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研究成果の概要（和文）：有用な生理活性を持ち医薬品や食品用途などへの利用が期待されてい

る水酸化アミノ酸類を効率的に生産する酵素変換法の開発に取り組んだ。本研究において微生

物由来の 4 種のアミノ酸水酸化酵素に関して基質特異性と反応産物の構造を決定することがで

きた。各酵素の水酸化活性は新規な反応であり、また何れの反応においてもその立体特異性は

高く、光学活性水酸化アミノ酸の生産のための産業用酵素触媒として非常に優れていることが

分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：Hydroxy amino acids are promising compounds for the use to drugs 

and foods, because some of them possess useful physiological activities. Then efficient 

production method for hydroxy amino acids is desired. In this research, four dioxygenases 

obtained from microorganisms were found to catalyze hydroxylation of amino acids, and 

their substrate specificities and chemical structure of the products were determined. 

The hydroxylating activities of these dioxygenases were novel types of reactions, and 

all of their reaction was highly stereospecific. Thus these dioxygenases were useful for 

the biocatalysts for the production of chiral hydroxy amino acids. 
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１．研究開始当初の背景 

 水酸基を分子構造内に含んだアミノ酸は

動植物の代謝物として産出され、その多くが

多彩な機能性を示す事が報告されている。単

体として、またはペプチドやタンパク質の一

部として機能を示すものや医薬品の合成原

料として有用なものが多数存在する。現状の

水酸化アミノ酸生産は有機化学合成法に大

きく依存している。しかし水酸化アミノ酸は

多くの場合その分子構造の中に不斉炭素原

子を 2 つ以上含んでおり、収率も選択性も低

い有機化学合成法では目的の光学活性体の

みを安価に高純度で得る事が非常に困難で

ある。さらに合成反応に用いられる試薬には
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有毒なものも多く、また有機溶媒や重金属の

廃棄物は自然環境に悪影響を与えるという

問題も内包している。これに対して酵素を用

いた反応では比較的穏やかな条件下で効率

良く光学選択性の高い化合物を生産する事

ができる。しかし酵素反応を用いた水酸化ア

ミノ酸の生産法としては、3,4-ヒドロキシ

-L-フェニルアラニン（L-DOPA）や 4-ヒドロ

キシ-L-プロリンなどの数例しか見られない

のが現状である。動物や高等植物由来の水酸

化酵素である場合にはその精製・同定が困難

であり、またペプチド性のアミノ酸にしか反

応しない水酸化酵素が多々ある事がその原

因として挙げられる。 

 申請者は微生物酵素を用いた水酸化アミ

ノ酸の生産例として 4-ヒドロキシ-L-イソロ

イシン（4-OH-Ile）の生産法に関する研究を

行なっていた。4-OH-Ile は元来フェヌグリー

ク（Trigonella foenum-graecum）の種子よ

り抽出される天然の水酸化アミノ酸であり、

その機能性から糖尿病治療薬や抗肥満薬と

しての利用が期待されている。申請者は L-

イソロイシン（L-Ile）を基質に用いた微生

物スクリーニングを実施し、水酸化反応によ

り天然型と同じ立体異性を持つ活性型

4-OH-Ile を生産する Bacillus 属の微生物を

取得した。さらにこの水酸化反応を触媒する

新規酵素の精製・同定を行ない、α-ケトグ

ルタル酸依存型ジオキシゲナーゼ（α-KGDO）

の一種である事を明らかにした。この新規水

酸化酵素を大量発現した大腸菌を用いた反

応系により、L-Ile から活性型 4-OH-Ile を高

純度で安価に生産する手法を確立した。 

 

２．研究の目的 

 水酸化アミノ酸の需要は今後飛躍的に高

まっていくと考えられるが、申請者らのこれ

までの研究も含め、ある化合物にターゲット

を絞り込んでから酵素を探し出すといった

やり方ではどうしても対応が遅れてしまう。

これとは対照的に本研究ではその時々で需

要の高まった水酸化アミノ酸を迅速かつ大

量に市場に送り出すというオンデマンド型

生産法の確立を目指している。この目的の達

成のためには多種多様な特性を持った水酸

化酵素ライブラリーの構築と拡充が必要で

ある。特に本研究期間内にはこのライブラリ

ーの基本骨格となるべくものとして、最も安

価で手に入りやすい 20 種類のタンパク質構

成アミノ酸やその誘導体を基質に用いる水

酸化酵素群の収集を行なう。微生物の保持す

るα-KGDO 相同タンパク質の解析により、各

アミノ酸基質に対する反応性や水酸導入位

置の異なった酵素群をできる限り多く取得

すると共に、各酵素の触媒特性を明らかにし

ていく。 

 

