
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1983年　第 3 号 D一ア ミノ 酸の 微生物的合成 139

〔醗酵工学　第61巻　第3 号　139−151．1983〕

総 合 論 文

DL −5一置換 ヒ ダ ン トイ ン を用 い る D 一ア ミ ノ 酸の

微生物的合成

（昭和57年度　日本醸酵工 学会斎藤賞受賞）

高 橋 里 美

鐘淵化学工業繍生物化学研究所

Microbial　 syntheSiS 　 of 　p −amino 　 acids 　from　DL −5−substl 血 ted　hydantoins．　 SAToMI
　　TAKAHAS 田 （跏 σゐ跚 翩 ’伽 8σ r6海 L痂 徽 痂 5

，　Kanegafnchi伽 廊 at　lndusby　Cb．
，
　Ltd．，

　　 Takasaga．sfii
，　HJogo　676，　Jap砌 Hakkokogaku　61 ：139−151，1983．

　　Anew 　process　for　the 　production　of 　D −amh 真o　adds 　was 　invcs雌ga1θd　using 　micmbia 韮

穏 ansfbr巫 1ation 　of 　DL −5−substituted 　hydantoins．

　　Hydanto三n −hydrolyz血 g　activity　was 　fbund　in　widdy 　distributed　mEcroorgan 晝sms
，

part孟cular 産y　in　bacteria　and 　actinomycetes ．　 The 　enzyme 　hydanteinase　was 　purMed　and

α ystallized仕om 　a 　cel1．free　extract 　ofPsettdOmonaS 　Strinta　and 　itS　properties　were 　established

三nso 【鳳 e　detaiL　This　enzyme 　hydrolyzcd　D −isomers　of 　various 　5−substituted 　hydantoins
to　provide　the　correspond 三ng 淋 carbamyl −D −aminG 　ac 菫ds．　 The　advantage 　in　using

hydantoin　was 　that   zy 孤 atic 　hydroly曲 and 　chemical 　racem 訖atlon 　of 　the　 substrate

occurred 　simultan θously ，　so　that　DL −hydantoin　could 　be　completely 　transf（）rmed 　into
NLcarbamy1 −D −amino 　acid ．

　　Based　on 　these　results ，　a 　new 　and 　convenient 　enzymatic 　process　was 　developed　ibr

produdng 讎 io鵬 D −amino 　acids ．

　　Step　1．　 Hydantoin 　synthesis

　　Step　2，　Asymmetric 　hydrolysis（n 且crob 三al　hydantoinase）

　　Step　3・　Chemica亘decarba加 Ly臨t三〇 n （nitrite 　oxidation ）

　　F呱 h・  ・・e
・

三nstead ・f　using 　the　BuChere ・ mc 出 （Ul （St・p　1），
　a 　n ・w 　meth ・xl 蝕

5謄（p−hydroxyphenyl）hyda皿 toin μ oduction 　was 　developed　by　employing 　amidQaU 【ylation
of 　pheno1 ，　 ill　wh 呈ch 　glyoxylic　 acid

，
　 urea

，
　and 　phe皿 ol　were 　 condensed 　under 　 acidic

condl 丘ons ．

1． は じ め に

　さ まざ まな 生体の 営み を 巧み に 触媒 して い る多様な

酵素の 中に は，非天然化合物をも基質とする 意外 に広

い 特異性を示す酵素の ある こ とが知られる よ うに な り，
こ う した 酵素 の 有機合成へ の 利用研究 が

， 特に光学活

性化合物を 対象 に 多方面で 検討 さ れて い る．筆者 らは ，

酵素 の もつ 優れた触媒作用 IC注目し，ア ミノ酸の 化学

合成中間体 で ある ）LT5 −ec換 ヒダ ン トイ ン を ， 直接，
基質 として 用い る光学活 牲 ア ミ ノ 酸の 酵素的合成の 可

能性 に つ い て 検討 した．「Bag　of 　Enzymes 」として の

微生物 に 酵素源を求め ，
ヒダ ン トイ ン 環 の 開環加水分

解反 応に つ い て 研究 したとこ ろ，自然界で は稀 な D 型

基 質 に特異的な 微生物 ヒ ダ ン トイ ナ
ー

ゼ 反応を見 い だ

した．こ の 反 応 は，基質も生成物もともに ， 本来の 生

体反応 とは 関係の な い人工 的な 物質で あ る とい う点 で，

酵素の持つ 潜在的能力 の 開発 と利用 とい う面か ら興味

深い 反応で ある．筆者らは，こ の 反 応 の 特異性 に着目

し，効率的 な光学分割手段 と して ，こ の 微生物 ヒダン

トイ ナ
ー

ゼ 反応を利用 した D 一ア ミノ 酸 の 新しい 合成
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法の 開発 を 試みた ，

　 こ の 生物界 で は特殊な存在と い え る D一ア ミノ 酸は，

希少な存在故 に そ の ア ミ ド結合は酵素に よる加水分解

を受けに くい な ど，L一ア ミノ 酸に な い特異 な性質を も

つ こ とが知 られて い る．生 体 に お ける，こ れ ら D −一ア ミ

ノ 酸 の 生理的役割が注目されるユ） 一方 ， そ の ユ ニ ーク

な性質を，各種の生理活性物質の 合成 に利用する研究

も活発 に 行われて い る。特に
， β一ラク タ ム 抗生物質 や

生理活性 ペ プチ ドな どの 合成原料として，D一ア ミノ 酸

の有用性が認識 されて きて い る、多くの L一ア ミノ 酸が

微生物 の 物質代謝を巧み に制御した発酵法な どに よ り

効率的 に 生産される の に対 して ，一
般 の 生体反応 に 馴

染まな い D 一ア ミノ 酸 は，化学的方法で 合成され る ラ セ

ミ型 ア ミノ 酸を分別晶析す る な ど，複雑 な工 程 に よ り

光学分割 して 生産されて い る．こ の ため ，
D 一ア ミ ノ 酸

は比較的高価で ，そ れ らの 用途 も限 られ た もの とな っ

て い るが，よ り広範な D 一ア ミノ 酸 の 利用 とい っ た面 か

らも，効率的な 生産法の 開発が望 まれて い た．

　本稿で は ， 微生物 ヒ ダ ン トイ ナ
ー

ゼ の 諸性質 お よ び

こ れらを用 い る D一ア ミノ 酸の 合成 と と もに，基er　DL −
5−−WL換 ヒ ダ ン トイ ン の 新 しい 合成法な ど に つ いて ， 筆

