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研究成果の概要（和文）：創薬分野において非天然アミノ酸や特殊ペプチドの合成は重要な基盤技術であり、特
に多品種合成や大量生産の技術が求められている。本研究では、有機合成が困難なケト酸を、アミノ酸から酵素
を用いて安価に合成し、次いでケト酸とヒドロキシルアミン誘導体を、化学反応剤非存在下で縮合させる新技術
で、アミノ酸やペプチドを合成した。本技術は多品種を合成するパラレル合成や、固定化酵素を用いて大量生産
に利用できるフロー合成の要素を取り入れており、様々なアミノ酸やペプチド合成の大量生産の有用な合成技術
となりうる。

研究成果の概要（英文）：Synthesis of unnatural amino acids and peptides is an important technology 
in the field of drug discovery, especially for multi-product synthesis and mass production. In this 
study, keto acids, which are difficult to synthesize organically, were synthesized from amino acids 
using enzymes, followed by the condensation of keto acids with hydroxylamine derivatives in the 
absence of chemical reactants to produce amino acids and peptides. This technology incorporates 
elements of parallel synthesis for synthesizing multiple products and flow synthesis that can be 
used for mass production using immobilized enzymes, and could be a useful synthetic technology for 
mass production of various amino acid and peptide syntheses.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
1. ケモエンザイマティック反応による非天然アミノ酸や特殊ペプチド合成:有機合成ではなくアミノ酸酸化酵素
を用いた酵素反応で、迅速(一段階反応)・簡便(保護や脱保護が不必要)・有毒な試薬を使用せず合成するケモエ
ンザイマティック反応自体に新規性があり、今後のペプチド医薬品開発に貢献できた。
2. 酵素学の観点からのケモエンザイマティック反応の改良:本研究では新技術を確立した後に、自然界から得た
酵素や変異導入酵素をあてはめ、ケモエンザイマティック反応で新しい酵素反応を探索した。これにより従来の
酵素探索から応用までの間に起こりうる問題を回避することができ、産業用酵素の開発の時間短縮につながっ
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年抗体医薬品に代わる創薬ターゲットとしてペプチド医薬品が注目されている。そのリー
ド化合物の探索において、非天然アミノ酸や特殊ペプチドの多品種合成や大量生産が課題とな
っている。これまでにも様々な合成技術が確立されてきたが、反応が煩雑な点や生成物が制限さ
れている点など改良が必要なものが多い。その技術の中で、ボーディらが開発したペプチド合成
法は、いずれもケト酸から一段階で目的物質を合成できる魅力的な反応である。また極端な加熱
も必要ではなく、水の混入でも影響がないといった穏やかな条件での反応であり、現行の技術革
新につながると考えられる（図 1）。しかし、その出発物質となるケト酸の合成手法である。現
行の有機合成によるケト酸の合
成は、ハロゲン化アルケンをグ
リニャール試薬でカルボン酸に
変換し、オゾンなどで酸化する
方法があるが、入手可能なアル
ケンでない限り合成が難しく、
危険な反応も多く、また副反応
の問題があるため、簡便で穏や
かな新たなケト酸合成法が必要
である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ボーディが開発したアミノ酸やペプチド合成の中間体であるケト酸を、有機合成
ではなくアミノ酸酸化酵素及び脱水素酵素を用いた酵素反応で、迅速（一段階反応）・簡便（保
護や脱保護が不必要）・有毒な試薬を使用せず合成する。申請者はこれまでに様々な関連酵素に
関する研究を実施しており、見出した酵素を使用してケト酸を合成することが可能である。その
酵素反応で生成したケト酸を連続的に有機合成でアミノ酸やペプチドに変換する技術を確立す
る（図 1）。このケモエンザイマティック反応によるアミノ酸及びペプチド合成自体に新規性が
あり、今後のペプチド医薬品開発に貢献できる。 
 
３．研究の方法 
【酵素反応】発現プラスミド pUC もしくは pET に挿入された Pseudomonas sp. TPU 7192 由来 L-
アルギニン酸化酵素や Pseudomonas sp. AIU 813 由来 L-アミノ酸酸化酵素、豚腎臓由来 D-アミ
ノ酸（低基質特異性）酸化酵素、Nostoc punctiforme ATCC 29133 由来 L-トリプトファン脱水素
酵素、Bacillus 由来 L-フェニルアラニン脱水素酵素などの遺伝子を大腸菌発現株 JM109 もしく
は BL21(DE3)株に挿入し、各々の遺伝子を発現させた。精製酵素を透析後、対応する基質と反応
させ酸化反応を行い、その生成物を高速液体クロマトグラフィー-質量分析機（LCMS）でケト酸
の生成を確認した。酸化酵素の場合、発生する過酸化水素が問題となるため、市販のカタラーゼ
も混合し反応条件を検討した。 
【有機合成】上記で得たケト酸(5-グアニジノ-2-オキソペンタン酸、6-アミノ-2-オキソヘキサ
ン酸、2-オキソ-3-フェニルプロパン酸、インドールピルビン酸など) に、ブチルボロン酸やシ
クロヘキシルボロン酸といった入手可能なボロン酸誘導体、ベンジルアミンや 2-アダマンタン
アミンをエタノール中などで混合し、各種アミノ酸の合成条件を検討した。生成物は LCMS で分
析するとともに、ニンヒドリンで比色定量を行った。また、ケト酸に各種ヒドロキシルアミンを
ジメチルホルムアミド中などで混合し (ボーディペプチド合成)、各種ペプチドの合成条件を検
討した。その際、適宜アルケニルボロン酸やアミンなどのビルディングブロック、生成物の標準
品を合成し、一次元及び二次元核磁気共鳴（NMR）、旋光分散及び円二色性（CD）により構造解析
を行った。水層と有機層間で低分子だけの移動ができるポリジメチルシロキサン膜を用いて反
応し、フロー合成のモデルを作製した。さらに、本技術で一度に多品種を合成するパラレル合成
について検討した。作製した化合物ライブリーを用いて、ヒトがん細胞株に対する細胞増殖抑制
活性試験などの生理活性試験を適宜実施した。 
 
