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研究成果の概要：医薬品として有用な化合物である 4-ヒドロキシ L-イソロイシン（2型糖尿病

治療薬）、5-ヒドロキシ-L-トリプトファン（抗精神病薬）、cis-4-ヒドロキシ-L-プロリン（抗
腫瘍剤）の工業的生産に応用可能な新規アミノ酸水酸化酵素の探索をおこなった。微生物ゲノ

ム情報を活用して水酸化酵素発現ライブラリーを構築し、質量分析器および呈色反応を利用し

て効率的にアミノ酸水酸化活性を評価した。その結果、多様なアミノ酸水酸化酵素の取得に成

功した。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 6,400,000 1,920,000 8,320,000 

２００７年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

２００８年度 2,600,000 780,000 3,380,000 
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  年度  
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１．研究開始当初の背景 
アミノ酸に水酸基が結合したヒドロキシア

ミノ酸は、種々の生理活性を有することが示
唆されている。そのため、医薬品やその合成
中間体としての用途が期待されている。例え
ば、4-ヒドロキシ L-イソロイシンは 2型糖尿
病治療薬、5-ヒドロキシ-L-トリプトファンは
抗精神病薬としての効能が明らかにされてい
る。現在、これらヒドロキシアミノ酸の効率
的生産法が望まれているが、化学合成法によ
る生産は複雑なステップを必要とするため、
実用化は困難である。一部は動植物細胞から
抽出されているが、効率的とは言い難い。仮
に、発酵法により安価に供給可能なアミノ酸
を原料とし、酵素による一段階反応によりヒ
ドロキシアミノ酸を効率的に生産する方法が
確立されると、効率的かつ環境負荷の少ない
バイオプロセスが構築可能となる。実際に、
医薬品や化粧品原料として有用なtrans-4-ヒ
ドロキシ-L-プロリンは、従来動物のコラーゲ
ンからの抽出とそれに続く複雑な精製により
生産されていたが、L-プロリンを直接水酸化
可能な酵素の発見とともに、酵素法で安価か
つ大量に生産するプロセスが開発されている。
しかし、前述のヒドロキシアミノ酸を効率的
に合成可能かつ、工業利用可能なアミノ酸水
酸化酵素は見出されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アミノ酸誘導体の中でも特に
有用なヒドロキシアミノ酸の効率的生産法を
確立する。そのために、産業上有用な水酸化
酵素の取得に関わる基盤技術の構築をおこな
い、それを利用した目的アミノ酸に対応する
新規水酸化酵素の取得とヒドロキシアミノ酸
の生産プロセスの確立を目的とする。 

 
（１）アミノ酸水酸化酵素ライブラリーの構
築 
はじめに、データベースを活用して候補遺

伝子を探索する。プロリン水酸化酵素や芳香
族アミノ酸水酸化酵素など、少数ながら報告
されているアミノ酸水酸化酵素の遺伝子配列
ならびにアミノ酸配列に基づき、公開データ
ベースからアミノ酸水酸化酵素の候補となる
遺伝子を選択する。続いて、その遺伝子をク
ローニングし、組換え大腸菌を用いたアミノ
酸水酸化酵素遺伝子の発現ライブラリーを構
築する。 

 
（２）アミノ酸水酸化酵素の効率的探索技術
の開発 
（１）で構築するアミノ酸水酸化酵素ライ

ブラリーは、その多くが機能未知タンパク質

である。現在の技術では、一次構造から基質
アミノ酸を予測することは困難である。そこ
で、各種分析法を利用して、当該酵素ライブ
ラリーからアミノ酸水酸化活性を見出す。 

 
①質量分析計を用いた探索法 
 近年、質量分析器の性能は著しく向上して
おり、高精度、高分解能、高感度化され、メ
タボロミクス研究や環境中の微量物質の分析
などに広く利用されている。特に、メタボロ
ミクス研究においては、植物や動物の生体内
代謝物質を一斉に解析可能であり、質量分析
器はポストゲノム研究における重要なツール
となっている。申請者は、これらの概念を応
用し、多成分の基質を含む混合溶液を酵素と
反応させ、生成物を質量分析器により一斉解
析して活性を評価する技術を開発している。
具体的には、コンパクチンやステロイド化合
物の新規水酸化酵素の取得に成功している。
本研究においても、アミノ酸に特化した分析
条件を確立することで、新規アミノ酸水酸化
酵素の取得を試みる。 
 