者 らの 研究を中心 に最近 の 知見を 交え な が ら概説 して

みた い ．

2． 5一置換 ヒダ ン トイ ンと ア ミノ酸合成

　5一置換 ヒ ダ ン トイ ン は，Strecker法と並ぶ 代表的な

ア ミノ 酸 の 化学合成法 の 1つ で ある Bucherer 法の 合

成中間体として 良 く知られた化合物で ある．ア ル デ ヒ

ド類か ら高収率で 誘導で き，ア ル カ リ性高温条件下で

加水分解す る こ と に よ り収率よ くア ミノ 酸に転換する

ため ，
こ の 中間体はこ れまで 種 々 の ア ミノ酸合成に利

用されて きた．2）ま た 逆 に，ア ミ ノ 酸か らN 一
カ ル バ ミ

ル ア ミノ 酸を経て 容易 に合成で き る とい う意味か ら，

こ の 5一置換 ヒダ ン 5イ ンはア ミノ 酸の 誘導体の 1つ と

も考えられる
3） （反 応｛1｝参照 ）．Strecker法の 中間体 の

ア ミ ノ ニ トリル が一般 に不安定 な 化合物で あ るの に対

して ，5一置換 ヒ ダ ン トイ ン は 安定で 結晶化 しやすい 固

体で あるな ど，取 り扱 い が容易な性質を示すもの が 多

い ．ま た，光学活性 な 5一置換 ヒダ ン トイ ン は，微量

の ア ル カ リの 存在 に よ り極 めて ラセ ミ化を受け や すい

性質を持つ 4》が，こ れは反面，後 に述べ る ヒ ダ ン トイ

ナーゼ 反 応 によ る光学分割を効率良 く行い うる重 要 な

要因 とな っ て い る．

　 こ の よ うな性質 に 着目 して ，こ の 合成中間体 か ら直

接に光学活性なア ミノ 酸を得よ うとす る試みが，レ ア

ミノ酸 の 効率的な生 産法 の 開発を目的に ，比較的古 く

から検討されて い る．すで に，1966年に は，Tsugawa

ら
s） に よ り，1・一グル タ ミン 酸を対象に5一カ ル ボ キ シ エ

チ ル ヒ ダ ン トイ ン の 微生物変換 に 関する研究 が行われ

て お り， そ の 後 多方面で L − Vジ ン ，6） L一メ チ オ ニ ン
7｝

などにっ いて も検討されて い る．ま た，最近 で は，L一

フ ェ ニ ル ア ラニ ン
，

8＞ L一トリプ トフ ァ ン
9） につ い て も

研究 され ，
Flavobacteriumな どの 微生物の作用の もと に ，

対応する ヒ ダ ン トイ ン か ら直接 L一ア ミノ 酸が良好な

変換率で 生成する こ とが 報告 されて い る．一
方 ，

D一ア

ミ ノ酸 に つ い て は ほ とん ど注 目されるこ とはな か っ た

が，D ーア ミノ 酸 に 対す る 需要 の 高まりとと もに，また，
ヒ ダ ン トイ ン加水分解酵素 に 関す る知見 の 深ま りを背

景 に ，
こ の 合成中閣体を 用 い る酵素的合成法 の 開発が

各方面で 検討され るようにな っ て きた ．

3．　 匕ダ ン トイ ン加水分解酵素

　 ヒ ダ ン トイ ン 環を開環加水分解す る酵素，ヒ ダ ン ト

イ ナ
ーゼ の 存在は古 くから知られ，1°｝ すで に 1949年に

は，こ の 酵素が動物，植物から部分精製され，ヒ ダ ン

ト イ ン を N −一カ ル バ ミル グ リシ ン に 変 換 す る 反 応 （反

応（2））を触媒する こ とが明らかに されて い る．11｝ そ の

後 ， ピ リミジ ン塩基の 代謝研究 に おい て ， 仔牛の 肝臓

か らジ ヒ ドロ ピ リ ミジ ン 類を N 一カ ル バ ミル ー
β
一
ア ミノ

酸 に 分解する酵素 （反応 （3））， ジ ヒ ドロ ピ リミジ ナー

ゼ （EG 　3．5．2．2）を精製 して い た WallachとGriSoliala）

は，こ の 酵素が ヒ ダ ン トイ ンを も基質とするこ とを見

い だ し， 前述の ヒダ ン トイ ナ
ーゼ と同

一一Pt素で あるこ

とを明ら
』
か に した．また，微生物界 にも5一カ ル ボキ シ

エ チル ヒダ ン トイ ン な どを開環加水分解す る酵素 の 存

在する こ とが ，
Hassal ら

Is） によ り明 らか に されるに

つ れ，い わゆる ヒ ダ ン トイ ナーゼ と総称され る酵素が

広 く生物界 に存在するこ とが知られ るように な っ た．

DL 喝 一
置換 ヒ ダ ン ト イ ン の L一ア ミ ノ 酸 へ の 直接的な 微

生物変換の 研究は，こ うした 知見を背景 に ，
ヒ ダン ト

イ ナーゼ に よ る 不斉加水分解を期待 して，L一型基質に

特異的に作用す る L一ヒ ダ ン トイ ナ
ー

ゼ を探索し，利用

しよ うとした もの と考え られる．

　
一

方 ， こ れとは逆 に D 型 の 5一置換 ヒ ダ ン トイ ン に

の み作用す る D一特異的な ヒ ダ ン F イ ナ
ー

ゼ の 存在が

明 らか に さ れた の は，比較的 最 近 に な っ て か らの こ と

で あ る．Dudley14一17》 らは，．動物 に おけ る抗け いれ ん

剤 ，
工 ト トイ ン （Ethotoin）な どの代謝 に関す る研究
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（1）

