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研究成果の概要：フェニルアセトアルデヒド還元酵素(PAR)を進化分子工学的手法にて改良し、

変異酵素Sar268/HAR1を取得した。これら酵素の機能解析を行った結果、明らかに極性溶媒中で

の活性が向上していた。また、同酵素を触媒とし、高濃度のケトン類 (10-30％）から100%近い

収率で目的の光学活性体を合成できた。さらに、Sar268およびLeifsonia由来アルコール脱水素

酵素(LSADH)の発現菌体を固定化し、水溶性の高いケトンの還元反応を流動層型のリアクターで

行う事に成功した。PAR/LSADHの類縁酵素遺伝子の土壌DNAからの分離を行い、PARとLSADHの基

質特異性が異なる酵素ライブラリーの構築を目指した。PARについては、約60種のDNA断片の増

幅に成功したが、活性を確認することができなかった。他方LSADHでは、生産菌の類縁微生物ゲ

ノム情報を基に約30種の遺伝子を単離（LSと命名）し、その基質特異性、立体選択性を測定し

た。
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１．研究開始当初の背景

本来生体触媒反応による不斉還元・酸化は生

物に特有のものであるが、その応用については

補酵素等の再生の問題もあり、実用的なレベ

ルに至っている例は少ない。その一方で、

BINAP を始めとする不斉金属触媒を用いた不

斉還元や酸化の方が注目され、2001 年度のノ

ーベル化学賞の対象となった。しかし、バイ

オプロセスは立体選択性のみならず生産性で

も、こうした化学不斉触媒よりも多くの場合

優れた潜在能力を有しており、またプロセスの

グリーン度はバイオプロセスの方が優れてい

る。従って、不斉還元技術の高機能化や酵素触

媒のライブラリー化を行うことにより、不斉還

元プロセス技術の実用化が可能となる。

２．研究の目的

本研究テーマは、不斉還元バイオプロセスを

中心に、既得のアルコール脱水素酵素遺伝子

（par, lsadh）の改良と類縁酵素遺伝子のメタ

ゲノムのからの探索を行う。すなわち、水-極

性有機溶媒の反応場における生体触媒の一層

の安定性・反応性の向上と多様な基質特異性を

有する PAR, LSADH 酵素群の取得を目的とす

る。

３．研究の方法

(1)PARの進化分子工学的改良：PARの進化分子

工学的手法による改良を行い2-propanol

（IPA）/水系での反応性・安定性の高い酵素

触媒を創製する。目標は、各種ケトン類やIPA

に対する耐性の強化による高濃度基質の効率

的変換に重点を置く。また可能であれば、メ

タゲノムライブラリーから得られた遺伝子デ

ータと進化分子工学的手法にて改良した酵素

遺伝子との比較検討を行う予定である。

（2）酵素蛋白質の極性溶媒中での反応性とそ

の解析: PARの変異酵素Sar268（６個のアミノ

酸が変異）の変異アミノ酸部位が基質特異性

の異なるPAR相同性遺伝子でも有効であるか

どうかを、部位特異的変異により確認する予

定である。またSar268から更に生産性の向上

した変異酵素を取得する。得られた変異酵素

の動力学定数や各種極性有機溶媒中での安定

性や反応性をチェックする。特に優れた変異

酵素が得られた場合は、変異酵素とnative酵

素との構造的差異をＸ線構造解析または

docking modelで解析する。これらの基礎的

知見の蓄積は、極性溶媒中での酵素反応の強

化ならびに耐性の向上に有用な情報を与える

ものと考えている。

（3）PAR/LSADH触媒のバイオリアクター化：

Sar268およびLSADH組換え酵素を菌体のまま

二官能性試薬を用いて固定化することにより、

さらに酵素の安定性を強化できることが判明

した。これらの生体触媒を用いて水溶性の高

いケトンの立体選択的還元プロセスを流動層

型のリアクターで行う実験を行い、そのデー

タを解析する。

(4)PARならびにLSADHのメタゲノムライブラ

リーの作成：PAR/LSADH 類縁遺伝子のメタゲ

ノム（主に土壌 DNA）からの単離と遺伝子ラ

イブラリーの作成技術を確立するとともに、

実際に遺伝子ライブラリーの作成と解析を

行う（約 100 サンプル程度）。また優れた酵

素ライブラリーについては、固定化し固体触

媒として保存する。また得られた酵素ライブ

ラリーからの有用酵素の探索を行い、触媒活

性、基質特異性、立体選択性を解析する。