４．研究成果 
【酵素反応】①大腸菌異種発現系の各種アミノ酸酸化酵素・脱水素酵素を調製し、酸化酵素活性
を確認した。非天然アミノ酸である 2, 3-diaminopropanoic acid 誘導体を基質とし酵素反応を
調べた結果、豚腎臓由来 D-アミノ酸酸化酵素（pkDAO）だけが酸化反応を触媒することを明らか
にした。pkDAO よりも広い基質特異性を示す酵素を取得するために、2,3-diamino propanoic acid
誘導体を唯一の窒素源とした培地で酵素スクリーニングを行った結果、pkDAO よりも広い基質特



異性を示す酵素活性を有する 25 株の微生物の単離
に成功した。D-フェニルアラニンからケト酸生産の
条件検討をした結果、最も収率の高い条件で 97%で
あった（図 2）。 
②また、L-アミノ酸からケト酸を生成するために、
前年度取得したL-アミノ酸酸化酵素活性を示す微生
物（糸状菌）の粗酵素液を用いて、部分精製を行い、
特性解明を実施した。その酵素液を用いてケト酸合
成を行った結果、20%程度の収率であった。収率を高
めるために、糸状菌を含む様々な L-アミノ酸酸化酵
素遺伝子を合成し、それらで基質転換した大腸菌を
培養したが、高いアミノ酸酸化酵素活性を見出すこ
とが出来なかった。③Pseudomonas putida 由来低基質特異性アミノ酸ラセマーゼ遺伝子の大腸
菌発現系を構築した。次いで、豚腎臓由来 pkDAO をカップリングさせることで、L-アミノ酸から
D-アミノ酸を介して、ケト酸を合成することに成功し、その収率は 80%以上であった。④イミン
還元酵素活性を指標として、土壌から還元酵素活性
を探索した結果、20株以上の微生物を得た。高速液
体クロマトグラフィーで立体選択性を調べ、R 選択
的な酵素活性を示す微生物 5 株、S 選択的な酵素活
性を示す微生物 5 株を選抜し、いずれもアルドキシ
ムからヒドロキシルアミンへの変換能を有すること
を確認した。上記 1 同様に、遺伝子解析の結果、い
ずれも放線菌であることが明らかとなった。データ
ベースに登録されているイミン還元酵素の配列を用
いて系統樹解析を行い、配列が異なる配列 13 種類を
選抜し、それぞれの遺伝子の大腸菌発現系を構築し
た。その酵素を用いてアルドキシムの還元酵素活性
を調べた結果、4種類から還元酵素活性を見出し、ア
ルドキシムからヒドロキシルアミノ酸の合成に成功
した（図 3）。 
【有機合成】①同一系内での連続したペプチド合成を目的に、基質として必要な 2,3-diamino-
propanoic acid 誘導体の効率的合成を行った。基質の一つである 2,3-diamino-3-
phenylpropanoic acid を 4 段階の合成反応でラセミ体混合物としてグラムスケールで合成に成
功した。②ヒドロキシルアミンおよびアミノ酸は、フェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニル
ピルビン酸、3-（1H-インドール-3-イル）-2-オキソプロパン酸にヒドロキシルアミンを付加し
た後に、還元することで、最終的に 73、52、65%の収率でヒドロキシルアミン体を得た。③フェ
ニルピルビン酸と N-ヒドロキシルフェニルアラニンとの反応条件を検討した結果、50度で 24 時
間後に最も高い収率（82%）で N-ベンジル-2-フェニルアセトアミドを得た。また、フェニルピ
ルビン酸と各種ヒドロキシル
アミンとの縮合反応について
検討した結果、ベンジルヒド
ロキシルアミンが最も反応性
が高いことを明らかにした。
また各種ヒドロキシルアミノ
酸との反応においても N-ヒ
ドロキシルフェニルアラニン
との反応性が高いことを明ら
かにした。④pkDAO とネイテ
ィブケミカルライゲーション
によるアミド化合物の合成法
を用いた多品種合成で、96穴
プレート上でアミド化合物の
ライブラリーを確立した。得
られたアミド化合物ライブラ
リーを用いて、ヒストン脱ア
セチル化酵素 I の阻害活性の
迅速なスクリーニングを実施
した（図 4）。 
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