（2｝

（5）

（4 ｝

雄
　　H

OH
一

げ

　 　 　 R

・瓢 縦 ・ll9・ 鴫 。，

。為
h軸

。牧 、。H
　　H　　　　　　　　　　　 NH2

躍
越 録 ・

璃 黜

　 　 H

〔L−fr  ）

Reaction｛1）〜｛4｝

　 　 讎 5

嬬
　 　H
〔D−from｝

dihydro−　　　　　　　G6H5
pa 「m ’di”a

  」掣撫
　 　 　 　 　 　 　 NH2

　　　　　　 〔［Ffrom ）

に お い て ，こ の 薬剤の 分解過程で 生ず る 5−7 エ ニ ル ヒ

ダ ン トイ ンが ， N −一カ ル バ ミル ーD一フ ェ ニ ル グ リシ ン と

して尿中に 排泄され る こ とに 注目し，代謝 に関与する

ジ ヒ ドロ ピ リミジ ナ
ー

ゼ が D 型の 5一フ ェ ニ ル ヒ ダ ン

トイ ン の み を 開環加水分解する こ とを明らかに した．

ま た
．

こ の 際，L 型 エ ナ ン チ オ マ
ー

は，い わゆ る 塩基

触媒反応 に よ り自動的 に化学的な ラセ ミ 化を受け，D

型 エ ナ ン チ オ マ
ーを 経て N一カ ル バ ミル

ーD 一フ ェ ニ ル グ

リシ ン に 加水分解され る こ とを示して い る （反応（4｝）．

すなわ ち ， ジ ヒ ドロ ピ リミジ ナ
ー

ゼ が 5一置換 ヒ ダ ン ト

イ ン をも基質 とす る こ とを初 め て 明 らか にする ととも

に ，そ の 反 応が D 型 ヒ ダ ン トイ ン に 対 して の み特異

的 に進行す る こ とを見 い だして い る．そ の 後，こ の動

物酵素は，脂肪族， 芳香族 の 各種 5−一置換 ヒ ダ ン トイ ン

を も基質 と して 対応す る N一カル バ ミル
ーD 一ア ミノ 酸に

変換す る ことが Cecereら1s・19｝ に よ り確認 され て い

る．さ らに，微生物界 に お い て も，筆者らは以下 に述

べ る よ うに ， 広範な微生物種に D 型基質に特異的 な ヒ

ダ ン トイ ナー
ゼ が広 く分布して い る こ とを 明 らか に し

た．

　現在で は ， 非天然化合物，5一置換 ヒ ダ ン トイ ン を良

好な基質 とす る L一特異的 な ヒ ダ ン トイ ナ
ー

ゼ ととも

に ，
D一特異的 な ヒダ ン トイ ナ

ー
ゼ も広 く生物界 に 存在

して い る こ とが 知 られる よ うにな り，こ れらエ ナ ンチ

オ マ
ー

間の 立体選択性を 厳密 に異にする酵素を用 い る

反応の 効率性が 注目され ， 光学活性 ア ミノ酸 の 合成 に

広く利用 さ れ始め て い る．

4． 微生物 ヒ ダン トイナ ーゼ，その 探索と

　　諸性質の 解明

　筆者らは，まず ，基質としてメ チ オ ニ ン の 合成中間体

で あ る 5−（2−一メチ ル チ オ エ チル ）ヒ ダ ン トイ ン （MTH ）

を選 び， こ の ヒダ ン トイ ン を N 一カ ル バ ミル メ チ オ ニ

ン （GM 〔r）に開環加水分解する活牲を微生物に探索し

た．　20・21） MTH を含む培地 に 生育す る細菌，放線菌，

か び，酵母 な ど約400種 の 保存菌株 の 生菌体を用 い て ，
MTH か ら GMr を生成 ・蓄積する菌株をス ク リ

ー
ニ

ン グ した 結果，38菌株 に GMT の生成 が認 め られ，
ヒ ダン トイ ナ

ー
ゼ 活性 は広く， し か も広範 な 微生物

に 分布 して い る こ とが 明らか とな っ た．な か で も，
PseudOmonas

，　Aerobacter．　Agrobacterium，　 Corynebacterium

な どの 細菌，あるい は StrePton“ees，　ActimPlanesな ど の

放線菌に特 に 強い 活性が認め られた （Table　1）．っ い

で ， 反 応 の特異性を検討す る意味か ら，Table　2 に 示

した 8 菌株 に つ い て ，生成 した CMT お よ び未 反 応 の

MTH を 単離し立体溝造を調べ る と ， 前者はす べ て

D 型で あり， 後者は ム 型の含量が高い こ とが判明 した．

す な わ ち，こ れ ら aMT の 生成 ・蓄積能の 大きい 微生

物の ヒ ダ ン トイナ
ーゼ によ る加水分解 は，D 型 の 基質

に 特異的に 進行す る こ とが 示 唆 さ れた ．

　こ の 非天然化含物，MTH を基質 とする酵素 の 本体，

お よ び本来 の 機能を 明らか に す る こ と は ，
ヒダ ン トイ

ナ
ーゼ の 培養生産を考え る上で も興味あ る こ とで ある．

筆者らは，先 の ス ク リーニ ン グで 最 も高活性 を示 した
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Table　1．　Distribution　of 　hydantoinase　activity　in　microorgamisms．20 ｝

　　　Micro 〔rcganis 瓜

Bacteria

　 Aerobacter‘面即 仞

　 Achretnobaeter　delm4rvae

　遼6ゐ厂omobacter 　parvutus
　鞭 ” うa‘’覘

’
翩 7ゐizogenes

　Agroba‘‘爾 鉚η 跏η卿 伽 ∫

　Arthrobacter　sim ψlex

　BCtciUas　sP 加 87吻 ∫

　Br6viba孵 terium 伽 r 伽解

　（：
’
orJnebacterittm 　5ψθ劾濡  

　Ftavobacterizam
：t7avescens

　Microbacterktmflauam

　 働 厂oceCCtas 　rosuus

　晦 obaeterirm 　smegmatis

　 ムro6a7diaσoπ沼伽α

　Protamino西acter 　atbOLilaVttS

　P 觚 吻 s　morganii

　PsettclOmonasα6r   伽05α

　Pseude砌 nas 　desvnel“tica

　Pseude砌 nas 助 roraPhis

　Pseudomond55痂 8α

　P5ewdo砌 na5 　xanthe

　＆鄲 ピ觚 η昭 顧觚 如

　＆” 醐 σ P勧η励 加

ActiVitya） Microorgaid盈m Activitya）

冊

十

十

卅

帯

十

十

幵

卅

十

幵

十

卅

卅

十

十

軒

報

柵

柵

什

十

十

Ac 丘nomyc ¢ tcs

　StrePtOm）ves 　albttS

　StrePIOml‘es　almg ”tStii

　3  言o砂 ‘es　attreus

　StrePto尠 ces伽 θo傭

　StreP劬 tJees　gn
’
settS

　5伽 optemJces　gπ

’
seoruber

　辞噸 Joη型66∫尠
’
卿 伽5

　StrePten7ces廊 嫐 6蔵 5

　・4ef吻 lcmes　p乃i吻 枷   誘

Yeasts

　Can勣 ρ8’伽 ！‘iosa
　 α霧翩 α π躍面

　R 加doterttla　gracilts

　R乃0吻伽 邸跏 9♂麗伽 廊

　7b瓣 ’OPsiS麗露傭

　 P 脅伽 vini

Molds

　Pα 66伽 ηり6邸 砌 痂 ‘ゴ

　AsPergitlas　niger

卦

冊

幵

÷

冊

什

十

冊

冊

十

十

十

十

十

十

十

十

a ｝ Activities　were 　exrpressed 　as　the　amount 　of 　CMT 　fformed　under 　the　feaction　Of

　10　mglm 正MTH 　 conc ．（33
°C　fbr　40　h）．　 One 　plus　sign 　showed 　the　conc ．　of

　lmglml 　CMT 。

Table　2．　Properties　of 盈 carbamyl −methioni 皿 e　isolated．2e）

Microorgan語皿

IV
」
Carbamy −

．
rriethienine

　 ．isolated
　　

．
〈mg ）

Meltingpoint

（℃ ）

［a］落
s

Aerobacter　cloacae

4脚 西  励 π西 rhizogenes

Corvnebacte
’
rium　sePi　de

’
n蜘 観

Mpaob傭 洳 η35 呶 9砌 傭

Pse蜘 o舩 55 〃函7彪

」6琵吻 伽 s　Philippinensis
Stゆ 如嬲 5　atmgteiStiY

StrePtomLpaes　mitaA ‘zetzsis

（Authentic　sa φPle）

．
30595137215330280205280159−162159

−161158

｝162160
−162160
−162

161−162

十 23，4

十23 ，1

十20。4

十 23．6

十24，2

÷ 23．7
十 24．0

十 23．1

十 24．0

OP 亘calpurity

（％）

97，596
，385

．098

．310198

．　710096

．3

＊ C ＝・1−1．5 颪 ∬ 「．HCl
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Table　3．　 Some　properties　of 　hydantoinase　isolated　f｝om 　PseudOmenas　striata．22 ）

磯。，w （s）

Molcqular　weight

　 Sephadex 　G −200　fihration

Molecular　weight 　of 　subunit

　SDS −d誌k　electrophoresis

E 謐 at 　280　nm

Spccificity

　 Substrate

　 StericKm
・ value

，　Optimal 　pH 　and 　temperatu ・・

9，33

ユ90
，
000

48 ，000

　 10，8

Dihydropyrimidine

D −5−subst 三tuted　hydantoin

D ．form

Substrate 鵡 （x10
魑2M

） pH 　　Temp ．（
°C ）

Dihydrouracil
肌 一5−（2−Methylthioethyl）

−hydantoin

D レ 5・Phenylhydantoin

Hydantoin

0．173

，45

．035

8，8−9．08

．3−8．58
．O−8．38

．0−8．3

55555544

rnhibitor e，Phenanthroline

α
，
a
’−Dipyridyl

P−Chloremercuric　benzoate

PsetetlOmOttas　strinta を用い て ， 酵素 の 生成条件およ び酵

素の 諸性質 の解明に つ い て 検討 した．to−22）

　本酵素は誘導酵素で あり，ヒ ダ ン トイ ン お よ び DL −

5一メ チ ル ヒダ ン トイ ン が 著 しい 誘導効果を示す．また，

有機栄養源として は 肉エ キ ス が 最も有効で あり，ヒダ

ン トイ ン を含む肉エ キ ス ーグ リセ ロ
ー

ル 培地 （pH 　5．5）
で 30℃ に 通気培養す る こ と に よ り，容易に 高活牲菌

体を得る こ とがで きる．

　 こ の 高活性菌体 か ら調製 した粗酵素抽出液よ り，プ

ロ タ ミン 処理，硫安分画，DEAE 一セ ル ロ
ー

ス， ヒ ド

ロ キ シ ア パ タ イ ト， セ フ ァ デ ッ ク ス G −200 の 各 カ ラ

ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り ヒ ダ ン トイ ナーゼ を精製

Tab 置e　4．　 Substrate　specificity 　of 　hydanto皇nase

　　 from　PseudO脚 觚 5‘吻 ta．22 ）

Substrate Relative　rate

Fig・1・　Photomicrograph 　of 　crystalli 皿 e　hydantoinase
　 　 of 　Pseudemonas　striata．22｝

