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は じ め に

化学合成により容易に得られるアミノ酸アミドを基質と

する酵素的光学分割法を提唱し，各種の新規なアミノ酸ア

ミダーゼ類を開発してきた．これらの酵素は，特異な構造

と機能を有することで特徴的である．これらの酵素を，ア

ミノ酸アミドの光学分割に用い，D-アミノ酸を製造するこ

とが可能である．最近，これらのアミノ酸アミダーゼ類を

アミノ酸アミドラセマーゼと共に用いて，さらにダイナ

ミックな光学分割に有効に利用することが可能になった．

本稿では，D立体選択的なアミノ酸アミド加水分解酵素

等の探索とその利用，および最近解明されたこれらの酵素

の構造と機能について紹介する．

１． D立体選択的アミノ酸アミダーゼの探索と

光学分割への利用

Pfizerによる新しい人工甘味料として有望視されたアリ

テーム（L-アスパルチル D-アラニンチエタンアミド）１）の構

成成分となる D-アラニン N -アルキルアミドの酵素的合成

研究を開始する際に，以下のように考えた．アミノ酸には

そのアミノ基およびカルボキシル基に，それぞれアシル基

や Boc基等の保護基を有する化合物，あるいはエステル

やアミド化された誘導体が存在する．DL異性体を考慮す

ると，これらには計４種類の誘導体グループが存在する

（図１）．加水分解酵素を触媒として利用する速度論的光学

分割反応において，N -アシルアミノ酸に作用する酵素と

して L-アミノアシラーゼおよび D-アミノアシラーゼが知

られており，前者は各種 L-アミノ酸の工業的製造に用い

られてきた（図２）．D-アミノ酸アミドやエステルの加水

分解反応を触媒する酵素が存在すれば，それらを有機溶媒

中等の条件下で用いて目的のアミドの合成が可能になる．
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反応中間体として想定される D-アミノアシル-酵素複合体

