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研究成果の概要：フェニレンジアミンを代謝する Bacillus cereus PDa-1 および 10-L-2 株由来

のアリルアミン N-アミノアセチルトランスフェラーゼを用いてアミン類からアセチルアミド

類への変換反応の検討、同酵素の精製と特性解析、同酵素のクローニングおよび解析、大腸菌

形質転換株による同酵素遺伝子の発現を行った。同酵素の類縁酵素はこれまでに生体内での役

割について詳細に解析されてきたが、物質生産を目指した研究報告はなかった。生産特性、酵

素の特性解析、形質転換株での発現などを試みた。本酵素は、単環式アミン類だけでなく多環

式アミン類に対して幅広く活性を示した。また、フェニレンジアミン類については、同化合物

の 2 つのアミノ基のうち片方のみを位置選択的にアセチル化した。つづいて、大腸菌形質転換

株にて同遺伝子を発現させ、親株由来の同酵素と基質特異性を含めて特性を比較し、安定性当

は似通っていたが、基質特異性について相違を見出した。形質転換株を利用して、アミン類か

らアセチルアミド類への変換反応の検討をおこなった。さらに、変換反応に要するアセチル基

供与体を検索し、アセチル CoA の代わりにアセトアニリド類を代替物として利用可能であると

出した。 
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１．研究開始当初の背景 

申請者はこれまでに芳香族アミン類であ
るアミノフェノールおよびフェニレンジア
ミン（ジアミノベンゼン）の微生物代謝の解

明を目的としてその代謝酵素・遺伝子系を解
析してきた。炭素、水素、酸素原子のみから
構成される芳香族化合物の微生物代謝と比
較すると窒素原子を含む芳香族アミン類の



微生物代謝では特異な代謝酵素系が働いて
いることが見受けられる。申請者は代謝酵素
系の解明だけでなく、見出した特異な酵素反
応機構を参考にその反応機構を有用物質の
生産に活用することも行なってきた。 

フェニレンジアミンを代謝する微生物
（Bacillus cereus PDa-1株および10-L-2株）
はアリルアミン N-アミノアセチルトランス
フェラーゼ（以下アセチル化酵素）を生産し、
同基質のアミノ基をアセチル化する。同酵素
の特異な点は、『①フェニレンジアミンの 2
つのアミノ基のうち片方のみを特異的にア
セチル化する。②フェニレンジアミンからア
ミノアセトアニリドへのモル変換効率は 85
～90％である。③フェニレンジアミン以外の
単環式アミン（もアセチル化する。』である。
そこで、基質特異性の広いアセチル基転移酵
素を用いたアミン類に対するアセチル化反
応を物質生産に応用することを考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、『アセチル基転移酵素による

アミン類から高付加価値のあるアセチルア
ミド類の生産』を目的とする。アミン類に対
して幅広い反応性を示すアセチル基転移酵
素生産菌を用いて、有用物質の生産や同反応
機構を用いた新たな光学分割を最終目標と
した。 
 
３．研究の方法 
【アセチル基転移酵素生産菌の培養】 
 フェニレンジアミンおよびポリペプトン
を含む培地（PD 培地）にて同生産菌を培養し
た。 
 
【代謝産物の生成と構造解析】 
 PD 培地にて培養して得た本菌の休止菌体
とアミン類を反応させ、生成した代謝産物を
分取 TLC にて精製した。代謝産物の構造解析
は、HPLC，MS，NMR 等によった。 
 
【アセチル基転移酵素の精製】 
 PD 培地にて培養して得た本菌の無細胞抽
出液を除核酸・硫安分画後、イオン交換また
は疎水クロマトグラフィー等により精製し
た。 
 
【アセチル基転移酵素遺伝子のクローニン
グ】 
 精製酵素の N末端アミノ酸配列および類縁
酵素の保存領域から PCR用のプライマーを設
計し、親株由来ゲノム DNA を鋳型として PCR
を行い、増幅断片を得た。目的の酵素遺伝子
塩基配列の決定は、PCRまたはインバース PCR
法により得られた増幅断片を解析すること
によった。 
 

