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質の低減の上で有利である．

一方酵素法に用いる酵素資源としての微生物は，増

殖も速く，大量培養も容易であり，また自然界に多種

多様な微生物が無数に存在するので適当な方法で目的

とする酵素の活性の強い微生物を探索することができ

る．さらに変異株を造成したり，最近の遺伝子工学的

手法により微生物の育種を行って酵素生産量を増大さ

せることもできるなど多くの優れた点を有している．

微生物を直接触媒として有機合成に利用する酵素法

は約30年前にステロイドの合成，変換に積極的に導入

され大きな成功を収めて以来，特に化学的な合成法で

は困難な有機化合物の合成，変換にしばしばこの手法

が試みられ，合成化学の一分野を形成する程に成長し

ている．表1には最近報告されている酵素法による有

川物質生産研究の中で特に工業的見地から興味ある成

果を列記した．これらの研究は主としてわが国の研究

者によって行われたものであり，この分野を含むわが

国の応用微生物学の水準の高さを物語っている．

本稿ではこのような省エネルギー，省資源型の有機

合成法の一つとしての酵素法を利用した有用物質生産

について，筆者らの行ってきた研究のいくつかを例に

挙げて述べる．

1．はじめに

最近「バイオテクノロジー」という言葉が|1lの中で

頻繁にかつ広範囲に使われているが，基本的には生体

がもっている物質代謝の機能を物質生産などに合理的

に利用する技術であり，その主役は何といっても微生

物が中心であろう．その微生物を生産手段とするバイ

オテクノロジーは近年著しい進歩を遂げ，抗生物質，

糖，有機酸，アミノ酸，核酸関連物質，その他種々の

有用物質が微生物反応を巧みに利川して生産され，食

品工業，医薬品工業，化学工業等さまざまな産業分野

で発展している．

微生物反応を利用して物質を生産する手法は発酵法

と酵素法とに大別される．伝統的な酒や食酢の醸造な

どに見られるように微生物の営む生命現象，すなわち

一連の共役した酵素反応からなる複雑な物質代謝を利

用した物質生産法を発酵法といい，微生物を機能面か

らのみ単純化してとらえて特定の反応を触媒する“酵

素の袋”とみなし，微生物細胞あるいはその!1'からと

り出された酵素そのものを化学的合成の場合の触媒と

同様に用いて行う物質生産法を酵素法という．従って

酵素法では微生物が生物であることを必ずしも必要と

せず，目的とする化学反応の触媒としての機能のみが

要求されると言っても過言ではない．

酵素法による合成反応を化学的反応と比較すると常

温常圧，中性pH領域などの温和な条件下で高い触媒能

を示し，生産工程でのエネルギーや資源の消批あるい

は設備の点で有利である．また酵素反応のきわめて特

長的な点は，特定の構造の特定の位置に立体選択的に

反応が起こるので，種々の狭雑物質存在下でも目的の

生成物のみが得られ，副生成物が少なく，収率の向上

が可能であることから精製工程の簡略化や環境汚染物

2．酵素法によるアミノ酸の合成

アミノ酸は食品，医薬，飼料などの分野で，また種

々の工業用原料としても広く大量に使用されており，

その製造法としてはタンパク質加水分解液からの分離

抽出，化学合成法，発酵法，酵素法あるいはこれらの

組み合わせによる方法があるが，各アミノ酸に最も適

合した方法が工業的に利用されている．化学合成法は

大量生産には向いているが，光学活性アミノ酸の製造

にあたってはラセミ体からの光学分割が必要となる．

これに対し微生物を用いる発酵法や酵素法は光学活性

アミノ酸を直接合成できる点で優れている．酵素法に

よるアミノ酸の合成は，冒頭でも述べたように生産工
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表1微生物酵素による有用物質の含成・変換'）

