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研究成果の概要（和文）：メタゲノムからADHの類縁酵素遺伝子(par/lsadh)をPCR法にて増幅し、これらを発現ベクタ
ーにN-/C-末端近傍で融合する方法でライブラリー化する優れた手法を確立した。得られた遺伝子の解析結果から、PAR
では 30個、LSADH では40個ほどの重複を除く酵素遺伝子が取得できた。PARについては、すべてホモログ（相同性が98
％以上）であったが、その配列情報は進化分子工学による酵素の改変に活用できた。LSADHについては、ホモログのみ
ならず、さまざまな新規酵素遺伝子を多数取得することができた。これらの酵素化学的な諸性質を解析し、当該ライブ
ラリーが産業上、有用であることを証明した。

研究成果の概要（英文）：We have developed an efficient PCR-based amplification of diverse alcohol dehydrog
enase (adh) genes from soil and compost metagenomes to aid in the synthesis of optically pure alcohols. Fo
rty lsadh-related genes (Hladh) and 30 par-homologous genes (Hpar), were obtained by screening of gene-spe
cific amplicons from metagenome (S-GAM) from the metagenomic library. The amino acids sequences coded by t
he Hladh genes obtained by this approach were varied (8-99%). The recombinant enzymes obtained were charac
terized in detail. The results indicated that the enzymes are superior to the known ones to produce chiral
 alcohols. Thus S-GAM technique offers great biotechnological potential for biocatalysis and enzyme engine
ering. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 

化学品や機能性食品製造におけるバイオ

プロセス化技術は、ゲノム科学の応用により、

新規で有用な酵素触媒やそれを保持する生

物を効率的に開発できるようになり、従来の

スクリーニングを中心にした手法に比べ費

用、効率に優れた産業用バイオプロセスを開

発できるようになっている。また新しいバイ

オプロセスを使うことで、従来の化学プロセ

スと比べて競争力、環境適合性においてより

優れたプロセスの開発を期待することもで

きる。 

我々は、これまで生体触媒を用いるケト

ン類の不斉還元反応に取り組み、優れたバ

イオ不斉還元触媒の開発に成功している。

具体的には、異なる立体選択性を有するフ

ェニルアセトアルデヒド還元酵素（PAR）と

その極性有機溶媒耐性変異酵素(Sar268 や

HAR1)ならびにアルコール脱水素酵素

（LSADH:Leifosonia sp.由来 ADH）をそれぞ

れ高発現させた E.coli 菌体と安価な 2-プ

ロパノール(IPA)を水素供与体として使用

することにより、目的のケトンから 100％に

近い収率で高濃度に R、Sの両光学異性体ア

ルコール（100-350g/L 以上、98-100％e.e.）

を生産するバイオプロセスを開発し現在、

企業の協力も得て、工業プロセスとしての

実証研究を行っている。 

よく知られているように、名古屋大学の

野依教授（現 理研）らにより BINAP を始

めとする金属化学触媒（不斉ルテニウム/ロ

ジウム錯体触媒）を用いたテルペノイドや

ケトン類の不斉還元法が開発され、2001 年

度のノーベル化学賞の受賞対象となった。

しかし、最近では BINAP 触媒においても水

素源として、より取り扱いが容易なギ酸や

IPA を水素の代替とする方向で研究が行わ

れており、IPA は現在考えられる最も簡便で

安価な水素源といってもよい。本プロセス

は、こうした利点を有するとともに、1)多

くの場合、BINAP 系不斉金属触媒以上の光学

純度を示す、2)触媒の調製が容易で、ハン

ドリングにも優れている、3) ルテニウムや

ロジウムなどの貴金属を使用せず再生可能

な触媒を利用している、4) 常温・常圧の反

応であり省エネルギーかつ安全性が高い等、

グリーンケミストリーの観点からは明らか

に BINAP 系金属触媒よりも優れた特性を有

している。こうした点から、開発したバイ

オ不斉還元法は、現在世界で最も優れたケ

トン類の不斉還元反応であると言える。 

しかし、PAR/LSADH は、それぞれ 40 種類

以上のケトンに作用する汎用性の高い酵素

触媒であるが、これらが反応しない、もし

くは活性が非常に低い化合物も存在する。

同プロセスの実用性を一層高め、世界に冠

たるプロセスにするためには、触媒酵素の

ライブラリー化や進化分子工学的な更なる

改良が必要である。 

そこで、メタゲノムからPAR/LSADHの類縁

酵素遺伝子を取得し、その情報を新しい進

化分子工学のアルゴリズムに適用し、汎用

性の高い生体触媒の創製に役立たせようと

するものである。 

 
２．研究の目的 

 