４．研究成果

(1)PAR の進化分子工学的改良：PAR の進化分

子工学的手法による改良を続け、Sar268 酵素

から最終的に７個の変異が導入された HAR1

酵素（A3S, E12C, D42L, K67R, L125M, S173P,

A327V）が取得できた。下記に当該酵素のサ

ブユニットの変異導入場所(アミノ酸側鎖が

黄色の部分)を docking model から推定した

図を示す。

図 1.HAR１変異酵素のモデル



変異は主に酵素表面に分布し、活性中心部位

から離れていることが明らかになった。また

HAR1 を用いて各種ケトン類の不斉還元反応

を行ったところ、ほとんどの基質において

Sar268 よりも高い生産性を示し、立体選択性

は維持されていた。

（2）酵素蛋白質の極性溶媒中での反応性と

その解析: 変異酵素（Sar268）の解析デー

タを PAR と比較した。相対活性でみると変

異酵素の方が、各種極性溶媒の濃度上昇に

伴う活性の低下の程度が緩慢であり、10%

IPA 中での反応性の向上（約 3 倍）が確認

された。また、各種基質に対して Km、Vmax
値の著しい減少が認められた。他方 Vmax/Km
値は同等かやや増加している。しかし、予

想に反して、各種溶媒中での酵素の安定性

は Sar268 の方が PAR よりも劣っていた。野

生型酵素は元々各種極性有機溶媒中での安

定性が高く、エタノール、アセトン、

1-/2-propanol、DMF については 20%程度ま

で 24 時間インキュベーションしても活性

低下はほとんど認められない。しかし、野

生型酵素は極性溶媒中での反応性が非常に

低く、十分な生産性が得られなかったこと

になる。本研究例では、溶媒中での物質生

産性の向上のため、安定性と反応性のトレ

ードオフが起こったと考えられる。

（3）PAR/LSADH 触媒のバイオリアクター化：

PAR/LSADH を高発現している E. coli 細胞を

ポリエチレンイミン(PEI)とグルタルアル

デヒド(GA)で固定化し、固定化 E. coli 触

媒を調製し（図 2）、その反応について検討

を加えた。同触媒は、10％の IPA 中で 500

時間以上の連続使用が可能であり、固定化

により酵素触媒の半減期は5倍以上（約600

時間）向上した。この固定化 E. coli 触媒

をバイオリアクターとして利用すると、5%

の 4-hydroxy-2-butanone から

(R)-1,3-butanediol(99% e.e.)を 99%の収

率で連続的に生産することができた。この

ように、水-IPA 系に溶解度の高いケトンで

あれば、リアクターを用いる連続的な不斉

還元による光学活性アルコールの生産も可

能であることを示した。

図 2. 水素移動型酵素不斉還元反応

(a) 水-IPA 系での酵素触媒反応、(b) PEI と

GA で固定化した E. coli 触媒の SEM 写真

(4)PARならびにLSADHのメタゲノムライブ

ラリーの作成：PAR については、相同遺伝子

の内部共通配列部分を基に縮重プライマ－

を作成し、これを各種微生物ゲノムやメタゲ

ノム（土壌 DNA）に対して PCR を行い、約 60

種の DNA 断片(約 950bp)の増幅に成功した。

しかし、この部分をカセットとして導入し、

PAR のキメラ酵素として高発現させる方法を

種々行ったが、活性を確認することができな

かった。その理由については現在検討中であ

る。他方 LSADH については、生産菌の類縁微

生物のゲノム情報を基にして土壌 DNAから直

接 LSADH 類縁遺伝子を単離した。これら約 30

種の酵素ライブラリー（LS と命名）について

は、発現後、その基質特異性、立体選択性を

測定した。その結果、LS-1, LS-7 など数種の

酵素が、LSADH が作用しないベンゾイルギ酸

エチルを立体選択的に還元することが明ら

かとなった（図 3）。また立体選択性は、LSADH

と同様であった。今後、両酵素遺伝子につい

て、ライブラリーの作成方法を改良し、その

ライブラリー数を増やすとともに遺伝子解

析データを蓄積する。将来的には、これらの

ライブラリーを保存し、必要に応じて不斉還

元プロセスに応用する予定である。



図 3.メタゲノムから取得した酵素触媒
の基質と立体選択性（LSADH との比較）
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