1．ステロイド類の変換

水酸化反応（酸素添加酵素）

還元反応（脱水素酵素）

側鎖切断反応（酸素添加酵素）

2．アルカロイド類の変換

3．抗生物質の合成

人工ペニシリンの合成（アミダーゼ）

人工セファロスポリンの合成（アミダーゼ）

4．有機酸の合成

フマル酸の水和反応（酸素添加酵素）

アルケンの両端酸化反応（酸素添加酵素）

エポキシコハク酸の水解反応（水解酵素）

5．糖の変換

異性化糖（グルコースイソメラーゼ）

6．タンパク質の合成

プラステインの合成（プロテアーゼ）

程が単純で，副反応が少なく，酵素の基質特異性の広

さに応じて類縁化合物の合成が可能な場合があるため，

発酵法では製造困難なアミノ酸を中心に最近著しい進

歩を遂げ，表2に挙げたような興味ある成果が多数報

告されている．この中でL－アミノアシラーゼを用い

る化学合成品DL－アシルアミノ酸からのL－アミノ酸

の生産31,アスパルターゼによるL－アスパラギン酸の

生産6)，アスパラギン酸一β－デカルボキシラーゼによ

るL－アラニンの生産心，ナイロン製造の副生産物か

ら化学的に誘導されるDL－a－アミノーE－カプロラク

タム(DL-ACL)からのL-ACL加水分解酵素とA

CLラセマーゼの協同作用によるL一リジンの生産20)9

ジヒドロピリミジナーゼ（ヒダントイナーゼ）による

DL-5-p－ヒドロキシフェニルヒダントインからのD

-p－ヒドロキシフエニルグリシンの生産30,31)(後述）

などが現在工業化されている．

2．1多機能ピリドキサール酵素を用いる芳香族アミ

ノ酸および含硫アミノ酸の合成

筆者らは微生物の多機能ピリドキサール酵素を利用

するL－チロシン，L－ドーノ、L－トリプトファン(芳香

族アミノ酸）およびL－システイン,D－システイン（含

硫アミノ勘等の新しいアミノ酸合成法を開発した．

β一チロシナーゼ，トリフ°トファナーゼ，システイン

デスルフヒドラーゼは生体内においてはそれぞれL一

チロシン,L－トリプトファン,L－システインの分解反

応を触媒する酵素であり，いずれもピリドキサールリ

ン酸を補酵素として要求する．筆者らはこれらの酵素

の高活性生成微生物を検索して,それぞれαtr､obqcter､

mter･medjILs,(β-チロシナーゼ生成菌),P7･oteus

『ettge7･j(トリプトファナーゼ生成菌)禽勵zter､obqcter､

ひとインシュリンの合成（プロテアーゼ）

7．核酸関連化合物の合成

Ⅳ-リポシル化反応（ホスホリラーゼ）

〃-アラビノシル化反応（ホスホリラーゼ）

ヌクレオシドのリン酸化反応（リン酸転位反応）

ヌクレオチドのピロリン酸化反応（ピロリン酸

転位酵素）

糖ヌクレオチドの合成（ピロホスホリラーゼ）

補酵素類の合成

8．アミノ酸の合成（表2参照）

9．アミンの合成（脱炭酸酵素）

10．化学工業原料

オキサイド類の合成（酸素添加酵素）

ケトン類（二級アルコール脱水素酵素）

ピロガロールの合成（没食子酸脱炭酸酵素）

アミド類の合成（ニトリルヒドラターゼ）

cJoacae(システインデスルフヒドラーゼ生成菌）を

得た．ついでこれらの菌体よりそれぞれの酵素を精製

して結晶状に単離した．酵素化学的性質について詳細

に調べたところこれらの酵素は表3に示すように1）

α,β一脱離反応，2）β-置換反応，3）合成反応(α

，β一脱離反応の逆反応)などの反応を触媒する多機能

酵素であることを明らかにした．合成に利用できる反

応は，表中の2）および3）の反応である．

（1）β-チロシナーゼによるL－チロシン,L－ドー

パの合成32）

β－チロシナーゼの場合置換反応ではL－チロシンま

たはその誘導体が生成する33).例えばフェノールの代
H O O H

りにピﾛｶﾃｺーﾙHo-◎やﾚゾﾙｼﾉーﾙ側｡｡
を用いると3，4－ジヒドロキシーL－フェニルアラニ

ン(L－ドーパ；パーキンソン病の治療薬)や2，4－

ジヒドロキシーL－フェニルアラニンが合成でき，ピロ
HOOH

ガﾛーﾙHoUや,,2,4‘-ﾄﾘﾋドﾛｷｼべﾝゼﾝ
OH

H｡○を用いるとそれぞれ対応する川ﾋド｡キ
HO

シーL－フェニルァラニンを合成することができる．

また合成反応によってハロケンL－チロシンやアルキ

ル化L－チロシン類も合成できる．

次にL－ドーパの合成能を指標として選択した高活

性細菌勘･肌maher､bicolaは最適条件下で培養する

と菌体中のβ－チロシナーゼは菌体の可溶性タンパ

ク質の7～10％という高含量生成する．置換反応によ

って反応液100mCあたり4gのDL－セリンとフェノー

ルあるいはピロカテコールからそれぞれ5.5gのL－チ

-20-
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表2酵素法によるアミノ酸の合成a）
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a)仙田ら，酵累工学,福井三郎ら縄,東京化学同人,p､107(1981)．のデータに新たに付け加えたもの
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ア ミノ酸 反応 酵素 生 産 菌 文献 アミノ酸 反応 酵素 ﾙ|ミ産菌 文献