本研究では、酵素遺伝子のメタゲノムから

のライブラリー構築のための基盤技術の確

立、進化分子工学のための新規アルゴリズム

の開発、ライブラリーからの工業用還元酵素

のスクリーニングの３点について研究を進

め、有用な不斉還元生体触媒を創製しようと

するものである。特に、メタゲノムから得ら

れた有用酵素遺伝子の情報（アミノ酸配列と

酵素の基質特異性、立体選択性、安定性など

の相関性）を進化分子工学のための情報源と

してとらえ、手間と時間のかかる進化分子工

学的手法を新規アルゴリズムを用いて効率

化する点に重点を置き、生体触媒の研究開発



の手法として確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、上記目的のため、次の３点

について研究する。 

・酵素遺伝子のライブラリー化のための基

盤技術の確立：土壌環境 DNA（メタゲノム）

からPARとLSADHの遺伝子を標的とした類似

遺伝子群を単離しその解析を行う。幸いにし

て、これまでに両者の酵素遺伝子ライブラリ

ーが出来ており、現在、鋭意その解析を行っ

ているが、その数を増やし、また分離・発現

の効率を向上させる。特に、効率的なターゲ

ット遺伝子の取得と発現のハイスループッ

ト法を同時に開発する。既に、In-Fusion PCR

クローニング法(Marsischky and LaBaer, 

Genome Res., 14, 2020, 2004)が効率的発現

に有効であることを見出している。 

 

・進化分子工学のための新規アルゴリズム

の開発：進化分子工学の手法は、目的とする

酵素触媒の開発に非常に有効である。例えば、

PAR については、水/2-プロパノール（IPA）

溶液中での活性の向上（極性有機溶媒に対す

る耐性の向上）が生産性向上に著しく貢献し

た。しかし、進化分子工学では、ランダムな

変異とスクリーングという極めて手間のか

かる作業を必要とする。そこで、今回の研究

では、メタゲノム由来の還元酵素のライブラ

リー（各々のアミノ酸配列と活性や基質特異

性との相関関係）を、米国 Fox らが開発した

進化分子工学のアルゴリズム（Pro-SAR：Fox 

et al., Protein Engineering, 16, 589, 2003, 

Nature Biotechnol., 25, 338,2007）を民間

企業の協力を得て改良して適応することに

より、非常に効率的な進化分子工学のプログ

ラムを開発する。 

 

・ライブラリーからの工業用還元酵素の創

製：得られたラリブラリーと進化分子工学の

プログラムを PAR/LSADH を用いたバイオ不

斉還元プロセスに応用し、各種工業用不斉還

元酵素をスクリーニングし、より汎用性の高

い不斉還元プロセスを開発する。 

 
４．研究成果 
 

・酵素遺伝子のライブラリー化のための基盤

技術の確立  

土壌環境 DNA（メタゲノム）から PAR と

LSADH の遺伝子を標的とした類似遺伝子群を

直接的に PCR 法にて増幅し、これらを par ま

たはlsadhを発現するプラスミドベクターに、

In-Fusion PCR クローニング法により N-およ

び C-末端近傍で融合する方法で単離し、ライ

ブラリー化するための基盤技術を確立した。

当該法を、 screening of gene-specific 

amplicons from metagenome (S-GAM)法と呼

ぶことにした。得られた遺伝子の解析結果か

ら、PAR では 30 個、LSADH では 40 個以上の

重複を除く関連酵素遺伝子が取得できた。ま

た、LSADH については、メタゲノムを一般土

壌から発酵中の堆肥に変更することにより、

ホモログ（相同性が 98％以上）のみならず、

さまざまな新規酵素遺伝子（相同性が

73-75％, 50-63％, 36-44％, 17％以下）を

多数取得することができた(Hladh と命名)。

従って、S-GAM 法はホモログ遺伝子のみなら

ず、上手くプライマーやメタゲノムの種類を

選択することにより、簡単に多様な新規酵素

遺伝子を単離できる手法であることが判明

した。その後、今回の基盤研究の範囲から外

れるが、他の酵素遺伝子でもほぼ同様の結果

が得られることが判明している。これにより、

効率的なターゲット遺伝子の取得と発現の

手法が開発できたと言える（図１）。 



 

