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研究成果の概要（和文）：アミド化合物には生体分子や化成品など有用物質が多く、バイオプロセスによる効率
的な合成法の開発が望まれている。研究代表者はカルボキシ基の酵素的アデニル化とアミンの求核置換反応によ
るアミド化合物合成法を開発している。本研究では本手法を拡張して合成可能なアミド化合物の多様化を検討し
た。Fatty acyl-AMP ligaseによる脂肪酸アミド合成法、非リボソーム型ペプチド合成酵素のアデニル化ドメイ
ンによる芳香族カルボン酸アミド及びD-アミノ酸含有ジペプチドの合成法を開発した。また、ポリリン酸キナー
ゼを利用した単一酵素によるAMPからのATP再生系を構築し、アミド合成プロセスの低コスト化を達成した。

研究成果の概要（英文）：Amide compounds are useful materials as bio-functional molecules and 
chemicals. We have developed a unique method for amino acid amide synthesis using adenylation domain
 (A-domain) of nonribosomal peptide synthetase. In this method, A-domain adenylates carboxy group of
 amino acid and followed by nucleophilic acyl substitution reaction with amine. In this research, 
novel methods of synthesizing various amide compounds using adenylation enzymes were developed.
Fatty acid amides were synthesized by a fatty acyl-AMP ligase which can adenylate various length of 
fatty acids. Aryl carboxylic acid amides were synthesized by DhbE which can adenylate benzoic acid 
and 14 kinds of monosubstituted benzoic acids. D-Amino acid-containing dipeptides were synthesized 
by A-domain (TycA-A) which can adenylate some D-amino acids. On the other hand, the ATP regeneration
 system from AMP was developed using class III polyphosphate kinase 2 and was coupled with 
L-Trp-L-Pro synthesis using TycA-A.

研究分野：応用生物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 アミド結合を有する化合物には、タンパク質やペ
プチドといった生体分子、医薬品や機能性ポリマー
原料のような化成品など有用物質が多く、工業的に
も重要である。これらアミド化合物は主に化学合成
法により生産されているが、工程が複雑で多量の縮
合剤を必要とするなど課題が多い。研究代表者らは
現在までにペプチド性抗生物質の生合成に関与する
非リボソーム型ペプチド合成酵素(NRPS)のアデニ
ル化ドメイン(A ドメイン)を利用することで、アミ
ノ酸のカルボキシ基を活性化し、それに対してアミ
ン類を作用させることで対応する多種多様なアミド
化合物を合成することに成功している。本反応機構
を踏まえると、アミノ酸に限らず基質のカルボキシ
基をアデニル化により活性化することができればア
ミノ酸アミドに限定されない幅広いアミド化合物が
合成可能になると推測している。本手法を基盤とし
た酵素的アミド合成法の開発および多様な機能性ア
ミド化合物の創製に大きな期待が寄せられている。 
 
２．研究の目的 
 NRPSのAドメインや同様に基質のカルボキシ基

をアデニル化可能な酵素(アデニル化酵素)を利用し、
合成可能なアミド化合物の多様化を目指す。L-アミ
ノ酸以外のカルボン酸を基質とする酵素の探索を行
うことで、新規アミド合成プロセスを開発する(図
1)。また、アデニル化酵素によるアミド化合物生産
において課題となる ATPの供給に関して、反応によ
り生成する AMPからの再生系を検討する。 
 
図 1 アデニル化酵素を利用したアミド合成 

 
３．研究の方法 
(1) アデニル化酵素の探索とアミド合成 
 文献情報やデータベース検索を利用し、L-アミノ
酸以外のカルボン酸を基質とするアデニル化酵素を
探索する。具体的には以下の 3種類のカルボン酸を
ターゲットとした。 
①脂肪酸：Mycobacterium属細菌の複合脂質合成に
おいては、脂肪酸をアデニル化する fatty acyl-AMP 
ligase (FAAL)とポリケタイド合成酵素(PKS)が関与
していることが知られている。FAALと PKSによる
反応は NRPSの反応と機構が類似しており、FAAL
は NRPSの Aドメインと役割が類似している。そこ
で、FAALを利用した脂肪酸アミド合成を検討する。 
②芳香族カルボン酸：NRPSの Aドメインは一般的
に L-アミノ酸を基質とするが、芳香族カルボン酸を
基質とする Aドメインの報告もある。このような種
類のAドメインを利用した芳香族カルボン酸アミド
の合成を検討する。 
③D-アミノ酸：L-アミノ酸だけではなく D-アミノ酸
も基質とする Aドメインを探索・利用し、D-アミノ

