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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：不斉合成、タンパク質の耐熱化、非タンパク質性アミノ酸 
 
１．研究計画の概要 
 本研究課題では、①Ⅱ型リンゴ酸・乳酸脱
水素酵素ファミリーに属するDpkAに分子進
化工学的手法により産業用酵素としてより
優れた性質を付与（耐熱化、補酵素特異性の
変換）し、作製した改良型酵素を利用して高
効率な N-アルキル-L-アミノ酸生産システム
を構築すること、②Ⅱ型リンゴ酸・乳酸脱水
素酵素ファミリーに属する機能未知タンパ
ク質の性質を明らかにし、不斉反応を触媒す
る新たな産業用酵素として利用する方法を
開発することを主な目的としている。本研究
の研究成果はⅡ型リンゴ酸・乳酸脱水素酵素
ファミリーに属するタンパク質の構造機能
相関に対しても新たな知見を与えるものと
考えている。 
 
２．研究の進捗状況 
 改良型酵素の取得法として、研究開始当初
は好熱菌由来でⅡ型リンゴ酸・乳酸脱水素酵
素ファミリーに属する酵素をコードする遺
伝子を用いて、DNA シャッフリング法によ
り Pseudomonas putida 由来の dpkA 遺伝子
を改良する予定であったが、同時期に実験を
開始したエラープローンPCR法によるdpkA
遺伝子の改良で良好な実験結果が得られ始
めたので、DpkA の機能改変には当初予定し
ていなかった後者の方法を採用した。dpkA
遺伝子に１～２カ所の塩基置換が導入され
るようにエラープローン PCR の条件を設定
した。また、マイクロプレートリーダーを用
いた耐熱型酵素のスクリーニング系を構築
した。今回の研究で確立した変異導入法を用
いて 2,447 株の変異酵素を発現する大腸菌を
作製し、この中から野生型酵素よりも高い耐
熱性を持った 2 種類（#331、#6）の改良型

酵素の取得に成功した。野生型酵素と 2 種類
の改良型酵素をカラムクロマトグラフィー
で均一に精製して性質を比較した。45℃、30
分間の熱処理を行った場合、野生型酵素
はほぼ完全に失活するのに対して、#331
は 35％、#6は 74％の残存活性を示した。
pHの変化に対する安定性について調べた
ところ、野生型酵素は pH6.5～9.0で 80％
以上の残存活性を示したのに対して、
#331は pH5.5～10.5、#6は pH6.0～11で
80％以上の残存活性を示した。基質特異
性について検討したところ、野生型酵素、
#331、#6の 3種類ともピルビン酸、フェ
ニルピルビン酸や2-オキソカプロン酸と
いった比較的大きな側鎖を持つケト酸な
ど、様々な 2-ケト酸に作用した。一方、
アミンに対しては、野生型酵素、#331、
#6の 3種類ともメチルアミンが最も良い
基質となり、アンモニアには作用しなか
った。さらに、野生型酵素、#331、#6の
3種類とも NADPHを良い補酵素とし、NADH
を補酵素とした場合にも僅かに反応は進
行した。以上の結果から、N-メチル-L-
アミノ酸合成への利用が期待される耐熱
型 DpkAの作製に成功した事がわかった。 
 
３．現在までの達成度 
 ③やや遅れている。 
（理由） 
 非常に高い耐熱性を持った改良型酵素の
作製に成功した事はこれまでの大きな研究
成果であるが、変異型酵素の作製がランダム
な変異導入による手法であり、目的達成まで
に当初予定していた期間よりもやや長い時
間を要した。また、Ⅱ型リンゴ酸・乳酸脱水
素酵素ファミリーに属する好熱菌由来の機
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能未知タンパク質をコードする遺伝子のク
ローニングは既に行っているものの、遺伝子
産物の分子機能の同定には至っておらず、若
干ではあるが、当初予定したスケジュールよ
りも遅れが生じている。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 本研究課題のボトルネックとなる耐熱型
酵素の作製に成功したため、今後は、引き続
き耐熱型酵素の分子機能解析を進めるとと
もに、耐熱型酵素を利用した N-メチル-L-ア
ミノ酸の生産系を構築し、野生型酵素を利用
した生産系と比較する予定である。また、X
線結晶構造解析による立体構造の解明、ある
いはホモロジーモデリングによる立体構造
予測を試み、DpkAの耐熱化メカニズムについ
て考察する予定である。さらに、既に遺伝子
クローニングを行った、Ⅱ型リンゴ酸・乳酸
脱水素酵素ファミリーに属する好熱菌由来
の機能未知タンパク質の分子機能について
生化学的な検証を試みる予定である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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