 

また、別途 Pseudomonas 細菌由来の ADH ホモ

ログ酵素もメタゲノムより取得し、約 30 種

の酵素（HPADH/HBADH と命名）の評価を行い、

不斉還元用の酵素ライブラリーに付け加え

た。PAR においても同様の実験を行い、約 30

種の PAR のホモログ遺伝子(hpar と命名)の

単離・解析に成功した。その配列情報を利用

した進化分子工学の手法については事項で

報告する。 

 

・進化分子工学のための新規アルゴリズムの

開発 

PAR 酵素については、LSADH のように新規酵

素遺伝子は得ることができなかったが、取得

した約 30 種のホモログ(HAPR)のアミノ酸配

列情報と各酵素の性質について、詳細に検討

を加えた結果、興味深いデータが得られた。

例えば、図２に示した酵素の一連の熱安定性

データから、酵素タンパク質の熱安定性に関 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

与するアミノ酸部位をほぼ特定することが

出来た。また、こうした部位を他の酵素に導 

入することにより、明らかに熱安定性が向上 

した。また、PAR では、ある種のアルデヒド

の不斉還元では、十分な立体選択性が得られ

ないが、これらのホモログ酵素のスクリーニ

ングにより優れた立体選択性を有する酵素

を確認できた。従って、活性を有するホモロ

グ酵素のセットは、通常のスクリーニングに

も使用できること、更にそのアミノ酸配列情

報が進化分子工学の情報として有用である

ことが判明した。しかしながら、異なるアミ

ノ酸配列を有するホモログ数が必ずしも十

分でないことから、当初予定したアミノ酸配

列と活性や基質特異性との相関関係を、進化

分子工学のアルゴリズムにまで拡張・発展す

るまでには至らなかった。 
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図２ メタゲノムから分離したPARホモログ（HPARと命名)の熱安定性
（65℃ , 30分処理）と関与するアミノ酸残基

 

図１S-GAM法の概略 



・ライブラリーからの工業用還元酵素の創製 

LSADH 配列を基にメタゲノムから分離した

HLADH 酵素、PAR 配列を基に分離した HPAR 酵

素、Pseudomonas 細菌の ADH 配列を基にした

分離したHPADH/HBADHに約100酵素について、

酵素化学的な性質の解析を行った。この中で、

HLADH 酵素と HPADH/HBADH 酵素 70 種は、

anti-Prelog 型の立体選択性を示し、HPAR 酵

素は、Prelog 型の立体選択性を示した。比較

的珍しいanti-Prelog型の立体選択性を示す

ADH のライブラリーをメタゲノムから多数取

得できた。酵素化学的な検討の結果、この中

には顕著な有機溶媒耐性を示す酵素、基質特

異性が明らかに LSADH と異なり優位に

anti-Prelog 型のキラルアルコールを合成で

きる HLADH 酵素、また前述したように、HPAR

酵素では、ある種のアルデヒドの立体選択的

還元反応において、優れた選択性を示す酵素

が取得できた。こうした、事実は当該ライブ

ラリーがキラルアルコール生産用酵素触媒

の探索に極めて有用であることを示してい

る。 

本研究では、産業上有用な各種 ADH を標的

酵素遺伝子として、PCR によりメタゲノムか

ら効率的にADHライブラリーを作成する手法、

またライブラリー遺伝子の発現と簡便なス

クリーニング手法を開発した。また、これら

遺伝子群の有する機能とアミノ酸配列の相

関データが進化分子工学の配列情報として

十分に利活用できることを証明した。 
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