が加水分解されれば，D-アミノ酸が生成する．すなわち，

保護基をかけない安価なラセミ体のアラニンアミドやエス

テルに，アミンを作用させて D-アラニン N -アルキルアミ

ドを D立体選択的に合成できると考えた．しかしながら，

そのような酵素は知られていなかった２，３）．そこで，D-アミ

ノ酸アミドの選択的な加水分解反応を触媒する酵素のスク

リーニングに着手した．D-アミノ酸アミドを窒素源として

生育する微生物を自然界から集積培養法や馴養培養法を用

いて多数分離し，さらに保存菌株からも検索した．候補株

からそのつど酵素を精製し，立体選択性を確認する二次ス

クリーニングを経て，数種の微生物株候補株を選択した．

その結果，土壌から分離した細菌 Ochrobactrum anthropi

C１-３８株および SV３株を得ることに成功した．

D-アミノ酸は医薬品や農薬原料の合成原料としても注目

されており，D-アミノ酸の効率的な生産方法が望まれてい

る．D-アミノ酸アミダーゼが存在すれば，上記の目的以外

にもアミノ酸アミドを不斉加水分解して D-アミノ酸を与

える，新しい酵素的合成法にも発展させることが可能であ

る．この合成では，アミノアシラーゼを用いるアシルアミ

ノ酸の光学分割よりも短いステップで D-アミノ酸に到達

できることになり，産業的にメリットがある（図２）．

２． D立体選択的ペプチダーゼおよびアミダーゼの性質

自然界から D立体選択的ペプチダーゼおよびアミダーゼ

生産微生物の探索を行い，目的の微生物を分離した．それ

らは，３種類の新しい酵素を生産した（表１）．まず，D-ア

ラニンアミド（D-Ala-NH２）を単一窒素源として分離した

Ochrobactrum anthropi C１-３８は D-アミノ酸を含むペプチド

や D-アラニン等のアミノ酸のアミドを D立体選択的に作

用する加水分解酵素，D-アミノペプチダーゼ（DAP, EC

３．４．１１．１９）を生産する４，５）．DAPは，遊離のアミノ基を認

識して，D-アミノ酸を N末端に有するペプチドやアミノ

酸アミドの加水分解反応を触媒する．一方，D-バリンアミ

ドを窒素源として数ヶ月の馴養培養の結果分離した O. an-

thropi SV３は，フェニルアラニンやチロシン等のかさ高い

側鎖をもつアミノ酸のアミドの D立体選択的な加水分解酵

素を生産した６）．本酵素は，DAPのようなペプチダーゼ活

性は示さず，D-アミノ酸アミダーゼ（DaaA）と呼べる酵

素である．さらに，D-フェニルアラニンの四量体（D-Phe）４

を合成し，その分解菌 B. cereus DF４-Bを分離した．その

培養上清に分泌されるアルカリ D-ペプチダーゼ（ADP）は

フェニルアラニン等を含むペプチドの N末端から２番目

の D体を認識するエンドペプチダーゼであった７）．

３． D-アミノペプチダーゼ（DAP）の構造

表１に示す３種類の D立体選択的加水分解酵素の一次構

造は，いずれも細菌細胞壁のペプチドグリカン生合成に関

与する DD-カルボキシペプチダーゼや β-ラクタム抗生物質

の加水分解を触媒する β-ラクタマーゼと相同性を示し，

Serを活性中心とするペニシリン認識酵素ファミリーに属

する．

DAPの X線構造解析が，１．９Å分解能で行われている８）．

図２ アミノ酸誘導体の合成と光学分割

図１ アミノ酸誘導体に作用する４種類の加水分解酵素群

表１ 我々が見出した微生物由来の新規な D-アミノ酸含有ペプチド加水分解酵素

酵 素 由 来 活性中心 用 途

D-アミノペプチダーゼ（DAP） Ochrobactrum anthropi Ser ダイナミックな光学分割，ペプチド結合の合成
アルカリ D-ペプチダーゼ（ADP） Bacillus cereus Ser ダイナミックな光学分割
D-アミノ酸アミダーゼ（DaaA） Ochrobactrum anthropi Ser ペプチド結合の合成
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本構造より，D-アミノ酸を N末端にもつ基質に対してア

ミノペプチダーゼ活性を示すという独特な基質特異性を決

定付けているドメイン構造が解明された（図３）．すなわ

ち，ドメイン Aは，セリンを活性中心とする β-ラクタ

マーゼと類似の構造を有し，α／βドメインとヘリカルドメ
インからなる（残基３―３３１）．ドメイン Bは８本の逆平行

βシートからなる β-バレル構造をしている（残基３４１―

４１８）．また，ドメイン Aと Bは，９個のアミノ酸ペプチ

ド（３３２―３４０残基）で連結している．ドメイン Cも同様に

８本の逆平行 βシートからなる β-バレル構造をしており

（残基４２２―５２０），３個のアミノ酸ペプチド（残基４１９―４２１）

で連結している．ドメイン Cには γ-ループ（４７６―４８６残基）

と呼ばれるループがあり，このループ上の Asp４８１は，ド

メイン Aの活性部位（α／βドメインとヘリカルドメイン
の間に存在）へ突き出していて，活性部位の一部を形成し

ている．この Asp４８１が，基質ペプチドの N末端の D-アミ

ノ酸のアミノ窒素と相互作用することが示唆されている８）．

DAPは，基質ペプチドの N末端側から加水分解するペ

プチダーゼ活性は有するが，基質ペプチドの C末端側か

ら加水分解するペプチダーゼ活性（CPase活性）は有さな

い．この活性の有無は，DAPの構造から計算された，基

質を受け入れるための空洞から説明することができる．す

なわち DAPでは，基質ペプチドの N末端残基が求核基

Ser６２に近づくのに十分な空洞が認められた．しかし，基

質ペプチドの C末端残基が求核基 Ser６２に近づくのに必要

な空洞は，DAPでは γ-ループ（４７６―４８６残基）上の残基で

図３ DAPの全体構造
ドメイン A（青），B（緑），C（オレンジ）．γ-ループ（残基４７６―４８６）は紫
で示す．

図４ DaaAの単量体（a）と DAPのドメイン A（b）の全体構造の比較
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ある４８０―４８３残基の立体障害のため認められなかった．実