②呈色法を用いた迅速評価法 
 目的のアミノ酸水酸化活性の評価法として、
呈色法を用いた酵素の詳細な解析をおこなう。
工業利用を考慮すると、所望する活性が低い
ことも予想されるため、必要に応じて酵素遺
伝子に対してランダム変異を導入することや、
部位特異的に変異を導入して基質特異性や水
酸化活性が向上した工業利用に適したアミノ
酸水酸化酵素の作製を図る。そこで、変異酵
素のアミノ酸水酸化活性を迅速に評価するた
めに、呈色法を利用する。 
 
３．研究の方法 
（１）水酸化酵素ライブラリーの構築 
申請者は、平成 16 年度地域新生コンソーシ

アム研究開発事業「最新型質量分析器を用い
た有用水酸化酵素の高速探索法の開発」（平成
18 年終了）において水酸化酵素の①データベ
ースと②発現ライブラリーを構築した。 
 ①では、多様な水酸化酵素を活性中心のア
ミノ酸配列および反応様式から体系的に 20
ファミリー（P450 モノオキシゲナーゼ、フラ
ビン含有モノオキシゲナーゼなど）に分類し、
それぞれのファミリーに属する酵素のアミノ
酸配列をクエリーとして 300 種類を越える微
生物ゲノム情報から約 3,000 種類の推定水酸
化酵素遺伝子を見出し、データベース化した。 
 ②では、①の分類に基づいて、微生物ゲノ
ムを鋳型としたポリメラーゼ連鎖反応（PCR）
によりクローニングし、発現ベクターに連結
後、大腸菌に導入して約 500 種の水酸化酵素



発現ライブラリーを構築した。これらのうち、
いくつかは新規アミノ酸水酸化酵素としての
可能性があるため、本研究の探索候補とした。
また、本研究においてもゲノム情報を活用し
て独自の水酸化酵素の候補となる遺伝子を順
次追加し、水酸化酵素ライブラリーの充実化
を図るとともに、新規アミノ酸水酸化酵素の
取得を試みる。 
 
（２）変異酵素ライブラリーの構築 
 これまでに、少数ながらプロリン、フェニ
ルアラニン、チロシンに対して水酸化活性を
有する酵素が報告されている。これらの酵素
遺伝子およびホモログ遺伝子に対してランダ
ム変異や部位特異的変異を導入することによ
り、基質特異性あるいは酵素活性が改変され、
工業利用に適した有効変異酵素を創製する。 
 
（３）アミノ酸水酸化酵素の効率的探索技術
の開発 
①アミノ酸水酸化反応系の構築 
組換え大腸菌の破砕液、もしくは精製酵素

をアミノ酸と反応させる系を構築する。基質
としてはタンパク質構成性アミノ酸（20種類）
のほか、D-アミノ酸などの非タンパク質構成
性アミノ酸を用いる。また、必要に応じて電
子伝達コンポーネントも添加する。多成分の
基質を含む反応系では特定の基質により酵素
反応が阻害される可能性があるため、基質濃
度を低く設定する必要があるが、質量分析器
では、高感度、高分解能という特性から低濃
度サンプルの分析も十分可能である。 
 
②質量分析器を用いたアミノ酸水酸化活性の
評価 
 水酸化酵素を高生産する組換え大腸菌を調
製し、アミノ酸と混合して反応させる。反応
後、除タンパク処理し、反応液を必要に応じ
て誘導体化後、質量分析器に供する。アミノ
酸のイオン化はエレクトロスプレー法を用い
る。アミノ酸の水酸化に起因する質量数変化、
すなわち、質量数 16 の増加によって水酸化活
性を判別可能となる。 
 
③呈色法によるアミノ酸水酸化酵素の効率的
探索技術の開発 
 一部のヒドロキシアミノ酸は特定の化合物
と化学的に反応して呈色することを確認して
いる。また、反応に必要な還元力を供給する
NAD(P)H（P450 モノオキシゲナーゼ、フラビ
ン含有モノオキシゲナーゼなど）、2-オキソグ
ルタル酸（2-オキソグルタル酸依存型ジオキ
シゲナーゼ）を呈色させる反応についても報
告されており、これらを指標にしてアミノ酸

