
氏 名

学位 (専攻分野)

学 位 記 番 号

学位授与の 日付

学位授与の要件

学 位 論 文 題 目

わ だ まさる
和 田 大

博 士 (農 学)

論 農 博 第 2217号

平 成 11年 1月 25日

学 位 規 則 第 4 条 第 2項 該 当

Studiesofnovelmicrobialenzymesusefulfortheproductionofopticallyactive

alcohols

(光学活性アルコール類の生産に有用な微生物酵素の探索と開発に関す

る研究)

(主査)

論 文 調 査 委 員 教 授 清 水 昌 教 授 加 藤 暢 夫 教 授 江 崎 信 芳

論 文 内 容 の 要 旨

医薬等の有用生理,活性物質はその構造中に不斉炭素原子を有するものが多く,たいていの場合は一方のエナンチオマー

のみが生理活性を持つ｡また,もう一方のエナンチオマーは活性を持たないばかりか,副作用など好ましくない性質を示す

場合がある｡このため,この様な有用生理活性物質を有機合成的に手に入れるには,ラセミ体の光学分割などの煩雑な過程

を経なければならないことが多い｡光学活性な有用生理活性物質の生産に酵素法を取り入れる利点のひとつに,酵素の持つ

高い立体選択性があげられる｡本研究ではこのような観点から,光学活性アルコールの生成および分解に関与する酵素をター

ゲットとして,微生物の生産する有用酵素の探索,精製と諸性質の解明,光学活性アルコール生産-の応用について検討を

加えた｡その主な内容は以下のとおりである｡

第 1章では細菌由来のスレオニンアル ドラーゼに関する研究について述べた｡スレオニンの変換に関与する酵素反応のう

ち,スレオニンアル ドラーゼ反応に注目し,スレオニンの各種異性体に作用するスレオニンアル ドラーゼの探索を行った｡

その結果,スレオニンアル ドラーゼ反応を示す菌株は無細胞抽出液の立体選択性によって3種類に分類することができた｡

また,土壌より分離したAcromonasjandaeiDK139にL-アロスレオニンアル ドラーゼ,Arthrobactersp.DK-38にD-スレ

オニンアル ドラーゼの2種の新規なスレオニンアル ドラーゼを兄いだし,その諸性質を明らかにした｡L-アロスレオニンア

ル ドラーゼはL-スレオニンやL-セリンに対して活性を示さず,新規なスレオニンアル ドラーゼであると考えられた｡また,

D-スレオニンアル ドラーゼは補酵素としてピリドキサール 5-･リン酸 (PLP)を要求した｡また,Mn2+などの2価金属イ

オンが反応に必須の因子であることも明らかとなった｡

第2章では微生物酵素を利用したethy14-chlor0-3-0Xobutanoate(COBE)の不斉還元による,ethyI(R)-41Chloro-3-

hydro-Ⅹybutanoate((R)-CHBE)の生産に関する研究について述べた｡Sporobolomycessalmonicolor由来のアルデヒド

還元酵素をコー ドするcDNA (AR-CDNA)および補酵素再生系としてBaci11usmegaterium由来のグルコース脱水素酵素

(GDH)遺伝子を組み込んだ大腸菌を作製し,COBEの不斉還元による (R)-CHBEの高濃度生産法の開発を行った｡AR･

cDNA大量発現菌EscherichiacoliJM109(PEAR)を用いて,水-酢酸n-ブチル2相系でCOBEの不斉還元反応を行 うと最

適条件下で255mg/mlの (R)-CHBEが生成し,この時の収率は91%,生成した (R)-CHBEの光学純度は91%e.e.であった.

また,GDH遺伝子大量発現菌E.coliJM109(pGDA2)の菌体が市販GDHと同様,にNADP'およびグルコースを基質とし

てNADPH再生系酵素として働くことを認め,不斉還元反応に供することが可能なことを示した｡さらに,AR･cDNAとGD

H遺伝子を同時に発現させた大腸菌E.coliJM109(PEAR,PKKGDH)を上記の反応系に適用しても同等の結果が得られ

ることを示した｡

第3章ではCOBEを (S)-CHBEに不斉還元する微生物の探索を行い,Candidamagnoliaeを兄いだした｡さらに,本菌

株より複数のCOBE還元酵素を精製 ･単離し,その諸性質を明らかにした｡本菌の洗浄菌体とGDHあるいは上記のGDH発
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現大腸菌共存下でCOBEの還元反応を行うと,190mg/mlの (β)-CHBEが生成した (モル収率,95%;光学純度,99%e.e.)｡

また,本菌より上記還元反応に関与する還元酵素3種を電気泳動的に均一に精製し,その諸性質を明らかにした｡それらの

うちのひとつは,アミノ酸配列上,他の酸化還元酵素と有意な相同性を示さなかったが,他の2つはそれぞれ短鎖アルコー

ル脱水素酵素/還元酵素ファミリーおよびアル ドーケトレダクターゼスーパーファミリーに属するタンパク質と相同性を示

した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,酵素の持つ高い立体選択性に着目し,微生物の生産する有用酵素の探索,精製と諸性質の解明,光学活性アル

コール生産-の応用について検討を加えた結果をまとめたものであり,評価すべき主要な点は以下のとおりである｡

1.好気性細菌におけるスレオニンアル ドラーゼ活性の分布を調べ,AjandaeiDK-39よりL-スレオニンやL-セリンに対

して活性を示さない新規なスレオニンアル ドラーゼ,L-アロスレオニンアル ドラーゼ,を均一に精製 した｡また,

Arthrobactersp.DK-38よりPLP酵素でかつ,反応に2価金属を要求するユニークな性質を示すD-スレオニンアル ドラー

ゼを均一に精製した｡これらの結果は細菌のスレオニンアル ドラーゼ類が多様な立体選択性を持っことを示すものである｡

2.S.salmonicolor由来のARICDNAおよびB.megaterium由来のGDH遺伝子を組み込んだ大腸菌を用いてCOBEの不斉還

元を行い,(R)-CHBEの高濃度生産が可能なことを示したO酵素法による不斉還元反応では補酵素の再生が問題となるが,

本研究では酸化酵素と還元酵素を同一宿主内で発現させることにも成功し,この間題を解決している｡

3.C.magnoliaeがCOBEを立体選択的に還元して (S)-CHBEを与える能力が高いことを認め気本菌体を用いる (S)-CH

BEの高濃度生産法を確立した｡

4.C.magnoliacよりCOBEの還元に関与する3種の酵素を均一に精製し,諸性質を解明した.

以上のように,本論文は微生物の生産するカルボニル還元酵素の立体選択性,光学活性アルコール類の合成について基礎 ･

応用両面にわたって多くの新しい知見を加えたものであり,応用微生物学,応用酵素学に貢献するところが大きい｡

よって本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡なお,平成10年12月10日,論文並びにそれに関連

した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力が十分あるものと認めた｡
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