S－アデノシルー

L－ホモシステイン

L-アミノ酸

L－アラニン

L一アスパラ

ギン酸

L－シトルリン

L一シスタチオニン

L－システイン

D－システイン

L－ドーパ

L-グルタミン酸

L－ホモシステイン＋アデノシン

－→S－アデノシルーL－ホモシステイン

＋H20

〃-アシルーL－アミノ酸十H20

一L－アミノ酸十酢酸

L-アスパラギン酸十H20

－→L－アラニン＋CO

フマル酸十NH4
十

2

－→L－アスパラギン酸

マレイン酸十NH4
十

－→L－アスパラギン酸

L一アスパラギン＋H20

一→L－シトルリン＋NH2

L一ホモセリン＋L－システイン

一→L－シスタチオニン＋H20

DL－2－アミノー42－チアゾリン

－4－カルボン酸(ATC)＋2H20

－→L－システイン＋NH3＋CO

β-クロローL－アラニン＋H2S

－→L－システイン＋HCI

β-クロローL－アラニン＋H2S

一→L－システイン＋HCI

β-クロローD－アラニン＋H2S

一→D－システイン＋HCI

ピロカテコール＋ピルビン酸十

N H4
＋

－→L－ドーパ＋H20

ピロカテコール＋DL－セリン

－→L－ドーパ＋H20

L－チロシン＋02

－→L－ドーパ＋H20

2

DL－5－カル坂キシエチルヒダントイ

ン＋2H20

一→L－グルタミン酸十NH3＋CO2

S－アデノシルホモシステイン

ヒドロリアーゼ

アミノアシラーゼ

アスパラギン酸一β－

デカルボキシラーゼ

アスパルターゼ

マレイン酸イソメラーゼ

アスノぐルターゼ

アルギニンデイミナーゼ

シスタチオニンγ一リアーゼ

ATCラセマーゼL－ATC

ヒドロラーゼ､S－カルバミル

ーL－システインヒドロラーゼ

システインデスルフヒドラー

ゼ

0－アセチルセリン

スルフヒドリラーゼ

β-クロロアラニン

クロリドリアーゼ

β-チロシナーゼ

β-チロシナーゼ

チロシンヒドロキシラーゼ

L－ヒダントインー5－プロピ

オン酸ヒドロラー昼〃－

カルバミルー1,-グルタミン酸

ヒドロラーゼ

AJCaljge凡es

/becα"s

Aspe電i〃us

OダツZae

恥eudomoFzas

dacu凡hae

Xα“んomo"as

OrVZae
‐

匙cherjc紅a

CO〃など

AjcaZigenes

/becα"s

匙e腿domonas

p"〃da

銃repto"zyces

phaeochromoge"es

恥e必domo凡as

t紅azo〃n叩ﾉZj血、

a1te『obα“e『．

cjoafae

Ba“〃座s

sphaeFjcus

匙e皿domo凡as

p“jda

Eruﾉ虹ia

herbjcoja

函．uﾉ加ja

んerbicoja

Aspe増i〃us

orシzae

丑1“〃us

breUjs

ｊ

ｊ
Ｊ
ｊ
ｊ
ｊ

ｊ
ｊ

２

３
４
５
６
７
８
９

７

Ｊ
ｊ

Ｏ
１
２

１

１
１

13．14）

15）

16）

ｊ
ｊ
７
８
１
１

5－ヒドロキシー

L－トリプトファン

L－リジン

L－フェニル

アラニン

SまたはSe-置換一

L一ホモシステイン

SまたはSe

一L－システイン

L－セリン

L一トレオニン

L－トリプトファン

L－チロシン

D-アミノ酸

D－ルヒドロキシ

フェニルグリシン

5－ヒドロキシインドール＋ピルビン酸

＋NH

－→5－ヒドロキシーL－トリプトファン

4
＋

＋H20

DL－a－アミノーE－カプロラクタム

(ACL）＋H20

－－妻L－リジン

DL-5-べﾝジﾙﾋグﾝﾄｲﾝ+2H20

--→L･-フェニルアラニン十

NH3＋CO2

L－メチオニン＋RSH（またはRSeH）

一S（またはSe）－置換一L－

ホモシステイン＋メタンチオール

L－システイン＋RSH（またはRSeH）

一→S（またはSe）－置換一L－

システイン＋H2S

グリシン＋ホルムアルデヒド(ま泡まメタノール）

一→L－セリン

グリシン＋アセトアルデヒド

-→L－トレオニン

インドール＋ビルビン酸十NH4＋

一→L－トリプトファン＋H20

インドール＋L一セリン

一→L－トリプトファン＋H20

DL－5－インドリルメチルヒダントイン