5−　 H一

〃　 CH3一

〃　 （CHs）2CH
一

〃　 （CH ，）2CHCH2
一

〃　 GH3SCH2GH2 一

〃

〃

〃

〃

〃

H −◎ −

HO ◎ −

HO
 

一

α ◎ −

C1
◎ 一

〃　 Cl −◎ LCI

〃 CH ・o −◎ −

5
，
5− 　 ｛◎ ，

〃　 （CH3 ）2Dihydrouracil

hydantoin　　　　13

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

45154848

25

ρ
OPD−

・

9011

74

00100
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し，初めて結晶状に単離 した （Fig．1）．

　本酵素の 分子 量は約190，000と推定 され，同
一

の サ

ブ ユ ニ
ッ ト4個か らな るテ ト ラマ

ー
構造を有す る と考

え られる．各種の 脂肪族およ び 芳香族の 5一置換 ヒダ ン

トイ ン を良好な 基質とする ほか，ヒ ダ ン トィ ン よりメ

チ レ ン 基の ひ とつ 多い 6 員環で あるジ ヒ ドロ ウ ラ シ ル

に 対 して 最も高い 活性と親和性を 示 して作用す る．酵

素反応は D 型基質に 対して 特異的に進行し，反応 の 至

適 pH および温度は，用 い る基質 に よ っ て 多少異な る

が，pH 　8〜9， お よび 4 ℃ 付近 にあ る．この酵素は，

各種 の SH 試薬，〇
ニフ ェナ ン ス ロ リン や a

，
　a
’一ジ ピ リ

ジ ル に よ り強い 阻害を受け る．従 っ て ，SH 基や 二 価

の 金属 イオ ン （Fe粍 Go粉 が酵素活性の 発現 に 関与 し

て い る もの と思われ る （Table 　3
，
4 参照）．

　 こ れらの 検討を通 じて ， 人工基質 で ある 5一置換 ヒ ダ

ン トイ ン の D 型 エ ナ ン チオ マ
ーのみ を 開環加水分解す

る酵素が微生物 に も存在す る こ とが初めて 明 らか に な

っ たわけで あるが，上記結果を総合す る と，こ の 酵素

は恐 らく動物で もそ の存在が 報告 されて い る ジ ヒ ドロ

ピ リ ミ ジ ン類を本来の 基質とす る ジ ヒ ドロ ピ リミジ ナ

ーゼ （EC 　3．5．2．2）と考え られ る．

5．　 】beア ミ ノ酸の 微生物的合成

微 生物菌体を用 い るヒ ダ ン トイナーゼ反 応　　微生

物酵素の利用 に お い て ，酵素含有菌体を直接酵素 とし

て 使用 で きれ ば，工 業的な 意 味で の 操作性な ど メ リ ッ

トは極めて大きい もの とな る．しか し，一
般的に，抽

出酵素と菌体の 間に は ， 細胞膜の 透過性 や共存す る他

酵素 に よ る 副反 応 な ど，問題 とな る相違点 も予想 され

る．ヒ ダ ン トイナーゼ 反 応に お い て も，結晶酵素で 得

られた よ うな 広範囲な基質特異性が菌体を直接用い て

もそ の まま再現 で きるか ど うか ， あ る い は，酵素の 安

定性は どうか ， 特に L 型 基質の ラ セ ミ化を 伴うよ うな

ア ル カ リ条件下 で の 反応 に耐え られ るか，ま た，副 反

応 は起 こ らな い かな ど検 討 す る必要 が あ ろ う．

　筆者 らは，21・23・24 ）菌体を直接酵素 と して 使用する こ

とを前提 に，まず先の ス ク リーニ ン グで 高活健を示し

た Pseudomonas　Striata
．
・Aerobacter　clVacag ，（］aynebacteri

’
翩

sePedeniCUtn
，　StrePtomLpaes　griseusの生菌体 を用 い て ，各種

5一置換 ヒ ダ ン トィ ン に対す る加水分解活性を比較検討

した．Tablc 　5 に示す よ うに，天 然 ア ミノ 酸 に 由来す

る ヒ ダ ン トイ ン を基質とした場合 ， いずれの菌体を 用

い て も，中性ア ミノ 酸の ヒダ ン トイ ン は速や か に 分解

さ れ，高収量で N一カ ル バ ミル ァ ミノ 酸 に変換 され た ．

しか し，酸，塩基性ア ミノ酸な ど イ オ ン性置換基を有

す る ヒダ ン トイ ン は基質 とな りに くい 結果とな っ た．

ま た ， 同様に して ，半合成 β
一
ラ ク タ ム抗生物質 の 側鎖

ア ミノ 酸 と して 多用 される非天然 ア ミノ 酸，フ ェ ニ ル

Table　5．　Hydmlytic　activity 　of 　h匙侃 ct　cc11s 　tσ wards 　various 肌
一5舮substituted 　hydanto量ns ．23）

DL ＿5−Substituted
　 hydantoins

P ．Striata C．　sePedoniCtim A ．eloacae

Reaction　rate 　 　Yield
（μmollm 量n ）　 （％）

R ＊−GH3

RkaH 〈器：

R ＊一（田 ・
−CH ＜器l

R ＊一（】H2 −CH2 −S−GHs

・ 一 ◎
R ＊−GH2 −OH
R ＊−GH2 −COOH

R ＊＿  2一  2−COOH

R ＊一（GH2），
−GH2 −NH2

0．27O

．25

0．110

，31

0．02

0．080

．000

．011

0．00

4673

2866

12

20206

Reactio職 rate 　 Yield　　 Rcac雌on 　 rate 　 Yield
（μm ・至ノmin ）　 ％ ）　 （μm ・11min）　 （％）．

O．　08O

．01

0．01O

，
　020

．02

0．02e
．　OOO

．000

．00

4010

1627

21

訓

000

0．090

．03

0．030

．05

O。　02

0。010

。000

．000

．00

5541

286020

70002

＊ Rrepresents 　hy｛ia皿 to量n 　moiety ．
The 　reactions 　were 　carr 圭ed 　out 　at　30℃ fbr　90　min （to　deterrnine　the　reaction 　rate ）跚 d　for　20　h 〔to
deterlnine　the　conversion 　yield）．
The 　reactio 職 面 xture 　oontained 　IOOμ皿 ol　of 　D レ 5・substituted −hydantoins

， 100μ mo 韮 of 　NaH （】03 −
Na2GO3 　bu｛琵 r，　and   tact　cdls 　harve5tcd肋 m 　2．Oml　of 　the　cukured 　broth 三n 　a 　total　volume 　of 　2．Om1
（pH 　8．7）．
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グ リシ ン 類 に対応する5一フ ェ ニ ル ヒ ダ ン トイ ン化合物

