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研究成果の概要（和文）：本研究では、還元型補酵素（NAD(P)H）要求性の酵素反応を利用する

物質生産プロセスとして確立した「バイオ還元システム」を技術基盤とした有用物質生産プロ

セスの開発を進め、本システムのさらなる展開を目指した。特に、炭素二重結合不斉水素化酵

素および新規バイヤービリガーモノオキシゲナーゼの探索と解析を進めた。 

 
研究成果の概要（英文）：Bioreduction system using an E. coli transformant co-expressing 
NAD(P)H-dependent enzyme and cofactor regeneration enzyme genes was applied to the 
production of other useful compounds. The reactions requiring NAD(P)H as a cofactor, such 
as C=C bond reductions and monooxigenation were exammined. 
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１．研究開始当初の背景 
 微生物酵素の持つ高い立体選択性を利用
したキラルアルコール類の不斉合成の研究
を進めてきた中で、カルボニル還元酵素遺伝
子とともに、補酵素 NAD(P)H 再生系酵素（グ
ルコース脱水素酵素, GDH）遺伝子を組み込
んだ組換え微生物を触媒として高効率かつ
高立体選択的にキラルアルコールを生産で
きる「バイオ還元システム」を確立した。 
 本バイオ還元システムは、実際に工業的な
キラルアルコールの生産プロセスに利用さ
れている。例えば、Candida magnoliae 由来
の NADPH 依存性カルボニル還元酵素 S1 遺伝
子を GDH遺伝子とともに高発現させた大腸菌

を触媒として、(S)-4-クロロ-3-ヒドロキシ
酪酸エチルの立体選択的生産に利用されて
いる。このように、本システムは NAD(P)H を
要求するカルボニル還元酵素を用いる有用
キラルアルコールの生産に有効であり、カル
ボニル還元酵素遺伝子を適宜入れ替えるこ
とで様々なキラルアルコールの生産に適用
可能であると考えられるが、さらにカルボニ
ル還元酵素に限らず、他の NAD(P)H 依存性の
酵素反応においても有効であると考えられ
る。そこで、本研究ではこの「バイオ還元シ
ステム」を技術基盤とした有用物質生産プロ
セスの開発を進め、本システムのさらなる展
開を目指した。 
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２．研究の目的 
 カルボニル化合物の酵素的不斉還元によ
るキラルアルコール類の効率的合成プロセ
スとして開発を進めてきた「バイオ還元シス
テム」を技術基盤として、還元型補酵素
(NAD(P)H)を要求する酵素反応を利用した有
用化合物生産プロセスの総合的開発を目指
した。これまでの研究では、カルボニル化合
物の不斉還元によるキラルアルコール生産
を中心とした「バイオ還元システム」の活用
を進めてきたが、本研究においてはこれをさ
らに発展させる形で、還元型補酵素要求性の
酵素反応全般を取り入れた有用物質生産プ
ロセスの開発を行った。特に、旧黄色酵素等
による炭素二重結合不斉水素添加反応、モノ
オキシゲナーゼによる酸素添加反応への利
用を中心に研究開発を進め、「バイオ還元シ
ステム」を基盤とする新しい有用物質生産プ
ロセスの開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)炭素二重結合不斉水素化酵素の探索と解
析 
 これまでの検討で「旧黄色酵素」ファミリ
ーに属する２種の新規な酵素を見出してい
る。これら２種の酵素は同じ立体選択性を示
すものの基質特異性において異なっている
が、アミノ酸１次構造では 40％以上の相同性
を示すことから、その要因を解明することで
基質特異性の改変を試みた。一方、ケトイソ
フォロンおよびフォレノールの不斉水素化
反応の探索において、すでに旧黄色酵素と逆
の立体選択性を示す菌株を得ている。これら
の菌株からの酵素単離およびその解析を進
め、旧黄色酵素とは異なる立体選択性を示す
酵素の取得を目指した。 
(2)新規バイヤービリガーモノオキシゲナー
ゼ(BVMO)の探索と解析 
 BVMO による環状ケトン化合物からのラク
トン類の生産に関して検討を行った。難分解
性環境汚染物質であるフルオレンの微生物
分解に関する報告があり、その中で BVMO が
大きな役割を果たしていることが明らかと
なっている。そこで、フルオレンおよび類縁
化合物の分解代謝微生物の取得を行い、BVMO
活性の探索を行った。BVMO 高活性菌株から酵
素単離およびその解析を進めた。 
 