(IMH）

－→L－トリプトファン＋NH2＋CO

フェノール＋ピルビン酸十NH4＋

一→L－チロシン＋H20

2

DL－5－置換一ヒダントイン＋H20

－→N－カノレパミルーD－アミノ酸

DL－5－企ヒドロキシフェニル

ヒダントイン＋H20

－→〃~カルパミルークーヒドロキシ

フェニルグリシン

トリプトファナーゼ

ACLラセマーゼト

L－ACLヒドロラーゼ

L－5－ベンジルヒダントイン

ヒドロラーゼ

Ⅳ一カルバミルL－フェニル

アラニンヒドロラーゼ

メチオニナーゼ

メチオニナーゼ

セリントランスヒドロキシ

メチラーゼ

ﾒﾀﾉｰﾙヂﾋドロゲナーゼ

トレオニンアルドラーゼ

トリプトファナーゼ

トリプトファンシンターゼ

L－IMHヒドロラーゼ

Ⅳ一カルバミルーL－トリプト

ファンヒドラーゼ

β-チロシナーゼ

ジヒドロピリミジナーゼ

ジヒドロピリミジナーゼ

Proo蛇usr鈍噌eri

ACﾉ"･omobaaer

obae.Q･vptococcus

Iaure几〃』

FYaUobactgrium

αmmoge凡2s

恥eudomo凡as

oUα〃s

屍eudo"zo凡as

oUalis

釦rcmaaめ”a

Pseudomonas3ab

Hyp九omic『ob虹、

m“んvJoUorum

唖廊d型唾

humicoIa

丹．o舵哩sr“tgerz

陸cﾉlerichjaco〃

FYaUobacterjum

αmznogg凡es

母．uﾉj凡ja

herbjcoia

恥eudomo凡as

pu〃da

恥eudomonas

pu〃da

19）

20）

21）

22.23）

22,23）

ｊ
ｊ
ｊ

４
５
６

２
２
２

27）

19）

28）

29）

15）

30,31）

30,31）
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表3多機能ピリドキサール酵素の触媒する諸反応
0

ロシン（対セリン・モル収率，80％）あるいは5.3g

のL－ドーパ(対セリン・モル収率，71％）が合成され

る（図_1)16!L－チロシンやL－ドーパはもちろんβ

－チロシナーゼの合成反応（表3の3)を用いても合成

される．その場合反応12時間で4gのピルビン酸から

それぞれ6gのL－チロシンあるいはL－ドーパが合成

される'5！このように合成されたL－チロシンおよび

L－ドーパはいずれも水に対する溶解度がきわめて低

いことから反応液中に結晶として析出するので分離・

精製はきわめて簡単である．

（2）トリプトファナーゼによるL－トリフ。トファンの

合成

L－トリプトファンの合成はPF･ote"sF･etfgerjのトリ

プトファナーゼの合成反応（表3の3）を利用する．

この細菌の培養液中に直接ピルビン酸ナトリウム，イ

ンドール，酢酸アンモニウムおよびイノシンを添加し

て反応を行うと34℃，48時間で約100g/4のL･－トリ

プトファンが生成する．（対インドール・モル収率，

100%)'9).イノシンは生成したL－トリプトファンと不溶

性の複合体を形成し，反応平衡を合成方向に傾ける．

同様にして5－ヒドロキシインドール，5－アミノインド

ールからそれぞれ5－ヒドロキシーL－トリプトファン，

5－アミノーL－トリプトファンの合成も可能である351

（3）システインデスルフヒドラーゼによるL--シス

テインの合成

L－システインの合成はE"terobacte7･clo"qeの

システインデスルフヒドラーゼのβ一置換反応(表3の

2）でβ－クロローL－アラニンとH2Sを基質として

用いて行う．反応液に予めアセトンを添加しておくこ

とにより生成したL－システインは化学的にチアゾリ

ジン化合物を形成し反応系外に除去することで反応の

円滑な進行が促進される．L－システインの収量は約50

g/C(対β－クロローL－アラニン・モル収率,88%)

である11).L－システイン以外にも各種のS－アルキル

ーL－ｼｽﾃｲﾝなどの合成が可能である361

5．0

０
０
０
０

４
３
２
１

念
Ｅ
ｇ
ご
望
遡
鍵
Ｓ
辱
橿
刑
ら
都
碍
瓢
蜘

0

081624324048

反応時間(h)