際に，γ-ループ上のすべての残基を Glyに変異させた変異

型 DAPは CPase活性を得たため，後者の考えは，実験的

にも裏付けられている９）．

４． D-アミノ酸アミダーゼ（DaaA）の構造

DaaAはその一次配列から，ペニシリン認識酵素群

（PRPs）に属すると考えられる．PRPsは，三つの典型的

なモチーフ（SXXK，Y（S）XN，H（K, R）T（S）G，Xは任意

のアミノ酸）が活性部位を形成している．これまでに構造

解析された PRPsの具体例として，β-ラクタマーゼに属す

るクラス C β-ラクタマーゼ１０）や，ペニシリン結合酵素群

（PBPs）に属する DD-カルボキシペプチダーゼ１１）が挙げら

れる．DaaAにおいても，PRPsに特有の三つのモチーフ，

Ser-X-X-Lys，Tyr-X-Asn，His-Thr-Glyが存在する．最初の

モチーフの Ser６０は，求核基と考えられている６）．２番目

のモチーフの Tyrは，クラス C β-ラクタマーゼや DD-カ

ルボキシペプチダーゼでも保存されているが，ほとんどの

PBPsでは Serである．クラス C β-ラクタマーゼ１２）や DD-

カルボキシペプチダーゼ１３）では，この Tyrは脱アシル化の

際の一般塩基として働くことが示唆されているので，

DaaAの Tyr１４９も同じ働きを果たすことが予想される．３

番目のモチーフ（通称 KTGボックス）は，PRPsにおいて

活性部位の溝の反対側の壁を形成するモチーフであるが，

DaaAでは His３０７-Leu３０８-Gly３０９が位置していた．特に，

DaaAの Leu３０８の側鎖は，Phe２８２の側鎖と疎水性相互作

用を形成していて，後述する基質ペプチドの N末端残基

が求核基 Ser６０に近づくのに必要な空洞を遮断していた点

で，他の PRPsと比べ独特であった．

Okazakiらにより DaaAの X線結晶構造解析も，２．１Å

分解能で行われている１４）．DaaAの単量体は，残基１―６０と

残基２４３―３６３から形成される α／βドメイン（４本の αヘ
リックスによりはさまれた５本の逆平行 βシート）と，
残基６１―２４２で形成されるヘリカルドメイン（７本の αヘ
リックスと Ω-ループ（残基２０７―２２３））により構成されて