３．研究の方法 

 アミノ酸を基質とする既知のα-KGDO とし

て、Bacillus thuringiensis strain 2e2 由

来の L-Ile ジオキシゲナーゼ（IDO）、

Streptomyces griseoviridus P8648 および

Streptomyces sp. strain TH1 由来 L-プロリ

ンジオキシゲナーゼの 3 種類を選択した。こ

れら酵素に共通して存在している領域のア

ミノ酸配列を基にしたゲノムデータベース

検索を行ない、相同性の認められるタンパク

質配列群を抽出した。この配列の中よりα

-KGDO に特徴的な配列

（H-X-D-X50-150-H-X10-20-R/K）が保存されてい

る配列のみを選別することで、アミノ酸水酸

化酵素の候補配列を得た。各α-KGDO 相同タ

ンパク質の遺伝子配列より DNAプライマーを

設計し、対象微生物のゲノムから目的のα

-KGDO 酵素遺伝子断片を増幅した。得られた

遺伝子断片を適当な発現ベクターに組み込

み、宿主大腸菌に導入する事でヒスチジンタ

グ融合型のα-KGDO 大量発現系を構築した。

ニッケルアフィニティーカラムを用いて精

製したα-KGDO 相同タンパク質は、アミノ酸

やアミノ酸誘導体に対する反応性を評価し

た。 

 酵素反応は 10 mM 基質アミノ酸、15 mM α

-KG、0.5 mM FeSO4・7H2O、10 mM アスコルビ

ン酸、1 mM DTT、50 mM Bis-Tris buffer (pH 

6.0）、1 mg/ml 組み換え精製α-KGDO を含む

反応液中で、好気的条件下、25℃にて終夜行

なった。酵素反応終了後の反応液の一次評価

はα-KGDO 反応の副生成物であるコハク酸の

生成量を F-Kit（ロシュ社製）により分光光

学的に一括して測定した。併せて反応液は薄

層クロマトグラフィー（TLC）を用いて分離

し（シリカゲルプレート/1－ブタノール:酢

酸:水=4:1:1）、反応産物である水酸化アミノ

酸をニンヒドリン法により検出した。一次評

価で活性が確認できた反応液に関しては二

次評価として高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）を用いた定量的分析を実施した。さ

らに液体クロマトグラフィー質量分析計に

より反応産物の分子量を測定することで、水

酸化アミノ酸の生成の有無を確認した。 

 生成した水酸化アミノ酸は分取クロマト

グラフィーにより精製した後、核磁気共鳴装

置（NMR）を用いた構造解析を行なうことで、

水酸化位置の特定と立体構造の決定を試み

た。 

 

４．研究成果 

 ゲノムデータベース検索により 36 種類の

α-KGDO 相同タンパク質をアミノ酸水酸化酵

素の候補として取得できた。この内 25 種類

のα-KGDO に関して大量発現系を構築するこ

とができた。各α-KGDO は精製後アミノ酸や

アミノ酸誘導体と反応させ、その酵素活性を



評価した。この結果、本研究において新たに

Nostoc punctiforme PCC73102 株由来ジオキ

シ ゲ ナ ー ゼ (LdoA) 、 及 び Burkholderia 

ambifaria AMMD 株由来の 2種のジオキシゲナ

ーゼ(SadA、SadB)に関して基質となるアミノ

酸・アミノ酸誘導体を特定することができた。

そこで IDO 及び LdoA、SadA、SadB、に関して、

詳細な基質特異性解析と反応産物の構造決

定を実施した。 

 IDO は L-イソロイシンの他に、L-ノルバリ

ン、L-ノルロイシン、L-ロイシン等の疎水性

の脂肪族 L体アミノ酸の 4位炭素に立体選択

的に水酸基を導入し、(S)-4-ヒドロキシ-L-

イソロイシン、(S)-4-ヒドロキシ-L-ノルバ

リン、4-ヒドロキシ-L-ノルロイシン、4-ヒ

ドロキシ-L-ロイシンなどを生成できる事を

明らかにした（図 1）。 

 LdoA は L-ロイシンと L-ノルロイシンの 5

位炭素に立体選択的に水酸基を導入し、それ

ぞれ(4S)-5-ヒドロキシ-L-ロイシン、5-ヒド

ロキシ-L-ノルロイシンを生成できる事を明

らかにした（図 2）。 

 SadA と SadB は共に様々な種類の N 置換の

疎水性脂肪族 L体アミノ酸類の 3位炭素に立

体選択的に水酸基を導入し、例えば N-スクシ

ニル-L-ロイシンを基質に用いた際には N-ス

クシニル-3-ヒドロキシ-L-ロイシンを生成

できる事を明らかにした（図 3）。 

 この様に本研究で見出し、詳細に解析を行

った各アミノ酸水酸化酵素は基質特異性が

大きく異なり、特に L-ロイシンもしくはその

誘導体に関しては 3 位、4 位、5 位水酸化体

を個別に作り分ける事ができる様になった。

これらの各アミノ酸水酸化酵素が保持する

酵素活性は全くの新規なものであり、また何

れの反応においてもその立体選択性は高く、

キラル水酸化アミノ酸の生産のための産業

用酵素触媒として非常に優れていることを

発見できた。また本研究での成果で得られた

多様なアミノ酸水酸化酵素情報は、今後期待

されるアミノ酸水酸化酵素ライブラリーの

構築とさらなる拡充に対して大きく貢献で

きるものとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＜図１ IDO によるアミノ酸水酸化反応＞ 

 

＜図 2 LdoA によるアミノ酸水酸化反応＞ 

 

＜図 3 SadA、SadB によるアミノ酸水酸化反

応＞ 
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