図~1DL－セリンを基質とするL－ドーパの合成反応

ごく最近筆者らの研究室ではβ一クロローL－アラニ

ンに耐性を示す細菌Bqcj""ssp九aer･jcMsを土壌よ

り分離し，本菌が強力な0－アセチルーL－セリンス

ルフヒドリラーゼを生成することを見いだしたが，こ

の酵素が上記のシステインデスルフヒドラーゼと同様

にβ－クロローL－アラニンとNaHSとからL一システ

インを合成することをはじめて明らかにした37)．本酵

素はピリドキサール酵素ではあるがβ－置換反応のみ

触媒しL－システインやβ一クロローL－アラニンのα，

β-脱離反応を触媒しないので多機能ピリドキサール

酵素の範鴫には入らない．本菌の菌体を用いてアセト

ン存在下でNaHSとβ－クロローL－アラニンとから2

時間の反応で70g/CのL－システイン（モル収率,80

％）が生成する'21

（4）β一クロローD－アラニンクロリドリアーゼによ

るD一システインの合成

筆者らの研究室では一般の微生物に対して強い毒性

－ 2 2－

守

1)L(D)-RCH2CHNH2COOH+H20－－→RH+CH3COCOOH+NH3

2)L(D)-RCH2CHNH2COOH+R'H一一一→L(D)-R'CH2CHNH2COOH+RH

3)R'H+CH3COCOOH+NH3-一一一一一→L(D)-RCH2CHNH2COOH+H20

β-チロシナーゼ：R＝HO

トリプトファナーゼ：R＝

｡

0頁丁

-0H,-SH,-C2,R'=HO

-OH,-SH,-C2,R 二二＝

。‐

○和「
H H

システインデスルフヒドラーゼ:R=-SH,-OH,-CI,R'=メルカプタンラジカル

β-クロロ-D-アラニンクロリドリアーゼ:R=-C4,-SH,チオールラジカルbR'=-SH
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を示すβ_クロローD－アラニンに耐性を有するAeu-

domo"αsp"tjdαを見いだし，本菌が，ピリドキサー

ルリン酸を補酵素としてβ－クロローD－アラニンをピ

ルビン酸，アンモニア，塩化水素に分解（表3の1）

する新酵素β－クロローD－アラニンクロリドリアーゼ

を有することを発見し本酵素を精製,結晶化した38,39)．

次に本酵素は表3の2のようなβ－置換反応をも行

う多機能性を見いだしたので，β一クロローD－アラ

ニンとNa鵬とを基質として上記の菌体を用いてD－

システインの合成を行った．この場合NaHSを過剰に

加えてα，β－脱離反応を抑制しβ－置換反応を優先さ

せ，また前述のL－システイン合成の場合と同様にアセ

トンを加えて収率を高めた．また基質のβ－クロロア

ラニンは一般には現在ラセミ型で供給されているので，

これを出発基質として用いる場合には，菌体中に共存

しているL型基質からL－システインを合成する酵素

反応やL型基質を分解する酵素反応を抑制する必要が

ある．このためにあらかじめ菌体をフェニルヒドラジ

ンで処理することによってその問題を解決した．残存

するL型基質は反応後回収し前述のL－システインの合

成に利用できる.D－システインの収量は22g/4であ

る（対β一クロローD－アラニン・モル収率,88％)40)．

D一システインはβ－ラクタム系抗生物質の中間原料

として最近その利用が期待されているアミノ酸である．

（5）シスタチオニンγ一リアーゼによるL－シスタチ

オニンの合成

L－シスタチオニンは生体のイオウ代謝のかなめと言

える高価なアミノ酸であり，将来研究試薬や医薬品と

しての応用が期待されている．筆者らの研究室では従

来真核細胞にのみその存在が知られていたシスタチニ

オンγ－リアーゼが原核細胞に属する放線菌にも広く分

布することを見いだし勘reptO"Z.yceSp九αeoc/zr､om-

Oge"eSの菌体抽出液より本酵素を精製結晶化した4'l

本酵素はL－シスタチオニンの加水分解（反応1）のみ

ならずL一ホモセリンの加水分解(反応2）をも触媒す

る．またγ一置換反応を触媒し,L－ホモセリンとL－

システインからL－シスタチオニンの合成（反応3）を

触媒する．

HOOCCH(NH2)CH2SCH2CHOVH2)COOH+H20－－－→

L－シスタチオニン

HOOCCH(NH2)CH2SH+CH3CH2COCOOH+NH3(1)

