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1.は じめ に

近年,肥 満防止に対 する社会的関心は高 く,食

品の低カロ リー化がはかられつつある。 そのなか

で,様 々な化学構造 を持つ新 しい人工甘味料の開

発が盛んに行なわれ ている。例 えばアスパ ルテー

ムは最近 商業化 され た人工甘味料 として代表的な

ものであ り,さ らに最近,ア スパルテームを超 え

る といわれる優れた特性を有する人工甘味料ア リ

テームが,フ ァイザー社に より開発 されている。

これ らの化合物は,い ずれ もオ リゴペプチ ドであ

るが,そ れ らを構成す るレ またはD一ア ミノ酸や,

それ らの間のペプチ ド結合の効率的な合成法に関

する研究は従来十分 とはい いがたかった。

ア スパ ルテームの合成原 料であ るL一フェニル

アラニンの酵素的製造法 としては,ベ ンジルヒダ

ン トインのL立 体特異 的加水分解,ト ランス桂 皮

酸のア ミノ化,フ ェニル ピル ビン酸へのア ミノ基

転移反応,ア セ トア ミ ド桂 皮酸か らフェニル ピル

ビン酸を経 由する二段 階反応等が知 られ ている1〕。

最近,安 価 な塩化ベ ンジルの コバル ト触媒 を用い

るダブルカルボニル化反応 によるフェニルピル ビ

ン酸の効率 的な合成法が開 発 されたことを契機に

フェニル ピル ビン酸を原料 とするL一 フェニ ルア

ラニンの合成法が にわかに注 目され た1)。 この よ

うな背景か ら,我 々は フェニルピル ビン酸 とレ

フェニルアラニ ンの相互転 換を触媒 するフェニル

アラニン脱水素酵素に着目 した。 本酵素 は,1984

年にその存在が報告 されたが,そ の分布や酵素化

学的諸性質 は全 く知 られていなかった。我々は,

土 壌 より本酵 素 活性 を示すSporosarcinaureae

SCRC-RO4やBacillussphaericzcsSCRC-R79aの

分離 に成功 し2.3),ま た保 存 菌 中か らの スクリー

ニングによりB.badiusIAM11059が 活性 を有す

ることを見いだ した4)。 それ らよ り本酵素 を結晶

として単離 し,酸 素化学的諸性 質を初め て明 らか

にすると共 に,本 酵素遺伝 子(pdh)の クローニ ン

グに成功 し,そ の構造 を明 らかにした5)。本酵素

遺伝子 を含む大腸菌形質転換 株E.coliJMIO9/

pBPDHI-DBLは,野 生株に比 べて単位培養当た

り120倍 の酵素活性 を発現 した6)。

本稿 では,新 規微生物酵素フェニルアラニン脱

水 素酵 素の示す優れ た特性 を,光 学活性 なL一ア

ミノ酸 の合成に利用した結果について まとめた。

すなわ ち,B.sphaericusSCRC-R79aの フェニル

アラニ ン脱水素酵素 の基質特異性 について,化 学

合成 した2一 ケ ト酸とそれらのアナログを用 いて詳

細 に検討 した。次に,反 応系内で ぎ酸脱 水素酵素

(FDH)に よるNADHの 再生系 を働かせ(Fig.1),

フェニルア ラニ ン脱水素酵素 に よる各種の レ ア

ミノ酸 の合成について検討 した。

2.材 料 および方法

(1)微 生 物 の培 養,ア セ トン乾 燥 菌 体 の調 製

フ ェ ニル ア ラ ニ ン脱 水 素 酵 素 源 と し て のB.

sphaericusSCRC-R79aは2一 リ ッタ ー フ ラ ス コ中

に1.0%L一 フ ェニ ル ア ラニ ン,1.0%ペ プ トン,

0.5%酵 母 エ キ ス,0.2%KZHPO4,0.1%NaCl,

0.02%MgSO4・7H20を 水 道 水 で 調 製 し た培 地

(pH7.0)を500m1加 えて30℃ で20時 間 振 とう培 養
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Fig.lSynthesisofL-AminoAcidsfromTheir2-KetoAnalogsbyPhenylalanineDehydrogenasewithaRegenera-

tionofNADHbyFormateDehydrogenase.