に対する 作用を 調べ ると，い ずれも良好な 基質とな り，

短時間の 反 応に もか か わらず 高収量で N −一カ ル バ ミル

フ ェ ニ ル グ リシ ン 類に変換 した （Table　6）．い ずれ に

しろ ， 活性の 大小はある もの の，こ の結果は，結晶酵

素で 得 られ た 結果 と 同 じよ うに
， 菌体を用い て も広範

囲の 5遭 換 ヒ ダ ン トイ ン の 加水分解が可能な こ とを示

した もの とい えよう．

　生成した N一カ ル バ ミル ア ミノ 酸は ， 多くの 場合，

除菌後の 反応液の pH を 3 〜4 に調製し ， 等電点沈殿

法で 容易 に単離で きる．これ らの 比旋光度を測定する

と，予想どお り全て 高い 光学純度を示 して D 型 の 立体

配置をもつ こ とが確認され ，
MTH の場合同様 ， 種 々

の ヒダ ン b イ ン 基質 におい て も， 反応は D 型 エ ナ ン

チ オ マ
ー

に 特異的に 進行す る こ とが 明 らか と な っ た

（Table　7
，
8）．

　顕 時間反応後の DL 型基質の N一カル バ ミル ァ ミノ 酸

Tablc　6．　Hydrolytic　 activity 　 of 圭ntact 　 cdls

　　towards 　various 　1）レ 5phenyl 　hydantoins．2a｝

Table　7。　Op 廿cal 　preperties　of 均Qlated 　N −

　　carbamyl −amino 　aeidS 　of 　natura1 　type．23 ｝

　　　　　　　　 N 」Carbamyl−　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Opt孟cal
　　　　　　　　 am 三皿 o 　acid 　　　　［a ｝　95　　purityMicrOOtganism
　 　 　 　 　 　 　 　 　 isolated　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％）

c．噸 励 痂 躍 η

P。∫triata

A．cloacae

Alan1皿 e　　　　　　　− 19．6　　　101

Phenylalanine 　− 37．5 　 100

A辻anine 　　　　　− 20．5　　 107
Serine　　　　　　　　− 33．4　　　113

Alan重ne 　　　　　　　− 17，8　　　　93

Va1三ne 　　　　　 − 14。0　　 95

　　　　　　　　 Conversion　rate （％）with

DL −5−Phenyl　　 A．　eloacae 　ハ ∫嫐 彪 　a 糾 5跚 ・
hydantoins　　　　　　　　　 after 　reaction 　for
　 　 　 　 　 　 　 　 　lh　　　　 2h 　　　　 3h

へ の 変換率は，多 くの 場合SO％を 超え て お り， 特に フ

ェ
ニ ル ヒ ダ ン トイ ン 基質で は，pH を 9．0 に調整す る

とほ ぼ定量的に N一カ ル バ ミル
ー・D 一フ ェ ＝ ル グ リシ ン 類

に 変換する もの が見 られ た．こ の 理論量を超えて 反 応

する機構は，次 の よ うに説明 され る．

　ヒ ダ ン トイ ン 化合物の な か で も 5位 置換 基 が 芳香族

の 場合 ， と くに ア ル カ リに よ る化学的な ラ セ ミ化を受

けや す く （Fig．　2）， 酵素反応至適条件 （pH 　8・W9
， 温

度 35〜 45°C）の よ うな穏和な ア ル カ リ性に お い て も

極め て 大きい ラ セ ミ化速度を示 し，D 型 と L 型 の maiC

い
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Table　8．　Properties　of ハ「−carbamyl −phellyl−

　　glyciles　isola紀 d．z3 ｝

50．0 53．7 37．1
N・Carbamyl −
phenylglycine
　derivative

Melting 　poillt

゜c

Optfcalrotat
夏on

鷓
5

20．7

26，2

31．1

53．7

29．3

28．0

62．2

25 ．0

13．4

36．0

18．9

15．2

19．4

13．0

10．8

23．7

20。1

21．6

＊ Rrepresen 蛉 hydantoin　moiety ．
Each　reaction 　was 　carried 　out 　 at 　30°G 　fbr　1＿3　h
as　indicated， 三n 　a　reaction 　mixture 　containing 　33．6
μ mol 　 of 　D レ 5−phenyl　 hydantoins，160 μmol 　 of

N 且 4C1 −NH40H 　bufrer
，
　and 　intact　cells 　harvested

fro皿 2．O　ml 　of 　the　cu ！tured 　broth　in　a 　total　volume

of 　2．Om1 （pH 　9．0）．

継

　
飛

　
還

　
峨

　
峨

　
峨

　
峨

緊

 
 

 

恐

 

ゆ
ゆ
 

　
C
　
　

　
　
　

凵踊

　
　

　
闘

　
　
　

3
　
　
　

　

　
　
　
　

　

　
C

　
　

　
C
　

　

　

　

H

　
　

　

　
C

174−−176

193−195
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一136．3

一126．0

一145．5

一136，7

一141，7

一123．5

一86．6

一110、2

＊

　RrepresentS　N −carbamyl −glycine皿 oiety．
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速や か な ラセ ミ化平衡 が成 り立ち得 る．こ の ため
， 酵

素反応 の 進行に伴 っ て 消費され る D 型 エ ナ ン チ オ マ
ー

は ， 基質とな らな い 過剰 の L 型 エ ナ ン チ オマ ーの ラセ

ミ化を通 じて 反 応系に 常に 供給 されつ づ け る ．一
方，

好都合 な こ と に ， 生成物で あ る N 一カ ル バ ミル
ー

） 一ア ミ

ノ酸 は，こ の 条件で は全 くラセ ミ化され る こ とはない ．

こ の よ うに ，D 型基質 に 特異 的な 酵素反応と基質 の 化

学的 な ラ セ ミ化反応 が 同時に 進行する た め
， 見掛け上

は D 型 も L 型も基質とな っ て ， 未利用対掌体 （L 型）

を残す こ とな く全 て D 型 の N −一カ ル バ ミル ア ミノ 酸 に

変換 さ れる と い う特色ある機構が働い て い る と考えら

れ る （Fig．3）．こ の 現象は，ヒ ダ ン b イナ
ー

ゼ 反応が，

従来の 光学分割法 の 難点で ある 未利用 対掌体の 回収，

ラ セ ミ化 と い っ た複雑 な 「再利用工 程」を ま っ た く必

要 と しな い ， 簡潔で 効率的な光学分割手段 とな りうる

こ とを示唆する もの で ある。

　 こ の ア ル カ リ性領域で の 本微生物反 応 の効率性 を さ

らに高め る 意図 の もと に， pH 　IO〜U に お い て 良

好な生育を示す好 ア ル カ リ性細菌，Bacilttts　SP・　121−3

が高活性菌 と して新 た に分離 さ れ，先 の Pseudemonas

5’廟 伽 な どと比較検討されて い る．24 ・25 ｝ 反 応液の pH

を高 くした場合や，基質濃度を高くして 長時間反 応さ

せ た場合は ，
こ の Bac1

’
tlus　sp ．の 使用 が有 利で あ り ，
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D 　　to ■ n里n　a 董ka艮ine 　solution ・