L－システインα－ケ卜酪酸

OHCH2CH2CH(NH2)COOH+H20-－→CH3CH2COCOOH

L－ホモセリンピルビン酸

+ N H 3 ( 2 )
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HOOCCH(NH2)CH2SH+HOCH2CH2CH(NH2)COOH－－→

．L一システインL－ホモセリン

HOOCCH(NH2)CH2SCH2CH2CH(NH2)COOH

L－シスタチオニン

+ H 2 0 ( 3 )

筆者らは本酵素のγ－置換反応によるL－シスタチオ

ニン合成の諸条件を検討した．L－システインは本酵素

のフィードバック阻害剤となるため分割フィードして

添加したところ現在までに得られた結果では約3g/4

のL－シスタチオニンの合成が可能である9)．

2．2セリントランスヒドロキシメチラーゼを用いる

L－セリンの合成

天然ガスなどから大規模に製造されているメタノー

ルはきわめて経済的な合成用原料であるが，工業的な

意味での将来の微生物培養原料としても有望視されて

いる．そのような背景からこの約15年間にメタノール

の微生物代謝の基礎と応用に関する研究が多くなされ

てきた．メタノールに生育する細胞の中にはメタノー

ルをホルムアルデヒドに脱水素した後，このホルムア

ルデヒドとグリシンとからテトラヒドロ葉酸(THF)

の存在下でL－セリンを合成し，資化するものが知ら

れている（図-2).前者の酵素はメタノールデヒドロゲ

ナーゼで，後者の酵素はアルドール縮合反応を触媒す

るセリントランスヒドロキシメチラーゼでありピリド

キサール酵素である．

この2つの酵素を利用することによってメタノール

とグリシンとから今まで有機合成では困難であったL

－セリンの合成が可能である．筆者らは土壌より分離

した多数のメタノール資化性細菌の中でL－セリン合

成活性の強いHyP/zOmiCrObjum77Zet/zjyJOUOrI"7Zを

得た．本菌株の菌体をメタノールとグリシンとともに

2日間振とう反応させることによって約24g/4(対グ

NADfNADH

厩珂－－→HC目o-HCOOHlﾑCO2

欺司"参爵憲二…
メタノールデヒドロゲナー

5,10

垂至M&｡｡H
I

MaIat

ylcMaI
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e

図－2セリン経路によるメタノールの資化機構
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ビュヒェラー合成

RCHO－

HCN,(NH4)2CO3

アルデヒド

図-3

O

●:wT-｡<:::Ⅲ而而"鍬”R

ヒダントインルカルバミルーD-アミノ酸 D-アミノ酸

上ダントイナーゼを用いるD-アミノ酸の合成

リシン・モル収率,17%)のL－セリンが生成した261

さらに本菌株のグリシン耐性変異株を造成することに

よりL－セリンの生成量は増加し35g/Cとなった421
2.3ジヒドロピリミジナーゼ（ヒダントイナーゼ）

によるD－p－ヒドロキフェニルグリシンの合成

D－P－ヒドロキシフェニルグリシン(D-HPG)