した。 ぎ酸 脱 水 素 酵 素 源 と して のC.boidiniiNo.

2201は,既 知の 方 法 によ り培 養 し た9>。B.sphaeri-

cus由 来 の プ ロ モー ター お よび リボ ゾ ー ム 認 識 配

列 を 含 む1。3Kbのpdh遺 伝 子 をpUC9に 組 み込

みpBPDH1-DBLを 作成 した4)。E.,coliJM109/

pBPDH1-DBLは37℃ で12時 間,50ｵg/mlの ア

ン ピ シ リ ンを含 むLB培 地(pH7.5)で 培 養 した 。

(2)フ ェ ニ ル ア ラニ ン脱 水 素酵 素 の精 製

フ ェニ ル ア ラ ニ ン 脱 水 素 酵 素 はB.sphaericus

SCRCR-79aよ り結 晶 と して,あ る い はE.coli

JM109/pBPDH1-DBLよ り,硫 安 分 画,DEAE一

トヨパ ー ル,ブ チ ルートヨパ ー ル,セ フ ァ デ ッ クス

G-200カ ラ ム を用 い て 精 製 した5)。

(3)2一 ケ トー4一 フ ェニ ル 酪 酸,2一 ケ トー5一

フ ェニ ル 吉 草 酸,2一 ケ トノ ナ ン 酸 お よび

他 の 基 質 ア ナ ロ グ の合 成7)

プ ロモ エ チ ル ベ ンゼ ン,1一 プ ロ モ ー3一 フ ェ ニ

ル プ ロパ ンお よび1一 プ ロモ ヘ プ タ ン よ り調 製 し

た グ リニ ヤ ー ル試 薬 を,乾 燥THF中 の ジエ チ ル

オ キ ザ ル 酸 に作 用 させ,そ れ ぞ れ2一 ケ ト4一 フ

ェニ ル酪 酸 エチ ル エ ス テ ル(1H-NMR(CDC13)

