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研究成果の概要（和文）：D-アミノ酸は、L-アミノ酸と比較するとマイナーなアミノ酸と言えるかもしれない。
しかし、近年、D-アミノ酸が脳において重要な役割を担っていることが分かってきた。また、D-アミノ酸は抗生
物質などの医薬品の材料としても重要である。本研究では、D-アミノ酸の簡便・安価な生産法の１つとして、出
芽酵母によるD-アミノ酸誘導体の発酵生産法の可能性について検討し、発酵生産したD-アミノ酸誘導体からD-ア
ミノ酸へ酵素的に変換できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：D-amino acids might be the presence of the shade in comparison with L-amino 
acids. Recently, however, it has been clarified that some D-amino acids play essential roles in the 
brain functions in mammals. In addition, therapeutic drugs such as antibiotics require D-amino acids
 as components. In this research project, potential fermentation production of D-amino acid 
derivatives has been investigated and its feasibility as one of the D-amino acid production methods 
has been evaluated. We showed the result that D-amino acid derivatives produced by fermentation 
method were enzymatically converted to D-amino acids.

研究分野：応用微生物学、酵素工学
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１．研究開始当初の背景 
 D-アミノ酸は、非タンパク性アミノ酸で
あることから、細菌細胞壁のペプチドグリ
カンを構成するアミノ酸としてD-アラニン
と D-グルタミン酸が知られている程度で、
長らく注目されることが無かった。しかし、
近年の分析技術の発達により、微生物から
ヒトに至る高等生物において、記憶などの
神経伝達機能や精巣でのホルモン合成に関
わるなど、重要な生理機能を担っているこ
とが明らかとなってきた。さらに、抗生物
質を始めとする化学療法剤の構成成分とし
ても重要性が増してきている。最近では、
皮膚組織の保全機能に効果のあるD-アミノ
酸も報告されるなど、D-アミノ酸含有の機
能性食品も販売されている。こうした背景
のもと、研究者は D-アミノ酸の生産法とし
て、有機化学合成した DL-アミノ酸のアシ
ル誘導体に D-体特異的な N-アシル-D-アミ
ノ酸ヒドロラーゼを作用させることによる
光学分割生産法を提唱し、基質特異性の異
なる種々の酵素を見出すとともに、様々な
D-アミノ酸に作用する変異酵素を多数開発
してきた。しかし、現在、本酵素を用いた
方法により一部のD-アミノ酸は合成されて
はいるものの、材料となる DL-アミノ酸お
よびその誘導体を有機化学合成する必要が
あり、現在 L-アミノ酸生産の主流となって
いる「生物の代謝機能を利用した L-アミノ
酸の生産」に較べてかなりのコスト高とな
っている。現在の L-アミノ酸の生産法に匹
敵する「生物の代謝機能を利用した新たな
D-アミノ酸生産法の開発」が望まれている。
しかし、D-アミノ酸は非タンパク性アミノ
酸であることから、細胞壁成分である D-ア
ラニンのような例外を除き、生物の代謝機
能を利用した生産の報告はない。 
 
２．研究の目的 
 D-アミノ酸は、近年、次々に新規な生理
作用が明らかにされて来ており、化学療法
剤の成分や食品への添加剤としても利用さ
れるなど、その重要度が増している。しか
しながら、D-アミノ酸は非タンパク性アミ
ノ酸であることから発酵生産は困難と認識
されており、その生産は有機化学合成法に
依存している。出芽酵母は、取り込んだ D-
アミノ酸を N-アセチル-D-アミノ酸へ変換
した後、菌体外への分泌（排出）する能力
を持つ。本研究では、代謝工学的手法を用
いて、酵母に菌体内での D-アミノ酸生産能
を付与することにより、酵母による N-アセ
チル-D-アミノ酸の選択的分泌生産系の構
築に挑戦する。D-アミノ酸は、N-アセチル
-D-アミノ酸から酵素反応により容易に生
成するので、「有機化学合成に依存しない
D-アミノ酸の生産法」の構築が期待できる。 
 