水酸化活性を評価する。そこで、生成物の呈
色法を確立し、反応液をマイクロプレートリ
ーダーにより一斉解析し、アミノ酸水酸化活
性を評価する技術を確立する。 
 
（４）多様なアミノ酸水酸化酵素の網羅的探
索 
 （１）および（２）において構築した水酸
化酵素ライブラリーに対して、（３）で確立し
たアミノ酸水酸化酵素の効率的探索技術を適
用し、多様なアミノ酸水酸化酵素を網羅的に
探索する。取得したアミノ酸水酸化酵素につ
いては、酵素の特性を詳細に検討し、実用生
産への基礎となる解析をおこない、バイオプ
ロセスへの応用を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）立体構造情報に基づく芳香族アミノ酸
水酸化酵素の機能改変 
 5-ヒドロキシ-L-トリプトファン（5-HTP）
は、高等動物の脳内セロトニン経路における
中間体であり、抗精神病薬として効果が期待
される有用化合物である。現在、5-HTP はマ
メ科植物グリフォニアから抽出されているが、
安定した供給法とはいえず、効率的 5-HTP 生
産法が求められている。そこで、発酵法によ
り安価に供給可能な L-トリプトファンの 5位
を選択的に水酸化し、5-HTP を効率的に合成
可能な酵素を探索した。 
 
①立体構造モデリングによる有効変異部位の
予測 
 L-トリプトファンを水酸化可能な酵素とし
て、芳香族アミノ酸水酸化酵素（AAH）に着目
した。AAH は微生物から高等動物まで広く存
在しており、同一の起源から進化したと考え
られている。実際に、高等動物は脳内でトリ
プトファン水酸化酵素によって 5-HTP を合成
しているが、微生物においては唯一、
Chromobacterium violaceum のフェニルアラ
ニン水酸化酵素（PAH）が報告されている。PAH
は他の AAH と比較して酵素活性が高く、本来
の基質である L-フェニルアラニンに加え、L-
トリプトファンも水酸化可能であるため、
5-HTP 合成に有用な酵素である。しかし、当
該酵素の L-トリプトファン水酸化活性は工業
利用が可能なほど高くないため、改変する必
要があった。そこで、X線結晶構造が解明さ
れている C. violaceum 由来 PAH とヒト由来
AAH の立体構造モデリングを比較し、有効変
異部位を予測した。C. violaceum の PAH にお
いて、180 位のトリプトファン残基は基質と
なるアミノ酸、101 位のロイシン残基は補酵
素プテリンの認識に関与すると推察した（Fig. 



1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②呈色法による L-トリプトファン水酸化活性
評価 
 まず、101、180 位のそれぞれを 19 種類の
アミノ酸に置換した変異酵素ライブラリーを
作製した。変異酵素を生産する組換え大腸菌
を培養し、休止菌体反応後、生成した5-HTP を
Gibbs’試薬による呈色法を用いて定量的に
評価したところ、101 位ではロイシンからチ
ロシン（L101Y）、180 位ではトリプトファン
からフェニルアラニン（W180F）への置換で最
も高いL-トリプトファン水酸化活性の向上が
見られた。更なる詳細な解析のために、精製
酵素系において反応速度論解析を実施した。
これらの結果を踏まえ、二重変異酵素
（L101Y-W180F）を作製し、L-トリプトファン
水酸化活性を評価したところ、酵素活性の指
標となるkcatが野生型酵素と比較して5.2倍向
上していた（Table 1）。また、変異酵素を用
いて反応系を詳細に検討し、最適化したとこ
ろ、5 mM L-トリプトファンからの 5-HTP合成
収率は 0.1%から 16%にまで向上した（データ
未提示）。本変異PAHは既存のAAHと比較して、
最もL-トリプトファン水酸化活性が高く、産
業への応用が期待される有用酵素であるとい
える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）新規プロリン水酸化酵素の探索と特性
解析 
 天然に存在するヒドロキシプロリン（Hyp）

には 4種類の異性体が存在する（Fig. 2）。 
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このうち、trans-4-Hyp と cis-3-Hyp はそれ
ぞれ、Dactylosporangium sp. RH1 および
Streptomyces sp. TH1 より対応する水酸化酵
素遺伝子がクローニングされ、組換え大腸菌
によって工業的生産プロセスが確立されてい
る。しかし、cis-4-Hyp や trans-3-Hyp は対
応する水酸化酵素が存在しないため、工業的
生産には至っていない。とくに、cis-4-Hyp
は抗腫瘍剤としての効果が期待されるため、
工業的に有用な化合物である。そこで、
cis-4-Hyp を L-プロリンから一段階で位置お
よび立体選択的に水酸化可能な酵素の探索を
試みた。 
 