） 　　The 　reaction 　 m呈 xture 　containing 　20 μmol 　of

D − 　　5・phcnylhydantoin　and　leOptmQl　of　triS− ma

飢e 　　（一 ）or 　NaH（】 Os − NaaCOs （・一→buffev 　

　 a 　　total　volue 　of　 1．0 皿 1，　 was　incuba｛ed　at 　
℃． 　　Relative　arrl ・ unt 　 Qf　D− 5 − phenylhydant ・ in

was 　　calcu！ated 　
from

　’the 　decrease 　in［α］響of 　th

@re ・ 　　 actlon 　ml

ure
．

ぜ 辷．、
。畿無・
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H5 − S
譱 霊 　　　 け 　 S
ntaneous 　rac

mizatior1
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ｬさ三、 　

　謂 　　R“
Lc

　
　　l日．clNH 　し一

pSubsti し uted

@　　　hydan 虹oinF 三9．3．Enzymatic 　 reaction 　m

hanism　of肌 一5− 　　substi

ted 　 hydanto   ． よ りアルカリ 側での

適 pH や 菌 体 （ 酵 素） の安 定性 な ど，特
に アル カ

に 対する耐性と の関連で，好 アル カリ牲微生物の

利 性 を示唆してい る ． また ， 菌 体 を ゲル 包 括 固定

するこ と に よって
も安定性を高めるこ とが 可 能 であ り ， Baqi

us 　sp ． の アク リル アミド ゲル圃 定 化 菌体を用い

繰り返し 使用 も試 み られて い る．24 ｝ 　また，

温における本 反応の有利性が 認識され ， 耐 熱 性微

物 の高 活 性菌 を分離 し ， 有効に 利 用し
よ うと する試

も なされて い る ． こ のよ う
な

， 高 い pH 域 や， 高

温度で のヒ ダ ン ト イ ナ ー ゼ 反応 は ， 比較的 ラ セミ

しにく いア ルキル ヒダ ントイン など

基質とす る 場 合，とくに有効な方法と思わ れ る ． 　脱

ルバミル反 応　　一 一re に ，　 N一カル バミルアミ

酸 は， 苛 牲 ソー ダなど ア ル カリ の 存 在下に 加熱す

と 容易に 脱 カルバミ ル化し て ， アミノ酸に転換 で

る こ と が知 られている．し かし ， この反 応 は，生

物 の ラ
セ ミ化を伴うた め ，光学 活 性 アミ ノ酸の合

に は適さ ない． ま た ， 酸加 水 分 解に よる脱カルバ

ル 化 は 困 難 で ， 実 際，大 部 分がヒダ ン ト インに閉

し，加
圧 条件 に

おい てもアミノ酸 の 生成はごく わ ず

で
あ
る
．
筆 者 ら は ， ヒ ダ ント イナーゼ 反 応で生成す

N − 一 カルバミ ル ーD一アミノ酸の 脱カ ル バミル

件 を 種々検討 し た 結 果
，亜 硝 酸 酸化に よ る 方法 が 最

有 効 で ある ことを見 い だした．カルバ ミ
ル

ーL 一

リ ンな ど天 然 ア ミノ 酸 の カ
ル バミ ル誘導体に ， 酸の

在下 に 亜硝 酸 ソー ダ を添加
して 脱カ ル バ ミ ル 化 し，L

アミノ酸に転換 する方法 が既に報告されて いる ．28 ）

理 的に は ， アミノ態窒素 の定 量法と し て知られ て い る

nslyke 法の 応用 と 考 え ら れ る この 方法は ，

g ． 4に示す よ う に ， ジ ア ゾニ ウム 中 間 体 を経由し て ウ レイ ド
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Fig．4．　 Decarbamylation 　of 　N −carbamyl −D −amino 　acid．

として脱離し，脱炭酸を導き，脱 カ ル バ ミル 化する方

法で あ る．しか し，こ の 際，生成する ア ミノ 酸の ア ミ

ノ基も， さ らに酸化されて オキ シ酸 へ と分解され る継

起的な副 反 応を 伴うもの と考え られ る．D 一ア ミ ノ 酸合

成 へ の 本反 応 の 適 用を 考え る場合， 実用的な N 一カ ル

バ ミル ァ ミノ 酸濃度に お い て も， 副反応が抑制で き D ・一

ア ミノ 酸の 生成率を高い もの とするこ とがで きるかど

うか，ま た，α 位 炭素 上 に直接芳香族置換基をもちラ

セ ミ 化を受けやすい N 一カ ル バ ミル フ ェ
ニ ル グ リシ ン

類などが，立体配 置を保持 した まま反応が進行する か

ど うか，な どが 検討 を要す る点 で あろ う．

　筆者らは， 種 々 の 実験を通 じて ， 反応を低 温 （5〜

10℃ ）で行い ， さ らに 反応系 の 酸濃度を高 く保つ こ と

に よ り， 主反 応速度 （N 一カ ル バ ミル ァ ミノ酸 → ア ミノ

酸）を選 択的に増大させ る と副反応が抑制で きる こ と

を明らか に した．29 ） こ う した 場合の D 一ア ミノ 酸の 生

成率は ， ほ ぼ定量的で ある．推 カ ル バ ミル
ーD一フ ェ

ニ

ル グ リシ ン類を 用い た 反応 に おい て も， 文献値に 合致

した比旋光度を示す D一フ ェ ニ ル グ リシ ン ， Dr ρ
一ヒ ド

ロ キ シ フ ェ
ニ ル グ リシ ン などが得られ，これらカ ル バ

ミル 体を用 い た 反 応に お い て も，立体 配 置を保持した

ま ま反 応 が進行 し，高収量に D 一ア ミノ 酸が生成する こ

とを確認 した （Table　9）． こ の こ とは，先 の微生物 ヒ

ダ ン Fイ ナーゼ反 応と，こ の 化学的な脱 カ ル バ ミル 反

応を組 み合わ せ る こ と に よ りsD
一
ア ミノ 酸 の新しい 合

成 ル
ー

トの 開発が可能とな る こ とを示唆す る もので あ

る．

　最近，
こ の 脱 カ ル バ ミル 反応を酵素的 に行 う方法が

提案されて い る．Olivier らは，　 Agrebacterium属 の 細

繭に N一カ ル バ ミル ーD 一ア ミノ 酸を特異的 に D 一ア ミノ

酸 に 変換す る酵素 （カ ル バ ミ ラ
ー

ゼ ） の 存在す る こ と

を 明らか に し， 至適条件を種 々検討 して い る．ま た，
L一ア ミノ 酸の 場合 と同様，5一置換 ヒダ ン トイ ン を直接

D一ア ミ ノ 酸に 微生物変換 しよ うとす る 試 み が 多方面

で 検討されて い る alS，　B1−ss） これ らはD 型基質に 特異的

な ヒ ダ ン トイ ナーゼ と上 述の カ ル バ ミラ
ーゼ を 併せ も

Table　9．　Optical．　rotation 　of 　D −amino 　acids 　obtained 　by　the　decarbamylation

　　of 　2監 carba 皿 yl−D −amino 　acidS ．

Micr。。rganiSm Dレ Hydanto圭n

一Car　 amyl −D ・ammo
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 D −Ar ロhlo　acid
　 　 　 acid

。驫 毳εnl
・］・95＊ ［q ］　BS＊＊

PseualOmouas
strinta

5−Phenyl−

5−（P−Hydroxyphenyl）−

5辱（2啣Thienyl＞開

87％
8293

一132

− 146
− 97

一153
− 159
− 106

alkalophilic
Ba σillus　sp ．

5−Phenyl圃

5−（p・Hydroxyphenyl）−

5噛（2−Thienyl）鹽

−亀
4噛

5

970

り

一127

− 140
− 95

一154

− 161

− 105

＊ G ＝0．5−1．0 （0．1NNH40H ），
＊＊ C ＝1．0 （1−2　N 　HCI ）．
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　 　 　 　 Buche ： er　SYn 七hesi5
R−CH° 一一 一 一一 一