はペニシリンやセファロスポリンなどβ一ラクタム系抗

生物質の中間原料として重要なアミノ酸である．現在

有効な半合成ペニシリンの1つであるアモキシシリン

や半合成セファロスポリンであるセファトリジン，

セファドロキシルなどの製造に用いられているが，合

成法は以下に述べる筆者らが開発したジヒドロピリミ

ジナーゼを用いる酵素法が適用され工業化されてい

る43,44）

反応(4)はアミノ酸の化学的合成の古典的方法として

知られるビュヒェラー法の一部で，出発原料として5

位置換ヒダントイン誘導体を用いる．筆者らはこの上

R R

Ⅱ拳Ⅷ側一‘翠緑Ⅲ｡,<N入。
（4）

ダントイン誘導体の微生物代謝に関する研究の過程で

多数の細菌や放線菌が5位置換ヒダントインに作用し

て開環加水分解しD－カルバモイルアミノ酸を生成する

ことを見いだした3'l活性の強い恥eudomonqsp"-

〃dαより反応に関与する酵素を精製結晶化し，本酵素

が本来は反応(5)に示す6員環のジヒドロピリミジンの

蝿陣:冊‘｡－民H⑤
H

開環加水分解を行うジヒドロピリミジナーゼであることを

明らかにした43.すなわち本酵素は広い基質特異性を示し

ジヒドロウラシルやジヒドロチミンのような天然の基質

に対して作用するとともに人工基質である5員環のヒ

ダントイン類に対しても作用する．特に5位にbulky

な置換基が存在する中性の天然型アミノ酸のヒダントイ

ン，非天然型のフェニルヒダントイン類，チエニルヒ

ダントイン類のD体に作用して対応するN－カルバモ

イルーD－アミノ酸が生成する31,461

上記の結果を基にして筆者らは図-3に示すような，

_アミノ酸の一般的合成法を確立した32,48（このスキ

ームでは不斉水解の基質となるDL-5位置換ヒダント

イン類は通常ビュヒェラー法で合成しD－ヒダントイン

類の水解を酵素的に行う．酵素反応はRp邸"dαなど

の高活性菌体を直接触媒として用いる．この際反応の

pHを8～9に保つと基質であるヒダントインの化学的

ラセミ化反応が同時に進行するのでDL－ヒダントイン

から定量的にN－カルバモイルーD－アミノ酸への変換

が可能となる．N－カルバモイルーD一アミノ酸の脱カ

ルバモイル反応は酸性条件下亜硝酸で処理することに

よりD一体保持のまま定量的に行える．図-4において

Rがフェノリル基のDL-'－ヒドロキシフェニルヒダ

ントイン(DL-HPH)を基質にすると前述のD－H

PGが得られるわけであるが,DL-HPHは新しく開

発したフェノールのアミドアルキル化反応によりフェ

ノール，グリオキシル酸,尿素から合成する481従来

のビュヒェラー法と比較して高価な’一ヒドロキシベン

ズアルデヒドや危険なシアン化物を用いる必要がなく

コストと安全性の面で有利である．

このD-HPGの合成プロセスは前述したように工業

的製法として現在適用されているが，その成立の主要

因は，ヒダントイナーゼの立体特異性に着目した酵素

法の導入とともに，基質であるDL-HPHの新規化学

的合成法の開発も大なるものがあった．

2.4S－アデノシルホモシステインヒドロリアーゼ

によるS－アデノシルーL－ホモシステインの合成

筆者らの研究室では従来S－アデノシルーL－ホモシ

ステイン(L-AdoHcy)加水分解酵素の存在が否定

されていた原核細胞（細菌，放線菌）にも本酵素の強

い活性を見いだした49)．本酵素を多量に含む細菌

COOR化学反応
CH3、CHCHO＋I－－－
CH｡／

OH

が。
KPL

草まふ…"･"墜堅鱗僅"卿…“
D－パントテン酸D－PL β-アラニン

図-4KPLの酵素的不斉還元を含むD一パントテン酸

の合成法

－ 2 4 －
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AZcα"genes/tzecqjjsの菌体を直接酵素源としてア

デノシンとL－ホモシステインとを反応させると反応(6)

に従って進むが反応平衡は著しく合成方向に傾いてい

NH2

ぱ 二HSCH2CH(NH2)COOH+HOH2C

課
HOOH

L－ホモシステインアデノシン

N出

鰄〉
HOOC(NH2)CHCH2SH2CN+H20

WL-AdoHcy

HOOH

るために対ホモシステイン・モル収率はきわめて高く

769/4のL-AdoHcyが生成する3).アデノシンの代

りに各種のアデノシン誘導体を用いて多様なヌクレオ

シド化L－ホモシステインの合成も可能である．

3．ケトパントラクトンレダクターゼによるケト

パントラクトンからD一パントラクトンの合成

D－パントラクトン(D-PL)は水溶性ビタミンの

1つであるパントテン酸の合成原料である．筆者らの

共同研究者の1人はイソブチルアルデヒドとシュウ酸

ジエチルをホルムアルデヒドの共存下で化学的に縮合

しケトパントラクトン(KPL)を得る新規合成法を考

案した50)．筆者らの研究室では微生物酵素を用いてK

PLの不斉還元によりD-PLを得，さらに化学的に

β一アラニンと反応させて，一パントテン酸を得ること

を想定して（図-5),KPL還元活性の高い微生物をス

クリーニングD-PLを高収率で生成する菌株を得

た51).その中から酵母のQmdidqpqroapsjjosisを選

び，さらに培養条件と反応条件などを検討した．得ら

れた菌体をKPL(分割フィード）とグルコースととも

に反応させると80g/C(モル収率94%)のD-PLが

得られる521グルコースは還元のためのエネルギーで

ある．この還元反応を触媒する酵素はNADP関与の

レダクターゼでKPL以外ではジアセチル等のジケト

ンも還元するが本来の生理的な基質は現在のところ不
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明である53)．