①L-プロリン cis-4-水酸化活性の検出 
 先行研究において構築した水酸化酵素ライ
ブラリー、ならびに既報の L-プロリン cis-3-
水酸化酵素に特徴的なドメイン
（Pfam:PF05373）を有する機能未知タンパク
質をL-プロリンcis-4-水酸化活性の評価対象
とした。当該タンパク質をコードする遺伝子
を組換え大腸菌内で高発現させ、休止菌体を
用いた L-プロリン水酸化反応に供した。反応
条件として、5 mM L-プロリン、10 mM 2-オキ
ソグルタル酸、1 mM アスコルビン酸、0.5 mM 
硫酸鉄(II)、50 mM リン酸緩衝液(pH7.5)を含
む 1 mlの溶液に組換え大腸菌を混合し、25℃、
10 分間往復振とう反応をおこなった。反応液
中に含まれるアミノ酸を 1-フルオロ-2,4-ジ
ニトロフェニル-5-L-ロイシンアミドにより
誘導体化し、cis-4-Hyp の合成量を高速液体
クロマトグラフィーまたは質量分析計によっ
て定量した。その結果、Mesorhizobium loti
の mlr6283 タンパク質および Sinorhizobium 
meliloti の SMc03253 タンパク質（それぞれ
MlP4H、SmP4H と命名）に L-プロリン cis-4-
水酸化活性が見られた。両酵素を精製し、酵
素の反応特性を詳細に解析したところ、L-プ
ロリンを位置および立体選択的に水酸化し、
異性体を副生せずに cis-4-Hyp のみを生成す
る酵素であることが明らかになった。また、
本反応は2-オキソグルタル酸依存的に進行し、
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アスコルビン酸と 2価鉄イオンの添加により
反応が加速するため、当該酵素は 2-オキソグ
ルタル酸依存型ジオキシゲナーゼであること
がわかった（Fig 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
②酵素的諸性質の検討 
 反応温度とpHが MlP4Hと SmP4Hの酵素活性
に及ぼす影響を cis-4-Hyp 合成量を指標とし
て評価した。その結果、MlP4H は 25℃、pH6.5、
SmP4H は 25℃、pH7.0 が最適反応条件であっ
た。両酵素のアミノ酸に対する基質特異性を
検討した結果、比較的厳密で、L-プロリンの
他、構造類似体である 3,4-デヒドロ- L-プロ
リンや L-ピペコリン酸に対する水酸化活性も
有していた。 
 また、両酵素を SDS-PAGE により解析し、比
較したところ、ともに組換え大腸菌において
良好に発現するものの、大部分が不活性な封
入体を形成していた。しかし、MlP4H と比較
して SmP4H の方がわずかに可溶化量が上回っ
ていた。また、酵素の比活性も MlP4H は 684 
(nmol/min/mg)であるのに対し、SmP4H は 707
であった。以上の結果から、実用生産プロセ
スにおいては SmP4H がより適していると考え
られる。 
 
③cis-4-Hyp 生産プロセスの構築 
 前述の酵素特性を踏まえ、SmP4H 遺伝子を
高発現する組換え大腸菌を利用して、L-プロ
リンからの cis-4-Hyp の工業的生産プロセス
の検討をおこなった。 
 反応条件として、100 mM L-プロリン、200 mM 
2-オキソグルタル酸、4 mM アスコルビン酸、
0.1 mM 硫酸鉄(II)、100 mMリン酸緩衝液
(pH7.0)を含む 5 mlの溶液に組換え大腸菌を
O.D.660=40 となるように混合し、25℃で振とう
反応をおこなった。また、大腸菌の主要なプ
ロリン分解酵素であるプロリンデヒドロゲナ
ーゼをコードする遺伝子（putA）の破壊株を
作製し、検討をおこなった。その結果、反応
22 時間後の対消費L-プロリン収率は野生型大
腸菌を用いた場合が 33％（31 mM）であった
のに対し、putA破壊株を用いた場合、83％（46 
mM）に達した（Table 2）。この結果から、putA
を破壊することにより基質L-プロリンと生成
物cis-4-Hypの分解が抑えられることが判明
した。 