Sppm,1.2(t,3H),1.6(s,2H),1.9(m,2H),2.7(t,

2H)(収 率73%),3,4(m,1H),4.2(q,2H),7.1-7.4

(m,5H),2一 ケ トー5一 フ ェ ニ ル吉 草 酸 エ チ ル エ ス

テ ル(1H-NMR(CDC13)Sppm,1.3(t,3H),1.9

(m,2H),2.6(t,2H),2.8(t,2H),4.3(q,2H),7.0-

7.4(m,5H)(収 率73%),お よ び2一 ケ トノ ナ ン酸

エ チル エ ステ ル(1H-NMR(CDC13)δppm
,0.9

(t,3H),1.3-1.5(br,8H),1.4(t,3H),1.6(br,2H),

2.8(t,2H),4.3(q,2H)(収 率68%)を 合成 した 。

これ らの エ ス テ ル類 は,10%塩 酸 を加 え た酢 酸 中,

50℃ で3時 間 保 温 す る こ とに よ り加 水 分 解 した 。

生 成 した ケ ト酸 はn一 ヘ キ サ ン の 添 加 に よ り結 晶

化 した。2一 ケ トー4一 フ ェニ ル 酪 酸,2一 ケ トー5一

フ ェ ニ ル吉 草 酸 お よ び2一 ケ トノ ナ ン酸 は対 応 す

る エ ス テ ルか らそ れ ぞ れ58,93お よび89%の 収 率

で 得 た。

3一 ケ トー4一 フ ェ ニ ル 酪 酸 エ チ ル エ ス テ ル を モ

ノ エチ ルマ ロ ン酸 と フ ェニ ル ア セ チ ル ク ロ ラ イ ド

か ら収 率75%で 合成 した 。 上 記 の加 水分 解 法 に よ

り3一 ケ トー4一 フ ェ ニ ル 酪 酸 を 得 た 。'H-NMR

(CDC13)Sppm3.5(s,2H),3.8(s,2H),71…7.5

(m,5H),8.8(s,1H).1一 ジア ゾー2一 ケ トー3一 フ ェ

ニ ル プ ロ パ ン は64%の 収 率 で,フ ェニ ル ア セ チ ル

クロ ラ イ ドと ジア ゾ メ タ ン よ り合 成 した 。IH-N

MR(CDCIs)Sppm3.6(s,2H),51(s,1H),71‐

7.4(m,5H).本 ジア ゾ化 合物 を ジ オ キサ ン中,硫

酸 と加 熱 し,2一 ケ トー3一 フ ェニ ル プ ロ パ ノー ル

を得 た。IH-NMR(CDC13)δppm3。6(s,2H),

3.6…3.8(br,1H),4.2(s,2H),71-7.4(m,5H).2一
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ケ トー3-(2一 ナ フ タ レ ン)プ ロ ピオ ン酸 は2一 ナ

フ タ レ ン酢 酸 お よび ジ エ チ ル オ キザ ロ酢 酸 よ り合

成 し た。

(4)2一 ケ トー5一 フ ェ ニ ル吉 草 酸 の 還 元 的 ア

ミノ化 反 応

4mmolの2一 ケ トー5一 フ ェニ ル 吉 草 酸 を 含 む

100m1の 反 応 液 に20mmo1ぎ 酸 ア ン モニ ウム,8

mmolのNH40H-NH4Cl緩 衝 液(pH8.5),o.i

mmolのNAD`,5,760単 位 の フ ェニ ル ア ラニ ン

脱 水 素 酵 素,240単 位 の ぎ酸 脱 水 素酵 素 を30℃ で

60時 間 保 温 した 。ケ ト酸(3mmol)を10時 間 お き

に5回 加 えた 。40時 問 目に20mmo1の ぎ酸 ア ン モ

ニ ウ ム を加 えた 。

(5)L一 フ ェニ ル ア ラ ニ ン の連 続 的 合成

B.sphaericusSCRCR-79aか らの フ ェ ニル ア

ラ ニ ン脱 水 素 酵 素(45mg,5単 位)お よび ぎ 酸

脱 水素 酵 素(7.5mg,15単 位)は 透 析 チ ュー ブ 中

(18/32,ViskaseSalesCorp.,U.S.A。)に 入れ,

4mmolフ ェニ ル ピル ビ ン酸,50mmolNAD+,

12mmolぎ 酸 ア ンモ ニ ウム,2.5mmolTris-HCl

(pH8.5)を 含 む50mZの 反 応 液 に浸 した。 酵 素 を

含 む チ ュー ブ は30℃ に お い て 保温 し,さ らに一 定

時 間 お き に同 じ組 成 の 新 しい 反応 液 に移 した 。L

一フ ェニ ル ア ラ ニ ン は,乳 酸 菌Pediococcusacidi-

lacticiを 用 い て定 量 した 。

(6)ア セ トン乾 燥 菌 体 に よ るL一 フ ェ ニル ア

ラニ ンの 合 成

B.sphaericusSCRC-R79aお よび(:boidinii

No.2201の ア セ トン乾 燥 菌 体 は,既 知 の 方法 に よ

り調製 し た7)。 典 型 的 な 調 製 法 は以 下 の 通 りで あ

る。6リ ッ ター の 培 養 液 か ら得 たC.boidiniiNo,

2201を80m1の0.01Mの りん酸 緩 衝 液(pH7,0)に

懸濁 し た。 そ こへ,-20℃ に 冷却 した400m1の ア

セ トン を加 えた 。 菌 体 を濾過 に よ り集 め,等 量 の

冷 却 した アセ トンで 洗 浄 の 後30分 間 減 圧 下 に 置 き

溶 媒 を除 去 した 。 使 用 す る まで 一20℃ で 保 存 した 。

3

通 常,1リ ッ ター 当 た り2.OgのB.sphaericu:

SCRC-R79aお よび1.3gのC.boidiniiNo.2201

が 得 られ た。1.85mmolの フ ェニ ル ピル ビ ン 酸 ナ

ト リウム,15mmolのNAD+,12mmolの ぎ酸 ア

ンモ ニ ウム,1.5mmolのTris-HC1(pH8.5),

それ ぞ れ300mgのC.boidiniiNo.2201お よび 正

sρ加6γ ガα硲SCRC-R79aの 菌 体 を 含 む反 応 液30mI

を30℃ で48時 間 保 温 した 。 反応 開 始 後3,7,12

25,30時 間 にお い て,1.85mmolの フェ ニ ル ピル

ビ ン酸ナ トリウム を 添加 した。12時 間 後,5.6nmo】

の ぎ酸 ア ン モニ ウ ム を加 え た。

3.結 果

(1)B.sphaericus由 来 の フ ェニ ル ア ラ ニ ン脱

水素 酵 素 の 基 質 特 異性

B.subtilisSCRC-R79a由 来 の フ ェニ ル ア ラ ニ

TablelSubstraateSpecificityofPhenylalanine

DehydrogenasefromBacillussphaericus

SCRC-R79a.
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ン脱水素酵素に よる2一 ケ ト酸お よび それ らのア

ナログの還 元 的 ア ミノ 化反 応 の基 質 特 異性 を

Table1に 示 す。 なお,ベ ンゾイル ぎ酸,フ ェニ

ルピル ビン酸エチ ル,2一 ケ トー4一フェニル酪酸

エチル,3一 ケ トー4一フェニル酪酸 エチル,ケ トー

4フ ェニル酪酸,そ して2一 ケ トー3一フェニルプ

ロパノールは基 質 とな らなかった。一方,ベ ンゼ

ン環 に置換基を持 った構造類似体 は,い ずれ も比

較 的良好な基質 とな った。本酵素 は,3位 に置換

基 を有す るピル ビン酸誘導体に対 しても作用 した

が,そ の反応速度 は比較的遅かった。ヘ キシル基

な どのか さ高い置換基 を有するピルビン酸誘導体

では,反 応速度 は著 し く低下 した(4一 ヒ ドロキ

シフェニル ピル ビン酸 の0.54%)。 このよ うに本

酵素の基質特異性 は比較的広 く,2一 ケ ト酸 の疎

水性基部分 にはか なり余裕がある ことがわか った。

(2)2一 ケ ト酸か らのL一アミノ酸の合成

本酵素の広 い基 質特異性 を利用 し,2一 ケ ト酸

を基質として各種のL一ア ミノ酸 を収率良 く合成 し

た。本酵素 を用 いて,人 工甘味料アスパル テーム

の原料 としてのL一 フェニルアラニンのみならず,

ア ンジオテンシン変換酵素阻害剤エナラプ リル等

の合成原料 となりうるL一ホモフェニルア ラニ ンも

収率良 く合成す ることがで きた。Table2に,合

成 した各種のL一 ア ミノ酸の収率を示 した。2一 ケ

トー3-DL一 メチル酪 酸および2一 ケ トー3-DL一 メ

チルー3一フェニ ルピルビン酸 を基質 として合成 し

た生産物 は,そ れ ぞれL一イ ソロイシンおよび レ

ア ロイソロイシン,そ してL-2一 ア ミノー3-DL一

メチルー3一フェニ ルプロピオ ン酸の混合物で ある

ことが明 らか となった。

NADH再 生系 として用 いるぎ酸脱 水素酵素 を

共存 させると,各 種 の置換 ピル ビン酸 アナログを

基質 として,対 応す るL一ア ミノ酸 を合成す ること

がで きた。 フェニ ルアラニ ン脱水素酵素 の基質特

異性について,合 成基質 を用いて系統 的に調べ た

の は初めてである。本酵素 は2一 および3一 ケ ト酸

エ チルな らびに2一 ケ トール を基 質 とせず,遊 離

の カルボキシル基 が基質 として必要であるこ とが

判明 した。2一 ケ ト4一 フェニル酪酸 が基質 とな

るにもかかわ らず,2一 ケ トー5一フェニル吉草酸

がそうな らな ったのは,カ ルボニル炭素 とカルボ

キシル基 に間にある程度の距離が必要であるこ と

を示 している。

(3)ア セ トン乾 燥 菌 体に よるL一フェニ ルア

ラニ ンの合成

B.sphaericusSCRC-R79aとCandidaboidinii

No.2201の アセ トン乾燥菌体を用 いるL一フェニ

