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836　　　　 低立体選択性D 一ス レ オ ニ ン ア ル ドラ
ーゼ活性の 発現に必要な補酵素の 同定
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　 ［目的1Arthrobacter　sp ．　DK −38 由来 の 低立 体選択性D ス レ オ ニ ン ア ル ドラ
ーゼ （1｝TA ）は D 一ス レ

オ又 は D 一エ リス ロ ーβ一ヒ ドロ キ シーα 一ア ミ ノ 酸か らグ リ シ ン と ア ル デ ヒ ドを生成 する 反応、及 び そ の

逆反応 を触媒する。我 々 は 既に本酵素 を精製 し
1｝、そ の遺伝子 の ク ロ

ー
ン 化 と

一次構造 も報告 し 畑 。

本研究で は、低立 体選択性D 一ス レ オ ニ ン ア ル ドラ
ーゼ の 機能 ・構造解明及 びそ の 高度利用 の 目的で 、

酵素活性 の 発現 に 必要な補酵素の 同定 を行 っ た 。

　 ［方法及び結果］ 大量酵素を取得す るため、PCR に よ り低立体選 択性D −TA 遺伝子断片 を増幅 し た 。

PCR 産物 をpKK223 −3の tヨc プ ロ モ
ー

タ
ー

下流 に 挿 入 し 、
　 Escherichja　coli　 XLI −brueを宿 主 と し 、

  を誘導剤 と して 大量の 低立体選択性D −TA を発現 させ た 。 更 に、三段 階 の ク ロ マ トグラ フ ィ
ー
操

作 に よ り、 電気泳動的 に均
一

な酵素標 品を得 た 。 組み 換 え菌か ら精製 した酵素は 417nm にお い て 吸

収 ピー
クを示 した が、シ ス チ ン の 添加 に よ り、こ の 吸収ピー

クが消失 し、 330nm 附近 に新たな吸収
ピー

クが生 じた 。 尚、NH
，
OH 存在下 で の 透析 に よ り失活 した酵素は ピリ ドキサ

ー
ル リ ン 酸 （PLP）

の 添加 に よ り活性 を回復 し、 NH20H 存在下で失 っ た417nm で の 吸収 ピ ー
ク も再現 した 。 こ の こ とか

ら、本酵 素 はPLP酵 素で あ る こ とが示 唆 され た 。 本 酵素 は単量 体あた り1分 子の PLP を含有 し 、

Lys59が本酵 素の PLP結合部位で ある こ とが化学修飾法に よ り同定 された 。

一
方 、 精製 した組み換え

低立体 選択性 D −TA は、二 価金属 を含 有 し て い な か っ た が、　 Mn ’2
などの 二 価金 属の 添加 に よ り、D

一ス レ オ ニ ン に対 する分 解活性 は著 しく増加 した 。 平衡透析法を用 い て 分析 した結果 、 本酵索は単

量体あた り1分子の M ガ
2
と結合で きる こ とが判明 した。以上 の 結果か ら、低立 体選 択性 D ス レオ ニ

ン ア ル ドラ
ーゼ は二 価金属 に よ っ て活性化 され る 新規 なPLP酵素で ある と考え られ る L ）Kataoka　et

aL ，Eur．　J．君fochem．248 ：385−393，1997 ．2，）Liu　 ctal ．，f．　Biof ．　Chem．273 ：16678−16685 ，9998，
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［目的］L一ス レオー3− （4一メチル チオ フ ェ ニ ル ）セ リン は抗菌剤 florfenicO1合成の 中間体で あ り、

現在多段階の 化学合成 法 によ り生 産され て い る。しか し同方法で は、立体特異性の 制御が 困難で 、
工 業的製造の 上 で の 障害とな っ て い る。本研究で は、簡便か つ 効率 の 良い 生産プ ロ セ ス を確立 す

るため 、低立体選択性 D 一
ス レオ ニ ン ア ル ドラ

ー
ゼ （D −TA ）を用い 。化学合成 と酵素分割法 を組

み合わせ 、L一ス レオ
・−3− （4 一

メチ ルチオ フ ェ ニ ル）セ リ ン の 合成 を試み た。

［方法及び結果］p 一
メチル チオベ ンズアルデ ヒ ドとグ リシ ンをアル カリ条件下で反 応させ 、DL 一

ス

レオ 及び DL 一
エ リス ロ

ー3− （4一メチルチオ フ ェ ニ ル）セ リン の ラ セ ミ体混合物を合成 し た。こ れ

ら の光学異性体の 等 電 点の 違 い を利用 し結晶化 を行い 、高純度の DL 一
ス レオ

ー3− （4一メ チル チ オ

フ ェ ニ ル ）セ リンを得た。次に、組み換え大腸菌か ら精製 した低立体選択性 D −TA を用 い て 、　 O．Ol
mM の ピリ ドキサール ー5’一リン酸及び 0．lmM の 塩化 マ ン ガン を含む 100　mM トリス緩衝液 （pH

8．0） 15m1 中、50℃ で、100　mM の DL 一
ス レオ

ー3− （4一メチル チ オ フ ェ ニ ル）セ リン の 光学分割

反応 を行 っ た。そ の 結果 、 D 一
ス レオー3− （4一メチ ル チオ フ ェ ニ ル）セ リ ンが完全に消失 し、　 L一

ス レオ
ー3− （4一メ チル チオ フ ェ ニ ル）セ リン が理論収壼 99％ 以上 で 得 られ た 。 こ の 生 成物は、シ

リカカラ ム に よ り精製 した。NMR 、　 HPLC 等 の 手 法に よ り、得られ た L一ス レオ
ー3− （4一メ チル チ

オ フ ェ ニ ル ）セ リン の光学及び化学純度が 99 ％以上 で ある こ とが判明した。さ らに D −TA 遺伝子

を含む大腸菌 細胞 を用 い て 分割 を行 っ た際 に も同様の 結果 が得 られ た e
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