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研究成果の概要（和文）：2-デオキシリボース-5-リン酸アルドラーゼ（DERA）は、多様なアルデヒド分子間の
縮合反応を触媒するため、抗高脂血症剤などの合成への利用が期待される。しかし通常微生物由来の酵素は、基
質のアルデヒドで失活するなど、その不安定性から実用化は達成されていない。高度好塩菌の酵素はアセトアル
デヒド等の有機溶媒様物質の存在下でも安定で高活性を示すことが期待できる。本研究では、高度好塩菌に新た
に見出したDERAについて研究を進め、その精製法を確立し、大腸菌DERAに比べ極めて高い安定性を示すこと、超
好熱菌由来DERAに比べると25℃における活性は非常に高いなど高度好塩菌DERAの有用性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：2-Deoxy-D-ribose-5-phosphate aldolase (DERA) catalyzes the aldol reaction 
between two aldehydes and is useful for the production of a variety of stereo-specific materials. 
However, practical application of the enzyme from a mesophilic organism such as Escherichia coli is 
still limited by its poor resistance to high aldehyde concentrations. The enzymes from extreme 
halophilic archaea generally retain considerable activity in organic solvents and this may overcome 
the problem of DERA utilization. Therefore, we overexpressed the gene encoding DERA from extreme 
halophilic archaeon in Escherichia coli. The enzyme was highly resistant to a high concentration of 
acetaldehyde under which E. coli DERA is completely inactivated. The enzyme exhibited much higher 
activity at ordinary temperature than hyperthermophilic DERAs. Our results suggest that the 
extremely halophilic DERA has high potential to serve as a biocatalyst in organic syntheses. 

研究分野： 応用生物化学
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１．研究開始当初の背景 
2-デオキシリボース-5-リン酸アルドラー

ゼ（DERA）は、HIV 感染の治療に用いられ
るアジドチミジンなど、様々な抗ウイルス剤
や抗がん剤、抗高脂血症剤のビルディングブ
ロックとなる光学活性化合物合成への利用
が期待されている。スクリプス研究所の C. H. 
Wongらにより大腸菌DERAを用いた各種化
合物の合成が研究されているが、これまで検
討されてきた常温微生物由来の酵素は、有機
溶媒様物質である基質のアルデヒドで失活
してしまい、十分な収率で産物を得られない
ため実用化は達成されていない。 
我々はこれまでに、90℃付近の高温環境に

成育する超好熱菌に初めて DERA を見出し、
そのＸ線結晶構造解析に成功し、高い安定性
（100℃、10 分の熱処理を行っても全く失活
しない）に寄与する構造上の特徴を明らかに
した [1]。さらに超好熱菌 DERA が、アセト
アルデヒド 3 分子の縮合反応による 2,4,6,-
トリデオキシ-D-エリスロヘキサピラノシド
（TEHP：高コレステロール血症治療薬であ
るスタチンの合成前駆体として有用、図１参
照）の合成においては、大腸菌由来の酵素よ
りはるかに生産性が優れていることを見出
している（国際特開 WO2005/098012）[2]。 

 
 
 
 

 
図１DERAによるアセトアルデヒド3分子の
縮合反応 
 
高濃度（300 mM）のアセトアルデヒド存在
下では、大腸菌 DERA が急速に失活するのに
対し、超好熱菌 DERA が最大活性の約 50%
の活性を保持できることがその要因と考え
られる。しかし超好熱菌の酵素は、高温環境
下では高い活性を示すが、工業利用に用いら
れる 25℃のような常温下では大腸菌酵素の
約 1/60～1/300 の活性しか持たない。実用化
レベルで要求される活性を実現するには、有
機溶媒耐性で、なおかつ常温でも高い活性を
示す酵素の探索が急務となっていた。 
 
２．研究の目的 
常温下、2.5 M 以上の高塩濃度環境に成育

する高度好塩菌は、細胞内に 2～4 M 程度の
塩を蓄積しており、その酵素は、高濃度の塩
存在下のような水分活性の低い環境でのみ
立体構造を維持することが可能である。その
ため、異種生物において酵素遺伝子を発現さ
せることが極めて難しい。本研究開始時、
我々は、高度好塩菌 Haloarcula japonica 由来
の DERA ホモログ遺伝子を大腸菌で発現さ
せ、高濃度塩処理により「活性型リコンビナ
ント酵素」を取得することに成功した。従っ
て H. japonica DERA は、機能・構造解析の研
究対象として非常に貴重な存在と言える。さ