３．研究の方法 
＜平成 27 年度＞ 

 各種アミノ酸ラセマーゼ遺伝子とD-アミ
ノ酸アセチルトランスフェラーゼ遺伝子高
発現組換え酵母の構築と N-アセチル-D-ア
ミノ酸の分泌生成 
(1)各種アミノ酸ラセマーゼ遺伝子と D-ア
ミノ酸アセチルトランスフェラーゼ遺伝子
による出芽酵母 S.cerevisiae の形質転換
体の作成 
 P. putida 由来低基質特異性アミノ酸ラ
セマーゼ遺伝子または乳酸菌 L. 
mesenteroides 由来アラニン、アスパラギ
ン酸、グルタミン酸に特異的なラセマーゼ
遺伝子と S. cerevisiae 由来 D-アミノ酸ア
セチルトランスフェラーゼ遺伝子を
pAUR123 ベクターにタンデムに乗せたプラ
スミドを構築し、そのプラスミドで出芽酵
母 S.cerevisiae を形質転換した組換え酵
母を作成する。 
(2)形質転換体によるN-アセチル-D-アミノ
酸の分泌生産の最適化と生成物分析 
 YPD 培地を基本培地にして、形質転換体
による N-アセチル-D-アミノ酸の分泌生産
の最適な培地条件を決定する。各種金属イ
オン、ビタミン系添加物(CoA など)、pH な
どが N-アセチル-D-アミノ酸に与える影響
を調べる。また、エアレーションの影響を
調べ、N-アセチル-D-アミノ酸の分泌生産に
最適な通気条件を決定する。また、生成す
る N-アセチル-D-アミノ酸の成分分析を行
い、アミノ酸ラセマーゼの種類と分泌生産
される N-アセチル-D-アミノ酸の組成との
関係を明らかとする。 
 出芽酵母 S.cerevisiae の N-アセチル-D-
アミノ酸輸送体タンパク質の同定 
(1)ゲノム配列を基にしたアミノ酸輸送体
タンパク質遺伝子破壊酵母の作出 
 ゲノム配列の解析から少なくとも 22 個
のアミノ酸の輸送に関わるタンパク質遺伝
子の存在が示唆されている。これら 22個の
アミノ酸輸送タンパク質遺伝子の破壊株を
作製し、破壊株の N-アセチル-D-アミノ酸
の分泌組成ならびに分泌量を比較検討する
ことにより、これらの遺伝子の N-アセチル
-D-アミノ酸分泌との関わりを明らかにす
る。 
(2)N-アセチル-D-アミノ酸輸送体タンパク
質多重遺伝子破壊酵母の作出 
 先の実験で得られた N-アセチル-D-アミ
ノ酸分泌に関わる可能性が示唆されたタン
パク質遺伝子の多重破壊株を構築し、N-ア
セチル-D-アミノ酸の分泌組成および分泌
量を比較検討する。 
＜平成 28 年度＞ 
 出芽酵母 S.cerevisiae の N-アセチル-D-
アミノ酸輸送体タンパク質の構造予測とモ
デル構造の構築 
 輸送体タンパク質は膜タンパク質である
ことから X-線結晶構造解析は困難である。
それゆえ、モデル構造の構築とそれに基づ
く変異酵素の作製と機能評価が、輸送体タ



ンパク質の構造と機能の関係を調べるうえ
で重要となる。 
(1)N-アセチル-D-アミノ酸輸送体タンパク
質の構造予測とモデル構造の構築 
 前年度に得られた結果に基づいて、N-ア
セ チル-D-アミノ酸の分泌に関わる可能性
が強く示唆されたタンパク質の構造予測を
行い、モデル構造を構築する。 
(2)輸送体タンパク質の輸送基質の特異性
に関わるアミノ酸残基あるいは領域の検索 
 他の輸送系膜タンパク質の構造と機能の
知見を参考にして、輸送基質の特異性を決
定するアミノ酸残基あるいは領域を予測す
る。 
 出芽酵母 S.cerevisiae の N-アセチル-D-
アミノ酸輸送体タンパク質のモデル構造に
基づく機能改変 
(1)特異的な変異あるいは欠失・挿入による
基質特異性変異株の作出 
 本研究では、輸送体タンパク質のモデル
構造をもとにして輸送基質の特異性を決定
するアミノ酸残基あるいは領域に特異的な
変異や欠失や挿入を導入することにより、
基質特異性変異輸送体タンパク質を発現し
た酵母を取得する。研究者らは、3次元モ
デル構造に基づくアミノ酸置換導入法によ
り、N-アシル-D-アミノ酸アミドヒドロラー
ゼ(DAAase)の大幅な基質特異性の改変の実
績を有しており、高い確度で基質特異性変
異酵素を取得することが可能である。 
(2)ランダム変異導入法による基質特異性
変異株の作出 
 PCRを用いたランダム変異導入法により、
輸送体タンパク質の輸送基質の特異性を決
定するアミノ酸残基あるいは領域に、ラン
ダムに非特異的変異を導入した変異株を取
得する。 
＜平成 29 年度＞ 
 出芽酵母 S.cerevisiae の N-アセチル-D-
アミノ酸輸送体の機能改変に基づくN-アセ
チル-D-アミノ酸の分泌組成および分泌量
の変動解析と最適化 
(1)変異アミノ酸輸送体タンパク質を発現
させた酵母による N-アセチル-D-アミノ酸
の分泌量と組成の変動解析 
 輸送基質の特異性が変化したアミノ酸輸
送体を発現させた酵母変異株について、N-
アシル-D-アミノ酸分泌組成ならびに分泌
量の経時的変動を調べ、酵母変異株ごとに
分泌される N-アシル-D-アミノ酸の種類、
分泌量および N-アシル-D-アミノ酸の分泌
比のデータベースを作成する。 
(2)変異アミノ酸輸送体タンパク質を発現
させた酵母による N-アセチル-D-アミノ酸
の分泌量と組成の制御と発酵生産の最適化 
 先に作成したデータベースに基づき、使
用するアミノ酸ラセマーゼと酵母変異株の
最適な組合せを予測し、より効率よく目的
とする N-アセチル-D-アミノ酸を分泌する
ことのできる発酵条件の最適化を行う。 