【形質転換株によるアセチル基転移酵素遺
伝子の発現】 
 同遺伝子をpBluescript KS(+)に組み込み、
大腸菌形質転換株を得た。同形質転換株を LB
培地にて培養し、得られた菌体を休止菌体と
し、フェニレンジアミンを含むアミン類と反
応を行い、基質特異性などを親株の結果と比
較した。 
 
【組換え体由来アセチル基転移酵素の精製】 
 親株由来酵素の精製法に従った。 
 
【アセチル基供与体の検索】 
 アセトアニリドのメチル、クロロ、カルボ
キシ、ヒドロキシ、ニトロ誘導体を用いて、
これらの化合物がアセチル基供与体となり
うるかどうか検討した。 
 
４．研究成果 
アセチル基転移酵素生産菌として分離菌

Bacillus cereus strain PDa-1 株および
10-L-2 株を用いて研究を進め、以下の研究成
果を得た。 
 
【アセチル基転移酵素生産菌の培養条件の
検討】 
 PD 培地またはポリペプトンの代わりに各
種炭素源（糖類、有機酸、天然培養基）およ
び窒素源（無機窒素化合物またはアミノ酸
類）を添加した同培地を用いて，生育ととも
にフェニレンジアミンを良好に変換する各
種環境因子の影響を検討した。PDa-1 株は、
pH は 7.5，補助基質としてショ糖および硝酸
アンモニウムを含む培地において、良好な生
育とともに同基質をほぼ完全に代謝できた。
一方、10-L-2 株は、pH は 5.5、補助基質とし
てはポリペプトンを含む培地において良好
な生育とともに同基質を完全に代謝できた。
（⇒主な発表論文②、③） 
 
【各種アミン類の代謝】 
 休止菌体を用いて両株の基質特異性をし
らべた。両株とも、芳香族アミン類（メチル、
クロロ、カルボキシ、ヒドロキシ、ニトロ誘
導体）に対して置換基の位置や大きさに関係
なく、アセチル化活性を示すことがわかった
（図 1）。また、多環式アミン類に対しても幅
広い活性を示した。 
 つづいて、フェニレンジアミンのメチルお
よびクロロ誘導体について検討した結果、位
置選択的に試験した基質をアセチル化する
ことを見出した。（⇒主な発表論文②、③） 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 1 酵素反応機構 
 
【アセチル基転移酵素の精製と特性解析】 
１）PDa-1 株由来アセチル基転移酵素の精製 
 本酵素は不安定であったが、1mM DTT およ
び 1 mM EDTA を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝液
中で 1 週間以上安定であることを見出した。
同酵素を硫安分画，DE52 カラムクロマトグラ
フィー、POROS 50HQ カラムクロマトグラフィ
ーおよび POROS 20PE カラムクロマトグラフ
ィーを行った後、ゲル濾過クロマトグラフィ
ーに供することによって本酵素を精製した。
最終調製酵素は4%の収率で94倍に精製され、
比活性は 3 U/mg であった。しかしながら、
最終調製酵素は単一ではなかった。 

本酵素の native な分子量はゲル濾過法お
よび SDS-PAGE 法により 31,000 からなる単量
体の酵素であることがわかった。（⇒主な発
表論文③） 

