の性質を示した。さらに、クエン酸から cis-アコニッ
ト酸への脱水反応を触媒するアコニターゼ遺伝子をアコニット酸イソメラーゼ
遺伝子と共発現させた大腸菌を作製した。作製した組換え大腸菌を生体触媒
として利用し、37℃、30分間の反応で 100 mMのクエン酸を原料として 34.8 
mMの trans-アコニット酸の生産に成功した。
[1] 油原 , 他 , 2012 年度日本生物工学会大会講演要旨集 , 講演番号 
2Ca14(2012).
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シトクロム P450（P450）は位置特異的・立体選択的な酸化反応を触媒するた
め、キラル化合物などの合成用触媒としての利用が期待されている。多くの細
菌由来 P450ではその触媒サイクルにおいてフェレドキシン還元工に（FdR）
によって還元されたフェレドキシン（FdX）からの電子伝達による活性化を必
要とすることから、P450は FdXが P450－ FdR間のシャトル分子として働
くマルチコンポーネントシステムとして利用する必要がある。そのため、FdX
を P450や FdRと共に担体上に固定すると P450－ FdR間のシャトル分子と
しての機能を失い、細菌由来 P450を固定化酵素として利用するのは困難であ
る。そこで、我々は古細菌 Sulfolobus solfataricus由来核内増殖抗原（PCNA）
のヘテロ三量化能を利用して P450、FdX及び FdRを担体上に共固定し、モ
ノオキシゲナーゼ活性を示す固定化 P450の実現を目指した。
PCNAは三つのサブユニット（PCNA1、PCNA2、PCNA3）から構成され
る。PCNA1に FdRと FdXを導入した融合タンパク質 FdR-PCAN1-FdX
及び PCNA3に P450を導入した融合タンパク質 PCNA3-P450を構築し
た。PCNA2を NHS活性化担体に直接固定化した後、FdR-PCAN1-FdXと
PCNA3-P450を添加すると、担体上の PCNA2を介して FdR-PCAN1-FdXと
PCNA3-P450が固定化された。NHS活性化担体に直接 P450、FdX及び FdR
を共固定化した場合は全くモノオキシゲナーゼ活性を示さなかったのに対し
て、PCNA2を介して固定化した場合はモノオキシゲナーゼ活性を示した。
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