おり，DAPのドメイン Aの構造と類似していた（図４）．

生成物である D-Pheと DaaAの複合体の構造も２．４Å分

解能で報告されている．６分子中５分子（A―E）で，生成

物 D-Pheの電子密度が DaaAの活性部位に認められた．こ

の複合体構造から，生成物 D-Pheの認識機構が提案されて

いる．D-Pheの側鎖のフェニル基は，Ala５９，Phe１１３，Glu

１１４，Trp２１５，Phe２３４，Ala２３９，Ala２４２，Gly２４３， Ile３１１

により形成される疎水性ポケットに位置し，かさ高い疎水

性側鎖をもつアミノ酸アミドを基質として好む，DaaAの

基質特異性を生み出していると考えられる．また，DaaA

に高い D立体選択性を与えていると考えられる D-Pheのア

ミノ窒素に配位する，三つの水素結合も認められた．

DaaAの D-Phe複合体の活性部位と，DAPの活性部位を重

ね合わせると，DaaAの Glu１１４の側鎖と，基質などを含

まない DAPの Asp４８１の側鎖が対応していた．この結果

は，Asp４８１やそれに対応するカルボキシル基の負電荷が，

基質の N末端のアミノ窒素の正電荷を認識するという B-

Gillesらの示唆８）を裏付けており，これらの酵素群におけ

る，基質ペプチドを N末端から加水分解する活性を生み

出しているものと考えられる．DaaAは，基質ペプチドの

N末端側から加水分解するペプチダーゼ活性と，基質ペプ

チドの C末端側から加水分解するペプチダーゼ活性

（CPase活性）の両方とも有さない．このペプチダーゼ活

性がない理由も，基質ペプチドの N末端残基が求核基 Ser

６０に近づくのに必要な空洞と，基質ペプチドの C末端残

基が求核基 Ser６０に近づくのに必要な空洞のいずれもが側

鎖により埋められているためと考えられる．

５． 光学分割による D-アミノ酸類合成への応用

アミダーゼ活性を有する DAPや DaaAを用いるとラセ

ミ体アミノ酸アミドを光学分割して D-アミノ酸を選択的

に合成することが可能である．DAPを高度に発現させた

組換え大腸菌をアラニンアミドに作用させた時，５Mの基

質から，約４．５時間で２．５M（約２２０g／liter）の D-アラニ

ンが定量的に生成した．同様に D-２-アミノ酪酸，D-メチオ

ニン，D-ノルバリン，D-ノルロイシンが合成できた．進化

分子工学の手法で，耐熱性を５°C，比活性を２倍以上に上

昇させた変異型 DaaAを用いて，大腸菌で発現させフェニ

ルアラニンアミドの光学分割を行い，D-フェニルアラニン

（光学純度９９．７％ee以上）の合成が可能になった１５）．

６． アミノ酸アミドのダイナミックな光学分割

ダイナミックな光学分割（動的光学分割）は，酵素を用

いる光学分割の際に，基質のみがラセミ化を受け，光学活

性体が定量的に得られる速度論的光学分割反応の一種であ

る．上記のように一群の D-アミノ酸アミド加水分解酵素

は，優れた D立体特異性を示すが，光学分割反応では理論

収率５０％を越えることがない．アミノ酸アミドラセミ化

酵素（ラセマーゼ）が存在すれば，アミノ酸アミドの系内

ラセミ化が可能になる．アミノ酸アミド不斉加水分解酵素

とアミノ酸アミドラセマーゼを組合せるだけで，いずれの

立体のアミノ酸も製造可能な，新しい酵素的合成法が成立

する３）．

Achromobacter obae１６，１７）由来の α-アミノ-ε-カプロラクタ

ム（ACL）ラセマーゼ遺伝子（４３５アミノ酸残基をコード

し，１，３０５bp塩基からなる）を，合成プライマーを用いる

PCR反応によって構築した１８，１９）．本酵素を大腸菌形質転換

株より単一に精製した．L-２-アミノ酪酸アミドに対する比

活性は９．５U／mgであり，これは L-ACL（１００mMの基質濃
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度で３５０U／mg）に対するそれの２．７％の活性であった．