ルア ラニ ンの合成例では,L一 フェニルア ラニ ンの

濃度が61.5mg/ml(収 率99%)に 達 した(Fig.2)。

(4)フ ェニルアラニン脱水素酵素の反応機構

想定 され る本酵素 の反応機構 をFig.3に 示 す。

その根拠 は次の通 りである。すなわち,本 酵素 は

NADHの ピリジン環の4位 のpro-S水 素 を還 元

に用いること,Sequentia1な 機構で反応 が進行す

る こと,一 次構造においてグル タミン酸脱水素酵

素 や,そ の他のア ミノ酸脱水素酵素の活性 中心 と

共通 のア ミノ酸配列が見出され たこと,活 性中心

のLys残 基 のSerへ の置換 によって活性 が失われ

た こと,お よび反応がL立 体特異的であ るこ とで

ある。

4.お わ り に

本研究 は,フ ェニルアラニ ン脱水素酵素 とぎ酸

脱水素酵素の利用の限界 を拡張す るものである。

L-2一 ア ミノー4一フェニル酪酸(L一 ホモフェニル

アラニン)と 他の非天然型L一アミノ酸 が効率良 く

合成することが可能で あった。 レ チロ シン,L-

2一ア ミノー4一フェニル酪酸,L-2一 ア ミノー5一フ

ェニル吉草酸等の レ フェニルア ラニン類縁体 の溶

解度は低 いので,反 応液 か ら結晶 として容易に取

り出す ことが可能であ り,反 応液 はさらに継続 し
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Table2SynthesisofL-AminoAcidsfrom2-KetoAcidsbyUsing

PhenylalanineDehydrogenaseandFormateDehydrogenasea.

Topreventsubstrateinhibition,2-oxoacidshavebeendivided

intoportionsandaddedtothereactionmixturenottoexceed

50mM.
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Fig.2SynthesisofL-PhenylalaninebyAcetone-

DriedCellsofB.sphaericusSCRCR-79a

andC.boidiniiNo.2201.Detailsofthe

conditionsaredescribedintheExperi-

mentalSection.一 ● 一 二しphenylalanine;
-O-sodiumphenyruvate(PPA) .

て反応 に用いる ことが出来 た。L一フェニ ルアラニ

ンは精製酵素,透 析膜中 にお ける精製酵素,ア セ

トン乾燥菌体 の様々 な反応形態を用いて も合成 す

ることが出来た。精製の煩雑 さを考慮する と,菌

体 として使 用することが優れている。今 回の合成

では,幸 いに副反応が起 こらず,高 い光学純度 の

L一フェニルアラニ ンが合成出来た。フェニルア ラ

ニ ンのラセ ミ化酵素や,フ ェニルピルビン酸分解

酵素活性 は認 められなか った。 アセ トン乾燥菌体

は,取 り扱 いや保存が容易である。

遺伝子組換 え技術によ り大量 に生産 された フェ

ニルアラニ ン脱水素酵素 を用 いると,基 質 とな り

に くい2一 ケ ト酸か らも短時間に各種のL一 ア ミノ

酸 を合成す ることが出来 た。例 えば,3.6gのL-

2一ア ミノー5一フェニ ル吉 草 酸 の合 成 実 験 に は

5,760単 位の フェニルア ラニ ン脱 水素 酵素 を用 い

た。 この酵素を得るには,野 生株 のB.sphaericus

SCRC-R79aで は100リ ッターの規模で培養す る必

要があ るが,形 質転換株E.coliJM109/pBPDH1-

DBLで は,わ ずかにo.sリ ッター程度の培 養で済

む計算になる。

以上,我 々 が開発 した フェニルアラニン脱水素

Fig.3ProposedReactionMechanismofPhenylalanineDehydrogenase .
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酵素 が示す 多彩な応用の可能性 の内,本 酵素 と蟻