酸を含有したジペプチドの合成を検討する。 
(2)AMPからの ATP再生系の構築 
 単一酵素で AMPから ADPを経由して ATPを合
成可能なポリリン酸キナーゼ(class III PPK2)を利
用した再生系の構築を検討する。さらに、これを
NRPSのAドメインを利用した機能性ジペプチド合
成に適用した生産プロセスを開発する。 
 
４．研究成果 
(1)脂肪酸アミド合成 
 Mycobacterium tuberculosis において複合脂質
の合成に関与するFAALがデカン酸などの脂肪酸を
基質としてアデニル化反応を触媒するという報告を
もとに、データベース検索によるホモログ酵素の探
索を行った。その結果、M. smegmatis mc2 155由
来の FAALである FadD26を見出した。 
 FadD26 がどのような脂肪酸をアデニル化可能か、
ヒドロキシルアミンとの反応によるヒドロキサム酸
の生成を指標とした比色分析により基質特異性評価
を行った。その結果、FadD26 は炭素数が 6~12 の
中長鎖の脂肪酸、オレイン酸やリノレン酸といった
不飽和脂肪酸など、幅広い脂肪酸を基質とすること
を明らかにした(図 2)。 

図 2 FadD26の基質特異性評価 
 
 続いて、FadD26 を利用したアミド化合物合成を
検討した。比色分析において特に活性が高かった炭
素数 6~10 の 5 種類の脂肪酸を基質として、求核剤
は L-体および D-体のプロリン、線状アミン、環状ア
ミンなど計 10種類を用いて反応を行った。 
その結果、図 3に示す脂肪酸と求核性の組み合わ
せにおいて対応する脂肪酸アミドが生成した。予測
通り、FadD26 による脂肪酸のアデニル化とアミン
による求核置換反応によって多様な脂肪酸アミドの
合成が可能であることを示した。 

図 3 FadD26による脂肪酸アミド合成 
 
(2) 芳香族カルボン酸アミド合成 
 Bacillus subtilis 168が産生する鉄キレートシデ
ロフォア bacilibactinはNRPSにより合成されるこ
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とが知られており、その構造中には芳香族カルボン
酸である2, 3-ジヒドロキシ安息香酸(2, 3-DHB)が含
まれている。2, 3-DHBの導入は Aドメインである
DhbE により行われることから、本酵素を利用する
ことで芳香族カルボン酸アミドが合成可能であると
推測し、検討を行った。 
 DhbE がどのような芳香族カルボン酸をアデニル
化可能か、ヒドロキシルアミンとの反応によるヒド
ロキサム酸の生成を指標とした比色分析により基質
特異性評価を行った。最も単純な芳香族カルボン酸
である安息香酸および 7種類の置換基(R=OH, NO2, 
NH2, Cl, F, CH3, COOH)で異なる位置(o-, m-, p-位)
が置換された安息香酸一置換体(o-OH：サリチル酸
を除く)の計 21種類の基質に対して試験を行った。  
その結果、安息香酸および、アミノ基、フルオロ
基、メチル基での o-, m-, p-位置換体、ヒドロキシ基
でのm-, p-位置換体、ニトロ基、クロロ基、カルボ
キシ基でのm-位置換体の 15種類の芳香族カルボン
酸が基質となることを明らかにした(図 4)。 
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図 4 DhbEの基質特異性評価 
 
 続いて、DhbE を利用したアミド化合物合成を検
討した。比色分析にて基質となると判明した 15 種
類の芳香族カルボン酸とサリチル酸を基質、ヒドロ
キシルアミンおよび L-プロリンを求核剤として反応
を行った。その結果、ヒドロキシルアミンとの反応
では 16種類全て、L-プロリンとの反応では 12種類
で目的とする芳香族カルボン酸アミドが生成した。
DhbE により多種類の芳香族カルボン酸がアデニル
化可能であり、アミンと反応させることで対応する
多様なアミド化合物が合成可能であることを示すこ
とができた。 
 