 
２）10-L-2 株由来アセチル基転移酵素の精製 
 本酵素も不安定であったが、1mM DTT およ
び 1 mM EDTA を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝液
中で安定であることを見出した。同酵素を硫
安分画，DE52 カラムクロマトグラフィーに供
したところ、溶出塩濃度の異なる二つのアセ
チル基転移酵素（NAT-a および NAT-b）活性
を見出した（図 2）。両酵素を単一に精製し、
特性を明らかにした。両酵素はゲルろ過法で
は約 34.5 kDa であり、SDS-PAGE ではそれぞ
れ 31（NAT-a）および 27.5 kDa（NAT-b）と
相違が見られた。また、活性に与える pH の
影響や温度安定性などについても両酵素の
間で相違が見られた。さらに、基質特異性を
調べたところ、ともに幅広い基質に対してア
セチル化活性を示したが、5-アミノサリチル
酸に対する活性について相違が見られた。 
 既報の論文を参考に、2種類のアセチル化
酵素を生産する微生物を検索した結果、本報
告がはじめてであることがわかった。（⇒主
な発表論文②） 
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図 2  NAT-a および NAT-b の DE52 カラムク
ロマトグラム 
 
【アセチル基転移酵素遺伝子の解析】 
 10-L-2 株由来同酵素遺伝子のクローニン
グを試みた結果、NAT-b 遺伝子をクローニン
グし、解析することが出来た。 
 同酵素遺伝子は、768 bp からなる ORF にコ
ードされていた。また、既報の類縁酵素とア
ミノ酸レベルでの類似性を調べたところ、
Bacillus anthracis 由来の同酵素とは 93％
と高い類似性を示したが、酵素の特性が詳細
に報告されている腸内細菌由来の同酵素と
は 22 から 26％と類似性は低かったが、活性
発現に必須である Cys、His、Asp 残基につい
ては保存性が見られた。（⇒主な発表論文①） 
 
【形質転換株によるアセチル基転移酵素遺
伝子の発現】 
 フェニレンジアミンはそのアセチル化物
と比較して不安定なため、中性下では徐々に
変性し、褐色の自動酸化物質となる。一方、
同アセチル化物は安定である。そこで、LB 培
地中にフェニレンジアミンを添加し、培地の
色の変化から、高発現株を選抜することを試
みた。高発現株は親株と同様にコロニー周辺
は、透明なハロー様の環が見られた。一方、
プラスミドを含まない大腸菌は生育も不良
で、その周辺は褐色となった（図 3）。形質転
換株と親株である 10-L-2 株について粗酵素
のアセチル化酵素活性を比較した。親株と比
較して約 2倍となった。（⇒主な発表論文①） 
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図 3 アセチル化酵素遺伝子発現株の選抜 



【形質転換株由来アセチル基転移酵素の特
性解析】 
 形質転換株由来の同酵素を精製し、親株由
来同酵素と特性比較した。その結果、安定性
や基質特異性などに相違が見られた。（⇒主
な発表論文①） 
 
【アセチル基供与体の検索】 
 本酵素は、アセチル CoA をアセチル基供与
体として、芳香族アミン類のアミノ基をアセ
チル化することでアセトアニリド類が生成
する。（図 1）酵素反応の逆反応を考えると、
アセトアニリド類が本酵素のアセチル基供
与体となりえると予想される。そこで、形質
転換株由来の同酵素を用いてアセトアニリ
ド類についてアセチル基供与性について検
討した。（表 1）（⇒主な発表論文①） 
 
表 1 アセチル基供与体の検索 

Acetyl donor 4-Aminoacetanilide 

produced (mM) 
Control (no acetanilide) 0.40 ± 0.04 
4-Cyanoacetanilide 0.46 ± 0.02 
4-Nitroacetanilide 0.79 ± 0.05 
4-Chloroacetanilide 0.38 ± 0.01 
4-Carboxyacetanilide 0.48 ± 0.01 
Acetanilide 0.46 ± 0.05 
4-Methylacetanilide 0.44 ± 0.02 
4-Methoxyacetanilide 0.45 ± 0.01 
4-Nitrophenyl acetate 0.47 ± 0.08 

 
その結果、本酵素はニトロアセトアニリド

をアセチル基供与体として利用し、フェニレ
ンジアミンのアミノ基をアセチル化した。本
研究の最終目標であるアセチル基転移酵素
による物質変換においてアセチル基供与体
の調製は重要な課題である。アセチル CoA
以外の人工物質が同反応に用いることへの
知見は重要であるといえる。 
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