→
R幽fH’CgNH

　 　 　 　 　 　 NH・CO

A ユdehyde

　 　 R−C陸一COOH
　 　 　 　　　　　　　　　 NaNO 　　 HC エ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2「
　　　 照 CO照2

　 N
−Cnrbamyl 臨O −amino 　acid

Fig．5．
　　prOduction．

」
−5−Subs し itu ヒed

　 　 　 hyd 己 n しoin

　 Deearba 皿 ylation

一 R−CH−COOH
　 　

　 NH2D

・Ami 員o 　邑oid

P（msible 　synthetic 　 scheme 　fbr　D −amino 　acid

っ た微生物の 作用を利用 した もの と思わ れ る．

　D 一ア ミ ノ酸の 合成 ス キーム 　 DL −−5一置換 ヒダ ン ト

イ ン を用 い る D 一ア ミノ酸の新しい合成法 と して ，
Fig・

5 に示すような 3 ス テ ッ プからな る合成ス キーム が可

能 と な っ た．

　 ヒ ダ ン トイ ナ
ー

ゼ の 基質とな る DL −5一置換 ヒダ ン ト

イ ン は Bucherer 法に よ り，ア ル デ ヒ ドか ら容易 に 合

成で きる，Buchcrer 法は ， 現在で も多 くの ア ミノ 酸の

合成 に 適用 され て お り， 技術的に確立された方法で あ

る．こ の 合成 の 出発原料 とな るア ル デ ヒ ド類に つ い て

も，Reppe 合成や オ キ ソ 合成の 発展に 伴 っ て 多様な も

の が供給され る ように な っ て い る こ とから，広範囲の

5遣 換 ヒ ダ ン F イ ン の 合成 が 可能 で ある ，

　 こ の ス キーム 中， もう 1 つ の 化学反応ス テ ッ プで あ

る脱 カル バ ミル 反応は，亜硝酸に よ っ て 酸化を受けや

すい 官能基 （例え ば
一NH2

，

−SH 　 etc．）な どの 置換基

さえ な ければ，先 に述べ た よ うに 基本的に は問題なく，

種 々 の N 一カ ル バ ミル
ーD 一ア ミノ 酸 に適用で きる．

　微生物 ヒ ダ ン ト イナーゼ の 広範囲な基 質特異性と ，

こ れら化学的反応ス テ ッ プの 柔軟 な適応姓 か ら考 えて ，

本ス キ
ー

ム は D 一ア ミノ 酸 の
一

般的な合成法 とな るも

の と思われる．こ の 酵素的合成法 の 特徴は次の よ うに

要約で きる．

　1）　 1回 の 酵素反 応 で 肌 型 基 質すべ て を D 型 の カ

ル バ ミル ァ ミノ 酸に変換 で きる ため ， 従来法で は必須

の L 型再利用 工 程が不要とな り， 製造プロ セ ス が簡潔

と な る．

　2） 酵素 が広 い 基質特異性を有す る ため，同
一

プ ロ

セ ス が広範囲の D 一ア ミノ 酸の生 産 に 適用で き る．

　3） 厳密 な立体選択性を示す酵素反応を利用 す るた

め，光学純度 の 高 い D 一ア ミノ 酸が容易に取得で きる・

　4）　 ア ミノ 酸 の 合成中間体を，直接，基質として 使

用 で きる．

　5） 安価な 微生物菌体を酵素と して 使用 で きる．

6． 5一置換ヒダ ン トインの新しい合成法

　 D一ア ミノ 酸の微生物的合成法 の 具体的 な展開 と し

て ，ア モ キ シ シ リ ン な ど β
一
ラ クタ ム 抗生 物質 の 側鎖 ア

ミノ 酸として 重用視され て い る Dナ ヒ ドロ キ シ フ ェ

ニ ル グ リシ ン （D ・HPG ）をタ
ー
ゲ ッ トに 選び，そ の 効

率的な合成法の 開発を 試 み た ．酵素反 応 の 基質 と な る

5−（P一ヒ ドロ キ シ フ ェ ニ ル ）ヒダ ン トイ ン （介HPH ）は，

基本的に は b ヒ ド ロ キ シ ベ ン ズ ァ ル デ ヒ ドを 用 い て

Bucherer 法 に よ り合成す る こ とは可能で あ る が，高価

な ア ル デ ヒ ドや危険な シア ン 化合物を使用するうえ に ，

フ ェ ノ
ー

ル 核の 酸化 に 伴う副生物の た め純度が 低い こ

とな ど，工 業的な p一且 PH の 製法と して は ，
こ の 反応

は必ずしも有効 な方法 とはい えな い 側面をも っ て い る。
一般に，合成化合物を基質とする酵素反応の 実際的な

生 産 プ ロ セ ス へ の 応用にお い て は ， 基質をい かic効率

的に 供給 で きるかとい うこ とも，ト
ー

タ ル な生産性を

考える 上で 重要な ポ イ ン トの 1つ に な る．

　筆者ら
34）は ， P−HPH の 有利 な合成法 の 探索 に あた

っ て，DL −HPG がグリオ キシ ル 酸とフ ェ ノール をア ン

モ ニ ァ の 存在下 に 反 応 させ て 合成 され て い る こ と に注

目 した。Ben −lshaiら35） に よ る ア ミ ドア ル キ ル 化反 応

の知見を背景に，グ リオ キ シル 酸，フ ェ ノ
ー

ル ，尿素

を用 い る反 応 を種 々 検討した と こ ろ ，
こ の 3 種の 化合

物を強鉱酸 の 水性媒体中で 加熱下， 反 応させ る と一挙

に ρ
一HPH が沈殿結晶として 生成す る こ とを見いだ し

た．こ の 反 応 は ，
Fig．　6 に示す よ うに ， 数種 の 反 応の

複雑な組み合わせ で 成りた っ て い るもの と考え られ る

が， 設定 した反応条件下で は，ア ラ ン Fイ ン （II）と フ

ェ ノ
ー

ル の 反 応速度は遅 く，また か ヒ ド ロ キ シ マ ン デ

ル 酸 （NI）の 生成 は比 較的少な い こ とな ど か ら，（II）

およ び （m ）か らの p・HPH の 生成へ の 寄与は小さく，

（la，　Ib，
　Ic）と フ ェ ノ

ー
ル との 反 応が 中心 と考え られ

る．こ れ ら中間体の カ ル ボ ニ ウ ム カチ オ ン の フ ェ ノー

ル 核へ の 親電子的な攻撃は ， オ ル ト位も対象とな るた

め パ ラ 体 の 少 HPH と ともに ，少量 の オ ル ト体 （o・

HPH ）の 副生 が認め られる ．しか し， 反応温度な ど反

応条件を選 べ ば ， Pl・ 比 を か な り高くする こ とが で き

（Fig．7），　p−HPH の 反 応収率もグリオ キ シ ル 酸 に 対 し

て 相 当高収率 にす る こ と も可 能で ある．適 当 な 条件 を

設定すれば，反応後，沈殿結晶を ろ過 ・水洗するだ け

で極め て 高純度の p−HPH を容易に単離す る こ とがで

N 工工
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F至g．6． Assumpt 三ve 　reaction 　mechaniSms 　ofp ．HPH 　formation。34）

きる な ど，本法は従来 の Bqcberer 法と比較 して コ ス

ト， 安全性，操作性 な どの面 で 優れた方法とい え る．
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Fig．7．　 Effect　of 　reacdon 　temperaturc　o 職 the　yields
　　ef 　HPH 　and 　the　ratio 　efp 一且 PHto．HPH ．s4 ）