４．研究成果 
(1)炭素二重結合不斉水素化酵素の探索と解
析 
 これまでの検討で見出した２種の新規な
旧黄色酵素（炭素二重結合不斉水素添加酵
素）は同じ立体選択性を示す一方で、基質特
異性において異なっている。すなわち、
Candida 由来の旧黄色酵素(CYE)は、ケトイソ

フォロンにのみ作用するのに対して、
Torulopsis 由来の旧黄色酵素(TYE)はケトイ
ソフォロンとフォレノールの両方に作用す
る。そこで、両者の構造比較を行い、それに
基づいた部位特異的変異を検討した結果、基
質特異性が変化した CYE変異酵素を得ること
に成功した。これらの CYE 改変酵素を用いた
酵素化学的解析と光学活性化合物生産への
応用に関する検討を行うとともに、補酵素再
生系を組み込んだバイオ還元システムへの
導入を行い、ケトイソフォロンからのキラル
化合物・アクチノールの生産に応用すること
が可能となった。また、フォレノールの不斉
水素化反応の探索において見出した旧黄色
酵素と逆の立体選択性を示す菌株から、触媒
酵素の単離を試み、部分精製酵素の取得に成
功した。 
(2)新規バイヤービリガーモノオキシゲナー
ゼ(BVMO)の探索と解析 
 フルオレンの分解代謝系に BVMO が関与し
ていることが報告されていることから、フル
オレンあるいはその代謝中間物質を資化す
る微生物を対象にスクリーニングを行った。
探索の結果、1-インダノン-ラクトン化活性
菌株４株を取得し、それぞれの菌株について、
1-インダノン-ラクトン化反応における補酵
素要求性等を検討したところ、すべての菌株
において NADPHを加えた場合に高いラクトン
化活性が見られた。また、静置あるいは振と
う条件で反応させた場合、振とう条件でのラ
クトン化活性が高かったことから、本反応に
は NADPHと酸素が必要であることが明らかと
なり、BVMO であることが示唆された。 
 1-インダノン-ラクトン化活性を示した土
壌分離菌４株の中で も高い活性を示した
Rhodococcus sp.より、1-インダノンモノオ
キシゲナーゼの単離・精製を試みたが、酵素
が不安定であり精製困難であった。1-インダ
ノンはラクトン化されて 3,4-ジヒドロクマ
リン（3,4-DC）となった後、ラクトン環が加
水分解され代謝される。本代謝経路で働く酵
素は遺伝子配列上でクラスターを形成して
いる可能性が高いことから、Rhodococcus sp.
より 3,4-DC 加水分解酵素の単離と遺伝子ク
ローニングを行い、遺伝子レベルから 1-イン
ダノンモノオキシゲナーゼの取得を試みた。 
 菌体抽出液から各種クロマトグラフを経
て得られた 3,4-DC 加水分解酵素は、サブユ
ニット分子量 36 kDa のホモダイマー酵素で
あった。本酵素の N末端アミノ酸配列を決定
し、相同性タンパク質の検索を行った結果、
Rhodococcus sp. RHA1 由来の加水分解酵素と
90%以上の相同性を示し、他に Acinetobacter 
sp. NCIMB9871 由来の 6-ヘキサノラクトン加
水分解酵素等との相同性も見られた。高い相
同性を示した Rhodococcus sp. RHA1 由来の
加水分解酵素遺伝子上流には、BVMO がコード



 

 

されていることから、この情報を基にフルオ
レン資化性菌 Rhodococcus sp.からの 1-イン
ダノンモノオキシゲナーゼおよび 3,4-DC 加
水分解酵素遺伝子のクローニングを行った。 
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