 さらに、工業的生産プロセスの課題となる
高価な2-オキソグルタル酸の供給をより安価
な糖質から大腸菌の代謝活性を利用して供給
可能とを考え、検討した。本プロセスは
trans-4-Hyp の工業的生産に適用されている
実績がある。反応条件は前述の系における 2-
オキソグルタル酸を 2％グルコースで代替し
た。その結果、反応 22 時間後の対消費 L-プロ
リン収率は 42％（15 mM）であった。
trans-4-Hyp 生産における 2-オキソグルタル
酸供給プロセスが cis-4-Hyp 生産においても
同様に有効であった（Table 2）。 
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Fig. 3.  The reaction catalyzed by 
L-proline cis-4-hydroxylase.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）脂肪族アミノ酸水酸化酵素の探索と特 
性解析 
 4-ヒドロキシ-L-イソロイシン(4-HI)は、マ
メ科植物フェヌグリークの種子に存在し、2
型糖尿病治療薬として期待される有用化合物
である。4-HI は植物中にのみ見出されている
特殊なアミノ酸であり、効率的生産法は確立
されていない。近年、一部の Bacillus 属細菌
由来イソロイシン水酸化酵素（IDO）が報告さ
れた。当該酵素は L-イソロイシンを水酸化し、
4-HI を生成する 2-オキソグルタル酸依存型
ジオキシゲナーゼであった。しかし、基質特
異性は L-イソロイシン特異的であり、医薬品
のキラルブロックとして有用な脂肪族ヒドロ
キシアミノ酸を合成することはできない。そ
こで、既存の IDO よりも広範な基質特異性を
有する新規脂肪族アミノ酸水酸化酵素の取得
を試みた。 
 
①脂肪族アミノ酸水酸化活性の検出 
 先行研究において構築した水酸化酵素ライ
ブラリー、ならびに既報の IDO に特徴的なド
メイン（Pfam：DUF2257）を有する機能未知タ
ンパク質を脂肪族アミノ酸水酸化活性の評価
対象とした。当該タンパク質をコードする遺
伝子を組換え大腸菌内で高発現させ、休止菌
体を用いた脂肪族アミノ酸の水酸化反応に供
した。反応条件として、5 mM L-イソロイシン、
10 mM 2-オキソグルタル酸、1 mM アスコルビ
ン酸、0.1 mM 硫酸鉄(II)、50 mM リン酸緩衝
液(pH7.5)を含む 1 ml の溶液に組換え大腸菌
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を混合し、25℃、30 分間往復振とう反応をお
こない、高速液体クロマトグラフィーまたは
質量分析計によって生成物を確認した。その
結果、C. violaceumのCV_3308タンパク質（IDO
との類似性 23％）、Gloeobacter violaceus の
glr2602 タンパク質（19％）、Pseudomonas 
syringae pv. phaseolicola の PSPPH_3986 タ
ンパク質（39％）に IDO と同様に L-イソロイ
シン水酸化活性を見出した。また、本酵素も
2-オキソグルタル酸依存型ジオキシゲナーゼ
であった。 
 
②酵素的諸性質の検討 
 取得した 3種類の酵素を精製し、反応温度
と pH が酵素活性に及ぼす影響を 4-HI 合成量
を指標として評価した。その結果、CV_3308
は 25℃、pH7.0、glr2602 は 45℃、pH5.5、
PSPPH_3986 は 50℃、pH4.5 が最適反応条件で
あった。既報の IDO の最適値は 25℃、pH6.0
であったことから、性質の異なるアミノ酸水
酸化酵素である可能性が示唆された。 
 
③基質特異性解析 
 上記 3 種類の水酸化酵素のアミノ酸に対す
る水酸化活性を検討した。反応条件として、5 
mM アミノ酸、10 mM 2-オキソグルタル酸、1 mM 
アスコルビン酸、0.1 mM 硫酸鉄(II)、リン酸
緩衝液(pH7.5)を含む 1 ml の溶液に精製酵素
を添加し、25℃、8 時間往復振とう反応をお
こない、高速液体クロマトグラフィーまたは
質量分析計によって生成物を確認した。その
結果、いずれの水酸化酵素も L-イソロイシン
以外の脂肪族アミノ酸に対する水酸化活性を
有していた。中でも、glr2602 は最も基質特
異性が広く、L-バリン、L-ロイシン、L-ノル
バリン、L-ノルロイシンに対する水酸化活性
を有していた。さらに、3 種類の酵素は D-ア
ミノ酸も水酸化していることが明らかになっ
た（Table 3）。アミノ酸関連酵素は、キラリ
ティーの認識が厳密であることが一般的であ
り、当該酵素の D-アミノ酸水酸化活性は極め
て興味深い結果であるといえる。 
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