　　To 　a 　mixture 　ofurea （36．Og＞， 90％ （w ’w ）aqueous

　　solution 　efpheno1 （33．09）， 36％ HCI （93．09）and

　　H20 （1269）was 　added 　40％ aqueous 　solution 　of

　　91yoxy1量c　acid （55・69）over 　5　h　at 　severa ！tempera −

　　turc，　and 　af 箆r　the　cempletion 　of 　addition
，　the

　　 reacuon 　 was 血 rther 　 carried 　 out まbr　15　h　 with

　　s跏   ・ Y三・1ds ・f　HPH 　and 　th。 ・ ate ・f　phen ・I

　　cons 皿 mption 　were 　calcu 里ated 　on 　the　basis　of 　gly＿
　　 ox γlic　acid 　used ．

この基質 の 薪 しい合成法を用い る こ とに よ り，
D ・HPG

の 微生物的合成法 は一
層効率化され ， 経済的に有利な

基本合成 ス キーム が確立 した．

　ま た ， フ ェ ノ
ー

ル をチ オ フ ェ ン に 置き換え るだけで

DL −5−（2 一チ ェ ニ ル ） ヒ ダ ン トイ ン が合成 で きる
36） こ

となどか ら，この ヒダ ン トイ ン の 新 しい 合成法は か な

り広い 汎用性 を有 して い る もの と思われる．最近，二

段反応方法 に よる グ リオ キ シ ル 酸からの 5一ア リ
ー

ル ヒ

ダ ン トイ ンの 合成法が報告されて い る．37） こ の方法で

は，まず アル カ リ性下 に グ リオ キ シ ル 酸 と フ ェ ニ ル 誘

導体を反応させ，い っ たん マ ンデ ル 酸誘導体を合成 し，
つ い で ，

こ れを 酸性下 に尿素と反 応 させ る方法で ， 各

種 の 5一ア リ
ー

ル ヒ ダ ン トイ ン の 合成が試みられて い る．

今後 ，
こ の よ うな グ リオキ シ ル 酸， 尿索な どを用い る

5一置換 ヒ ダ ン トイ ン の薪 しい 合成法は ， 特に β
一
ラ クタ

ム 抗生 物質 の側鎖ア ミノ 酸と して有用な各種非天然型

の D一ア ミノ 酸の合成 に ， 有効に利用で きるもの と思

われる．

7． D一ア ミ ノ 酸の 利用

　現在，b一ア ミノ 酸で 最も需要の 多い の は，何 と雷 っ

て も， β一ラ クタ ム 抗生物質の 側鎖成分として の 利用 で ，
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D −HPG の ほ かに D 一フ ェ ニ ル グ リシ ン が良 く知 られて

い る・最近で は ，
D一シ ス テ イ ン （MT −141），　 D一ス レオ

ニ ン （セ ブ プペ ラ ゾ ン ），D一ア ス パ ラギ ン eees） な ど の

ような天然型 ア ミノ 酸 の D一ア ミ ノ 酸を利用 した例も

み られるな ど，種々 の D一ア ミノ 酸が用 い られようと し

て い る．また，新薬開発の 過程で は各種 の D一ア ミノ 酸

に つ い て膨大な検討が な さ れて おり， 今後幾種類もの

D一ア ミノ酸が実用化さ れる可能性が高い もの と思われ

る．β一ラ ク タ ム 抗生物質以外の 分野 で も，ペ プチ ドホ

ル モ ン （LH −RF
，
　TRF

，
　MIF

，
エ ン ケ フ ァ リン な ど）

の 薪薬開発 にお いて，活性 の 持続性の 改善などを目的

に した ア ナ ロ グ体 の合成 に，各種の D一ア ミノ 酸を用

い る研 究が 活 発 に行わ れ て い る ．また ，
D 一ア ミ ノ 酸そ

の もの も医薬として の 利用が検討されて お り ， 抗うつ

剤ある い は鎮痛剤として D一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
S9・40 ｝がi

抗 リ ュ
ーマ チ 剤 と して D 一ペ ニ シ ラ ミン 41｝が，さ ら

に ， 新 しい タ イ プの 抗生物質 として D一フ ル オ ロ ア ラ ＝ ・・

ン
42｝な どが研究されて い る．細胞免疫物質や ペ プ チ ド

抗生物質も医薬と して 興味をもた れて い るが ，
こ れ ら

に も D 一グル タ ミ ン 酸な ど D一ア ミノ酸を含ん だもの が

多い ．最近で は ， 医薬 の み な らず農薬合成 へ の 利用 も

検討され，D一バ リン の 特異な立体配置を ピ レ ス ロ イ ド

系殺虫剤の 合成 に利用 しよ うとす る試みが な されて い

る．4s） こ の よラに ， 近年，　 D一ア ミ ノ 酸の 利用範囲が急

速に拡大 して い るこ とか ら，今後，J）一ア ミ ノ 酸 に 対す

る 需要 は 増大す る もの と考え られ る．

8． お 　わ　り　 に

　 5一置換 ヒ ダ ン bイ ン とい う非天然化合物を 基質とし

た微生物変換の研究を通 じて ，D 型基質に特異的な ヒ

ダ シ トイ ナー
ゼ を見 い だ し，

D 一ア ミノ 酸の 新 しい 合成

法の 開発へ と研究 を展開して きた．以上 の 研究は ， 京

都大学食糧科学研究所 お よ び農学部発酵生理学研究嶷

と鐘淵化学工 業  生物化学研究所 と の 密接 な共同薪究

に よ っ て 行われた もの で あ る．本微生物的合成法は ，

鐘淵化学工 業   の技術陣に よ っ て ，
D −HPG の 合成法

と して 開発 さ れ，現在 ，
シ ン ガポー

ル の ジ ュ ロ ン 工 業

地 帯 に建設 され た プ ラ ン ト （カ ネ カ シ ン ガ ポー
ル 社）

に ょ っ て 500　tlyear の 規模で の 生産をみる に 至 っ て い

る．ま た，ピ レ ス ロ イ ド系殺 虫剤 の 合成原 料 と して の

D一バ リン の 生 産 も，本法 を適 用 して 開始 され て い る．

　以 上 の 基礎研究 を 通 じて ，通常，代謝マ
ッ プな どで ，

ともすれば画
一

的 icとらえ が ちな 酵素の 中に も，
’
潜在

的な能力 と して ，非天然化合物をも良好な 基質 とす る

柔軟な特異性を示すな ど，幅広 い 利用 の 可能性を持 つ

酵素の あ る こ と壷実感 して い る．今後，ますます多様

化，複雑化して くる生理活性物質などの 有用物質の生

産に，従来の 合成触媒に ない，こ うした酵素の 優れた

性質を効率的に利用 しよ うとす る研究 が，さ らに 活発

に な る こ とで あろう．こ うした意味にお い て ，微生物

酵素利用 の ひ とつ の モ デ ル と して ， 本研究が少 しで も

参考に なれば幸い で ある。

　 最 後に 、本研究の 開始当時よ り終始変わ らぬ ，
ご懇篤なるご指導

・

　ご鞭 撻を賜りま した京都大学農学部教授 ， 山田秀 明先生に厚 く感謝

　の 意を表します．また， 本研究の 推進に あたり、 絶大な る ご支 援 と

　ご指導 をい ただ いた 鐘淵化学工 業（株）常務取締役，生物化学研究所

　長渡辺 清博士 ， 常務取締役金沢守成医薬 品事業部長な らびに米田耕

　司技術調査部長に哀 心よ り感謝い た します．また，京都大学食糧科

　学研究所お よび 農学 部そ して 鐘淵化学工 業（株）生物化学研究所の 多

　 くの 共同研究者の方 々 に 深 く感謝の 意を表 します．
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