4．脱水素酵素によるNAD+およびNADP+

の還元

上記のKPLレダクターゼのように生体内のきわめ

て多くの酸化還元酵素が補酵素としてNADあるいは

NADPを要求する．生化学試薬としてあるいは臨

床検査用酵素としてこのような酸化還元酵素を用いて

還元反応を行わせる場合には高価な還元型NADある

いはNADPが必要である．NAD+およびNADP+の

還元法としては化学的方法，電気化学的方法および酵

素的方法がある．筆者らはより簡単な酵素法によるN

ADHおよびNADPHの合成法を確立した．2.2.で述

べたようにメタノールの微生物代謝の研究過程でメタ

ノールの酸化系の酵素ギ酸デヒドロゲナーゼ（図-2参

照）を利用したNADH合成法を確立した.土壌から分

離したギ酸デヒドロゲナーゼ活性の強いメタノール資

化性細菌Art/w･obqcteFsp・KM62をメタノールで生育

させ，その菌体を風乾したものを酵素源とするか，風

乾処理しない休止菌体を酵素源として用いる場合は反

応液に界面活性剤を加えてNAD+やNADHの膜透過

性をよくし，これとともにギ酸ナトリウムおよびNA

D+を5時間反応させることによって309/4のNAD

H(モル収率90%)が得られる54).

NADPHの合成についてはグルコースデヒドロゲナ

ーゼを利用して行う．この酵素については飴山らが

GI"conobqcter､s"bo"yda"sより精製結晶化してい

る．筆者らはこの細菌の菌体をグルコース,NADP+

とともに30℃で1時間反応させると709/4のNADP

H(モル収率100%)が合成されることを見いだした55).

この場合は酵素源として風乾菌体でも休止菌体のまま

でも界面活性剤無添加で可能である．

5．ニトリルヒドラターゼを用いるアクリルニト

リルからのアクリルアミドの合成

ニトリル化合物は工業的に大量生産され，合成ポリ

マーの原料などに用いられている．筆者らは数種のニ

トリル化合物の微生物代謝の研究の結果，ニトリル化

合物の微生物分解は反応(7)，(8)のいずれかで進行する

RCN+2H2旦凄RCOOH+NH3 （7）

RCN土些旦汎CONH2-土旦2Q-RCOOH+NH3(8)

ことを見いだした56,57).反応(7)の酵素は古くから植物

－25－
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成（5段階)60'61)などはその典型と言える．酵素法を
用いる合成はその特長から比較的高付加価値のファイ

ンケミカルズ指向であるが，アクリルアミドの合成例

で初めて示されたように大量生産型の化成品すなわち

コモディティケミカルズの製造プロセスにも酵素とい

う省エネルギー型の触媒の利用が可能であり，その例

が将来増えることと思われる．

今後，化学合成の分野との連携を密にしつつ，また

最近急速に進歩している酵素や微生物菌体の固定化技

術等もとり入れつつ多くの独自の特長をもつ酵素法が

化学工業など多方面に発展し貢献していくものと期待

している．

（
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図－5ニトリルヒドラターゼによるアクリルアミドの

生産

や微生物で知られているニトリラーゼであるが，反応

(8)の第1段階，すなわち水和反応を触媒する酵素は全

く新しい酵素でニトリルヒドラターゼと命名した58)．そ

こで筆者らはニトリルヒドラターゼを用いるアクリル

アミドをはじめとする種々のアミド類の合成法を検討

した．土壌から分離したPse"domo"QscMor､o『α‐

p/Msはアクリロニトリルには生育できないがイソブチ

ロニトリルをよく資化し強力にニトリルヒドラターゼ

を生産する．本菌のニトリルヒドラターゼはアクリロ

ニトリルによく作用しアクリルアミドを生成するが，

反応(8)の第2段階の酵素アミダーゼはアクリルアミド

には作用しない．すなわち菌体をアクリロニトリルと

ともに反応させるとアクリルアミドを生成し，アクリ

ル酸を生成しない.このようにして本菌の菌体を直接触

媒に用いて図-6に示すように400g/4という大量のアク

リルアミドが収率100%で生成する59).

6．おわりに

以上，筆者らの研究室で進めている研究の中から有

機合成化学的に興味ある成果を例にとり微生物の合成

反応について概説した．ここに紹介した例からでも理

解されるように酵素法ではnaturalな物質のみならず

unnaturalな物質をも生産しうる．また紙面の都合

上多くを紹介できなかったが，一段階の反応のみなら

ず多段階の複合反応（2.2のセリン合成は2段階）も

酵素法で可能であり高価な補酵素コエンザイムAの合
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