 
４．研究成果 
 D-アミノ酸は、近年、その生理作用が注
目され、化学療法剤や食品添加剤としても
その重要度が増している。しかし、D-アミ
ノ酸は非タンパク性アミノ酸であることか
ら発酵生産は困難であり、その生産は有機
化学合成法に依存している。本研究では、
取り込んだ D-アミノ酸を N-アセチル-D-ア
ミノ酸へ変換した後、菌体外への分泌（排
出）する酵母の特徴的な性質に着目し、酵
母による N-アセチル-D-アミノ酸の選択的
分泌生産系の構築、および、生成した N-ア
セチル-D-アミノ酸からの酵素反応による
D-アミノ酸への変換系の構築を目的とした。 
 初年度は、Pseudomonas putida 由来低基
質特異性アミノ酸ラセマーゼ遺伝子、出芽
酵母 Saccharomyces cerevisiae 由来 D-ア
ミノ酸-N-アセチルトランスフェラーゼ遺
伝子ならびに Alcaligenes xylosoxydans 
A-6 由来 D-アミノアシラーゼ遺伝子の大腸
菌 Rosetta gami B・pET ベクター宿主ベク
ター系での高発現系の構築を行い、各酵素
活性を標準活性測定条件下において求めた。
アミノ酸ラセマーゼ活性、D-アミノ酸アセ
チルトランスフェラーゼ活性およびD-アミ
ノアシラーゼ活性を測定した。無細胞抽出
液における比活性はそれぞれ 4.61 U/mg、
1.16 x 10-2 U/mg および 32.1 U/mg であっ
た。次年度は、アミノ酸ラセマーゼと D-ア
ミノ酸アセチルトランスフェラーゼが共役
することにより L-アミノ酸から N-アセチ
ル-D-アミノ酸の生成を確認するため、in 
vitro の系において L-メチオニンを出発物
質とする N-アセチル-D-メチオニンの合成
反応の検討を行った。その結果、0.5 mM L-
メチオニンから 0.451 mM の N-アセチル-D-
メチオニンの生成が確認され、収率は90.1%
であった。この結果から、アミノ酸ラセマ
ーゼと D-アミノ酸-N-アセチルトランスフ
ェラーゼを共役させることで、酵素反応上
は高収率で L-アミノ酸から N-アセチル-D-
アミノ酸を生産する可能性が示された。さ
らに in vivo 系で同様な共役系が機能する
ことを確かめるため、まず、酵母内でのア
ミノ酸ラセマーゼ遺伝子の発現系の構築を
行った。酵母発現用プラスミド pMAR426 を
作製した。作製した pMAR426 で酵母 S. 
cerevisiae BY4742 株を形質転換後、YPD 培
地を用いて培養した。集めた菌体をビーズ
破砕し、遠心分離後の上清のアミノ酸ラセ
マーゼ活性を測定したところ、8.4 x 10-3 
U/mg であった。このアミノ酸ラセマーゼ発
現酵母を用い、N-アセチル-D-メチオニン発
酵生産の検討を行った。100mM L-メチオニ
ンを含む培地で振とう培養を行った結果、
48時間後に最大 0.025 mM の N-アセチル-D-
メチオニンを培地中に発酵生産した。アミ
ノ酸ラセマーゼ活性が低いことならびに野
生型酵母でのD-アミノ酸アセチルトランス



フェラーゼ活性が低いことから、アミノ酸
ラセマーゼ生産系の改良ならびに酵母での
D-アミノ酸アセチルトランスフェラーゼ生
産系の構築を行ったところ、アミノ酸ラセ
マーゼ活性は改良した pGAR426 プラスミド
を用いることで活性を約490倍(4.13 U/mg)
に、D-アミノ酸アセチルトランスフェラー
ゼ活性は野生型酵母の約20倍(0.117 U/mg)
に向上させることに成功した。これらの両
プラスミドで形質転換された BY4742 株を
用いて培地条件の最適化の検討も含め、N-
アセチル-D-アミノ酸分泌量の変動解析を
行った結果、培地中に 10mM L-メチオニン
を添加した場合に、0.65mM の N-アセチル
-D-メチオニンの生産が確認された。この結
果、L-アミノ酸から N-アセチル-D-アミノ
酸の広い意味での酵母を利用した発酵生産
の可能性が示された。今後は、今回検討し
た D-メチオニンと D-アラニン以外の D-ア
ミノ酸のN-アセチル誘導体の発酵生産につ
いて検討するとともに、発酵生産に関わる
酵素の基質特異性の改変ならびに、今回は
当初計画通りに進めることができなかった
が、N-アセチル-D-アミノ酸の分泌機構に関
する取り組みについても、引き続き N-アセ
チル-D-アミノ酸輸送体タンパク質の同定
を中心に行い、より効率的な D-アミノ酸の
N-アセチル誘導体の発酵生産に発展させて
いく。 
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