酸脱水素酵素 の組 み合 わせ によ り,安 価な α一ケ

ト酸を原料 とするL一ア ミノ酸類 の合成法につ い

て報告 した。本酵素の他の利用 法 としては,ポ ジ

トロン ・エ ミッション ・トモ グラフィー(PET)の

核 医学研 究 に供 す るため に,半 減期の極 めて短

い13Nに よるL一チ ロシ ン,L一 フェニルアラニ ン,

L-DOPA等 の標識化に成功 して いる8)。また,本

酵素 を用い る酵素サイク リングによ り,体 液中の

フェニル ピル ビン酸,パ ラ ヒドロキシフェニル ピ

ルビン酸 の微量定量や,L一 フェニルア ラニ ン,

レ チ ロシン等の定量が可能 となり,フ ェニルケ ト

ン尿症の診断薬 としての利用法 の開発が期待され

ている9)。

新 規微 生物酵素D一 ア ミノペ プチダーゼの開発

と人工甘味料の原料 とな るD一ア ミノ酸類や,D一

ア ミノ酸ア ミ ド類の合成法 に関 する研究について

は,他 を照 されたい1°,11)。

上財団 に厚 く御礼申し上 げます。

文 献

1)浅 野 泰 久,日 本 農芸 化 学 会 誌,62,779-782(1988).

2)Asano,Y.,Nakazawa,A.,Agric.Biol.Chem.,49,

3631-3632(1985).

3)Asano,Y.,Nakazawa,A.,Endo,K.,J.Biol.Chem.,

262,10346-10354(1987).

4)Asano,Y.,Nakazawa,A.,Endo,K.,Hibino,Y.,

Ohmori,M.,Numao,N.,Kondo,K.,Eur.J.Biochem.,

168,153-159(1987),

5)Okazaki,K.,Hibino,Y.,Asano,Y.,Ohmori,M.,

Numao,N.,Kondo,K.,Gene,63,337-341(1988).

6)Asano,Y.,Endo,K.,Nakazawa,A.,Hibino,Y.,

Ohmori,M.,Numao,N.,Kondo,K.,Agric.Biol.

Chem.,51,2621-2623(1987).

7)Asano,Y.,Yamada,A.,Kato,Y.,Yamaguchi,K.,

Hibino,Y.,Hirai,K.,Kondo,K.,J.Org.Chem.,55,

5567-5571(1990).

8)Gelbard,A.S.,Cooper,A.J.L.,Asano,Y.,Nieves,

E.,Filc-DeRico,S.,Rosenspire,K.C.,Appl.Rad.

Isotopes,41,229-233(1990).

9)Cooper,A.J.L.,Leung,L.K.H.,Asano,Y.,Anal.

Biochem.,183,210-214(1989).

10)浅 野泰 久,バ イ オサ イエ ン ス とイ ン ダス トリー,48,

131-137(1990).

11)浅 野泰 久,有 機 合 成 化 学 協 会 誌,49,314-326(1991).

本研究を まとめるにあた り,御 援助 を頂いた浦



8 URAKAMIFOUNDATIONMEMOIRSVo1.4(1994)

EnzymaticSynthesisofL-AminoAcidsfroma-KetoAcids

YaSUhlsaAS8110(ToyamaPrefecturalUniversity)

Thesubstratespecificityofphenylalaninedehydrogenase(L-phenylalanine:NAD+

oxidoreductase,deaminating(EC1.4.1.20))fromBacillusspkaericusSCRC-R79ainthe

reductiveaminationreactionwasexaminedwithvariousnaturalandsynthetic2-and

3-oxoacidsandtheiranalogs.Theenzymewasactivetoward3-substitutedpyruvicacids

withbulkysubstituents.OpticallypureL-phenylalanineandotherz-aminoacidswere

quantitativelysynthesizedfromtheiroxo-analogsusingphenylalaninedehydrogenase,

witharegenerationofNADHbyformatedehydrogenasefromCandidaboidiniiNo.2201.

RecombinantphenylalaninedehydrogenaseoverproducedinEscherichiacoliJM109/

pBPDHI-DBLwaseffectivelyusedforthesynthesesofz-aminoacidsfromunnatural

substrates.　 一一Phenylalaninecouldbecontinuouslysynthesizedforaboutonemonthwith

theenzymes,packedinadialysistube.Itiscalculatedthatonemolofphenylalanine

dehydrogenasecatalyzedthesynthesisof4.8×108molofしphenylalanine,and2.4×105

timestheweightofL-phenylalaninethanthatoftheenzyme.Acetone-driedcellsofB.

sphczericusSCRC-R79aandC.boidiniiNo.2201werealsoeffectiveforL-phenylalanine

synthesis,providingasimplemicrobialmethodofsynthesis.