アラニンアミド，スレオニンアミド，ノルバリンアミド，

ノルロイシンアミド等に対する相対活性は，いずれも

２．１％以下であった．α-アミノ酸，アラニンを含むペプチ

ド，アラニンメチルエステルに対するラセミ化活性は認め

られなかった．２-アミノ酪酸アミドとアラニンアミドラセ

ミ化の Keqは，それぞれ１．０および１．０と計算され，ラセ

ミ化反応として妥当なものであった．

Keq＝［Kcat／Km］D-isomer／［Kcat／Km］L-isomer＝１．０

O. anthropi C１―３８由来の DAPや DaaAと大腸菌で発現

した A. obae 由来の ACLラセマーゼとの組合せにより，

アミノ酸アミドのダイナミックな光学分割を行い，定量的

に光学活性な D-アラニン等を合成した．L-アラニンアミド

がラセミ化を受け，DL-アラニンアミドとなり，そのうち

の D-アラニンアミドのみが，DAPにより加水分解を受け，

光学活性な D-アラニンが定量的に合成できた（図５）１７）．

お わ り に

酵素を用いる光学分割のメリットは，温和な条件で基質

を無保護で用いることができ，さらに極めて反応の立体選

択性が高いことなどである．我々は，このように一群の D-

アミノ酸アミド加水分解酵素が存在することを発見し，ア

ミダーゼ活性を示す菌株や遺伝子ライブラリーを多数保持

している．特に DAP等の D-アミノ酸アミド加水分解酵素

は，極めて優れた D立体選択性を示し，それだけで光学活

性アミノ酸類の合成への応用が可能になるが，理論収率

５０％を越えることがない．アミノ酸アミド不斉加水分解

酵素と ACLラセマーゼを組合せるだけで，いずれの立体

のアミノ酸も製造可能な，新しい酵素的合成法が成立する

（図６）１８）．ACLラセマーゼと L立体選択的加水分解酵素を

組合せて用いれば，同様に L-アミノ酸を定量的に合成す

ることが可能であり，安価に調製できるアミノ酸アミドか

らダイナミックな光学分割によって，アミノ酸の両鏡像体

を定量的に合成できる２０）．

本研究で紹介した酵素は，すべて実用を考えた研究の中

で見出されたものである．これらの酵素の構造は，ペニシ

リン認識酵素群（PRPs）に属する β-ラクタマーゼや，ペ

ニシリン認識酵素群（PRPs）またはペニシリン結合酵素

群（PBPs）に属する DD-カルボキシペプチダーゼに類似し，

それぞれの反応の特徴が詳細な構造解析によって明らかに

なった．いずれも，細菌のペプチドグリカンの生合成や分

解に必要とされる酵素であると考えられる．

図５ L-アラニンアミドからの D-アラニンの合成
● L-アラニンアミド；○ D-アラニンアミド；□ D-アラニン

図６ アミノ酸アミドのダイナミックな光学分割

〔生化学 第８０巻 第４号２９８



謝辞

本研究の一部は，平成１８年度～１９年度（独）日本学術

振興会科学研究費（基盤研究（B））（課題番号：１８３８００６１）

によって行われたものである．ACLラセマーゼについて

の研究は，DL-α-アミノ-ε-カプロラクタム（ACL）を基質

とする L-リジンの製造についての東レ（株），および左右

田らの公開研究情報に基づいて可能になったものである．

記して感謝する．

文 献

１）Glowaky, R.C., Hendrick, M.E., Smiles, R.E., & Torres, A.
（１９９１）in ACS Symp. Ser. Sweeteners４５０, pp.５７―６７, Ameri-

can Chemical Society, New York.
２）Asano, Y. & Lübbehüsen, T.L.（２０００）J. Biosci. Bioeng .,８９,
２９５―３０６.

３）浅野泰久（２００５）ファルマシア，４１,８８１―８８４．
４）Asano, Y., Nakazawa, A., Kato, Y., & Kondo, K.（１９８９）J.

Biol. Chem .,２６４,１４２３３―１４２３９.
５）Asano, Y., Kato, Y., Nakazawa, A., & Kondo, K.（１９９２）Bio-

chemistry ,３１,２３１６―２３２８.
６）Komeda, H. & Asano, Y.（２０００）Eur. J. Biochem .,２６７,２０２８―
２０３６.

７）Asano, Y., Ito, H., Dairi, T., & Kato, Y.（１９９６）J. Biol.

Chem .,２７１,３０２５６―３０２６２.
８）B-Gilles, C., Remaut, H., Villeret, V., Prangé, T., Fanuel, L.,

Delmarcelle, M., Joris, B., Frère, J.M., & Beeuman, J.V.
（２０００）Structure,８,９７１―９８０.

９）Delmarcelle, M., Boursoit, M.C., Filée, P., Baurin, S.L., Frère,
J. M., & Joris, B.（２００５）. Protein Sci .,１４,２２９６―２３０３.

１０）Crichlow, G.V., Kuzin, A.P., Nukaga, M., Mayama, K., Sawai,
T., & Knox, J.R.（１９９９）Biochemistry,３８,１０２５６―１０２６１.

１１）Kelly, J.A. & Kuzin, A.P.（１９９５）J. Mol. Biol .,２５４,２２３―２３６.
１２）Lamotte-Brasseur, J., Dubus, A., & Wade, R.C.（２０００）Pro-

teins: Struct. Funct. Genet .,４０,２３―２８.
１３）Silvaggi, N.R., Anderson, J.W., Brinsmade, S.R., Pratt, R.F., &

Kelly, J.A.（２００３）Biochemistry,４２,１１９９―１２０８.
１４）Okazaki, S., Suzuki, A., Komeda, H., Yamaguchi, S., Asano,

Y., & Yamane, T.（２００７）J. Mol. Biol .,３６８,７９―９１.
１５）Komeda, H., Ishikawa, N., & Asano, Y.（２００３）J. Molec.

Catal. B: Enzymatic ,２１,２８３―２９０.
１６）Ahmed, S.A. Esaki, N., Tanaka, H., & Soda, K.（１９８３）Agric.

Biol. Chem .,４７,１８８７―１８９３.
１７）Naoko, N., Oshihara, W., & Yanai, A.（１９８７）in Biochemistry

of Vitamin B６, pp.４４９―４５２, Birkhäuser Verlag, Basel.
１８）Asano, Y. & Yamaguchi, S.（２００５）J. Am. Chem. Soc .,１２７,

７６９６―７６９７.
１９）Asano, Y. & Yamaguchi, S.（２００５）J. Molec. Catal. B: Enzy-

matic ,３６,２２―２９.
２０）Yamaguchi, S., Komeda, H., & Asano, Y.（２００７）Appl. Envi-

ron. Microbiol .,７３,５３７０―５３７３.

２９９２００８年 ４月〕