(3) D-アミノ酸含有ジペプチド合成 
 研究代表者らはこれまでに、Brevibacillus 
parabrevis IAM 1031 が有する tyrocidine 合成
NRPSの Aドメインの一つである TycA-Aが本来の
基質である L-Pheに加えて 5種類のアミノ酸(L-Trp, 
L-Tyr, L-Met, L-Leu, L-Val)も基質とすることを見出
していた。更なる基質特異性検討の結果、これら 6
種類のアミノ酸のD-体も基質とすることを見出した。
そこで、この特性に着目し、D-アミノ酸(D-Xaa)を構
造中に含むジペプチドの合成を検討した。 
 まず、TycA-Aの基質となる 6種類の D-Xaaと求
核剤として D-Proを反応させたところ、すべての組
み合わせで D-Xaa-D-Proが生成した。これら 6種類
のD-XaaがジペプチドのN末端に導入可能であるこ
とを示した。続いて、ジペプチドの C末端に導入可
能な D-Xaa の検討のため、TycA-A の基質を D-Trp
に固定し、求核剤としてタンパク質構成性アミノ酸
の 19 種類の D-アミノ酸を反応させた。その結果、
TycA-Aの基質となる D-Xaaを使用した場合には N
末端に D-Xaaを配するジペプチドも副生したが、す
べての組み合わせで求核剤に対応した D-Trp-D-Xaa
が生成した。アデニル化酵素によるアミド合成反応
の特徴を反映し、C末端には任意の D-Xaaが導入可
能であることを明らかにした。 
 TycA-A での検討結果から、TycA-A とは異なる
D-Xaaをアデニル化可能なAドメインを利用するこ
とで、任意のキラリティを持った多様なジペプチド
が合成可能であると推測し、D-アミノ酸を基質とす
る新規 Aドメインの探索を行った。 
 その結果、Bacillus licheniformis NBRC 12199
が有する bacitracin 合成 NRPS の A ドメインの一
つであるBacB2-Aが L-LysとD-Lysの両方を基質と
することを見出した。そこで BacB2-A を利用して
D-LysとD-Proの組み合わせで反応を行ったところ、
D-Lys-D-Pro が生成した。予想通り合成可能な D-ア
ミノ酸含有ジペプチドの拡張に成功した。 
 
(4) ATP再生系の構築とジペプチド合成への適用 
 アデニル化酵素を利用したアミド化合物合成には
等モルの ATPが必要であり、工業的プロセスにはそ
の供給が重要である。アミド合成反応により生成す
るAMPから安価なポリリン酸を用いてATPを合成
可能なポリリン酸キナーゼ(class III PPK2)に着目
し、ATP再生系の構築を検討した(図 5)。 

図 5 Class III PPK2による ATP再生系 

Class III PPK2に関する文献情報をもとにデータ
ベース検索を行い、Deinococcus proteolyticus 
NBRC 101906T 由来の Deipr_1912 を見出した。
Deipr_1912 は AMP とポリリン酸を原料とした
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ATP合成試験において、ADPを経由して ATPを生
成し、class III PPK2の活性を示した。 
 NRPSの Aドメインの一つである TycA-Aを用い
た L-Trpと L-Proを基質とする L-Trp-L-Proの合成
反応において、ATP合成活性を確認済のDeipr_1912
を ATP再生系として利用した。 

AMPを初発基質とした場合には本来 L-Trp-L-Pro
合成反応は進行しないが、ATP再生系の共役により
L-Trp-L-Proの生成を確認することができた。しかし、
反応速度が遅く低収量であった。この原因として、
アデニル化反応により副生・蓄積するピロリン酸が
アデニル化反応を阻害していると考えた。そこで、
ピロリン酸分解酵素である大腸菌由来のピロフォス
ファターゼ(PPase)を反応系に添加したところ、予想
通り、反応初期において反応速度が 14 倍に大幅に
向上した。さらに添加するポリリン酸濃度を最適化
することで、72 hで最大 6.2 mMの L-Trp-L-Proを
合成することに成功した(図 6)。 

 
図 6 ピロフォスファターゼの添加効果 
白：PPaseあり、黒：PPaseなし 
丸：ポリリン酸最適化後、四角：最適化前 

 
 酵素反応系においてPPaseの添加効果を確認した
め、大腸菌を利用した菌体反応では宿主由来の
PPaseが作用することで、外部からの添加と同様に
反応速度が向上すると予測した。L-Trp-L-Proをはじ
めとする L-Xaa-L-Proの分解酵素遺伝子 pepQおよ
び L-Pro の分解酵素遺伝子 putA を欠損させた大腸
菌にて TycA-A および Deipr_1912 をそれぞれ発現
させ、L-Trp-L-Proの生産を行った。その結果、菌体
反応においても AMP を初発基質とした場合に
L-Trp-L-Proの生成を確認することができた。生産量
は初期添加した AMP 濃度に依存していたが、再生
系を共役させずに同濃度の ATP を用いた場合より
も増加していた。10 mM の AMP が必要であるが
24 hで 6.7 mMの L-Trp-L-Pro生産を達成すること
に成功した(図 7)。 

 
図 7 菌体反応による L-Trp-L-Pro生産 
白：ATP再生系あり・AMP添加、 
黒：ATP再生系なし・ATP添加 
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