らに高度好塩菌の酵素は、タンパク質分子の
表層に多数の水分子を保持できるため、アセ
トアルデヒド等の有機溶媒様物質存在下で
も安定で、常温で高活性を示すことが期待で
きる。これらの結果・考察を踏まえ、H. 
japonica DERA およびそのホモログの機能・
構造を解析し、アルドラーゼ開発の新たな展
開につなげることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）高度好塩菌の DERA ホモログ遺伝子の
クローニング、発現系の構築および産物の精
製、機能解析 
 H. japonica DERA を Ni-キレートクロマト
グラフィーおよびゲルろ過で精製した。精製
酵素の基質特異性、カイネティクス、熱安定
性、有機溶媒耐性等を詳細に解析した。これ
以 外 に も 高 度 好 塩 菌 Halomicrobium 
mukohataei、Halorhabdus utahensis、Halorubrum 
lacusprofundi、Haloterrigena turkmenica に存在
が推定された DERA をコードする遺伝子を
PCR で増幅後、大腸菌における発現系を構築
した。可溶性画分に産物の発現が認められた
サンプルについて、触媒活性の同定を行った。 
（２）Ｘ線結晶構造解析 
 酵素の結晶化条件を検討した。シッティン
グドロップ、ハンギングドロップを基本にし
て、各種沈殿剤でスクリーニングを行い、得
られた結晶を用いてインハウスＸ線回折装
置により、回折データを収集した。 
 
４．研究成果 
（１）高度好塩菌 DERA を発現させた大腸菌
を 2～2.5 M の NaCl 存在下で破砕し、塩存在
下で精製した場合、不活性型酵素が大量に生
じることが判明した。そこで、NaCl 非存在下
で大腸菌を破砕、精製を行った。その後 2 M 
NaCl に対して透析すると、不活性型の生成が
抑制された。さらに、塩存在下でゲル濾過を
行い、高回収率の精製方法を開発した。高度
好塩菌の酵素はイオン交換クロマトグラフ
ィーが使用できないので、精製が困難なもの
が多い。本研究により高度好塩菌 DERA の高
回収率の精製法を確立した。 
（２）H. japonica DERA の酵素化学的性質を
明らかにした。本酵素は 70℃、10 分間の熱
処理後も 90％以上の活性を保持しており、高
い耐熱性を示した。また、50℃、30 分間の処
理において pH6．3～12.3 まで失活せず pH に
対する安定性も高かった。さらにメタノール、
エタノール、アセトニトリル、DMSO の有機
溶媒に対しても高い安定性を持つことが判
明した。 
（３）産業利用を想定して 25℃、300 mM ア
セトアルデヒド存在下での安定性評価した。
その結果、5 時間の処理でも 35％の活性を保
持することが明らかとなった。この条件では、
大腸菌の DERA は完全に活性を失う。また超
好熱菌由来 DERA に比べると、25℃における
活性は非常に高いことが判明した。以上の成



果は、国際誌 Protein Expression and Purification
に掲載された。H. japonica DERA について
25℃、300 mM アセトアルデヒド存在下の条
件で実際に TEHP 合成を評価すると、大腸菌
DERA と比較して非常に高い合成活性を示し
た（図２参照）。本研究は、高度好塩菌 DERA
を解析した初めての例であり、高度好塩菌
DERA の有用性を始めて示すことができた。
本酵素については、活性型リコンビナント酵
素を取得した時点で特許出願を行っており
（特願 2016-049393「アルドラーゼおよびそ
の用途」）出願時期が 2016/3/14 となるため、
下記出願状況には加えていない。 

（４）H. japonica DERA については各種結晶
化条件を検討したが、結晶が得られなかった。
各種高度好塩菌の DERA について大腸菌で
遺伝子発現させた中で H. turkmenica 
DERA が特に発現と酵素活性が良好であっ
たためH. japonica DERAと同様の手法で精製
を行い、酵素の大量取得に成功した。）酵素
溶液中に含まれる NaCl を NDSB-195 (非界
面活性型スルホベタイン)に置換し、結晶化ス
クリーニングを行い結晶化に成功した。得ら
れた結晶を高エネルギー加速器研究機構の
ビームラインを用いてX線回折実験を行った。
しかし、分解能が 6Åの反射データであった
ことから、構造解析には至っていない。現在、
これを種結晶として結晶化条件の精密化を
行い、構造解析に適した結晶の作製を進めて
いる。 
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図２ DERA による TEHP 合成 
Eco:大腸菌 DERA、Hja: H. japonica DERA 
左：2 時間反応、右：20 時間反応 
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