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研究成果の概要（和文）：　研究を開始した当初、貧栄養耐性細菌Enterobacter oligotrophicusを利用したD-
アミノ酸生産株の作製を計画していましたが、E. oligotrophicusの遺伝子操作法を確立できなかったため、過
去に作製したピルビン酸生産大腸菌株を利用して検討しました。D-アミノ酸生産株は作製できませんでしたが、
D-アミノ酸代謝酵素遺伝子を破壊したピルビン酸高生産大腸菌株の作製など、開発に必要な素地は準備できまし
た。
　一方、D-アミノ酸の発酵生産に有用な細菌を単離するため、自然界より採取した環境土壌を対象に広範なスク
リーニングを並行して実施し、新種を含む数種の細菌を単離・同定しました。

研究成果の概要（英文）： To develop a D-amino acid-producing strain, I was planning to use 
Enterobacter oligotrophicus as the starting material. However, I could not establish a genetic 
engineering method for E. oligotrophicus, I used a pyruvate-producing Escherichia coli strain, which
 had been prepared in my previous study. Although the D-amino acid-producing strain has not yet 
developed, I was able to prepare the groundwork necessary for the development, including the 
production of a pyruvate-producing E. coli strain with gene disruption of D-amino acid metabolizing 
enzyme genes.
 On the other hand, to isolate bacteria useful for fermentative production of D-amino acids, 
screening for environmental soil samples was carried out in parallel, and bacteria including novel 
species were isolated and identified.

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
 近年、医薬品やヘルスケア製品を中心にD-アミノ酸の需要が急速に高まっています。一方、複数種の酵素を利
用した多段階反応によって合成されているため、D-アミノ酸は高価であり、高純度D-アミノ酸の量産が課題とな
っています。D-アミノ酸の発酵生産法の開発は、高純度D-アミノ酸の安価な供給を可能にする可能性があり、本
研究により発酵生産法の開発に必要な素地を準備できました。従って、これらの研究成果は、社会的意義を有す
ると考えられます。

※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。



 

 

１．研究開始当初の背景 
 アミノ酸には不斉炭素が存在するため、
D-アミノ酸と L-アミノ酸の 2 種類の鏡像
異性体が存在します。L-アミノ酸は生体内
で様々な役割を持つのに対し、D-アミノ酸
は生物の細胞内には存在しないとされて
きました。しかし、近年の分析技術の発展
により、ヒトを含めた高等生物の細胞内に
D-アミノ酸が微量に存在し、重要な生理機
能を持つことが解明され始めています。そ
れに伴い現在では、欧米諸国を中心に製薬
や抗生剤等の医薬品、化粧品やサプリメン
ト等のヘルスケア製品に D-アミノ酸が利
用されています。またその需要は、日本を
含めたアジア諸国を中心に今後さらに増大することが試算されています (図 1)。 
 有用物質の供給源として、D-アミノ酸の必要性が急速に高まる一方で、最も安価な D-アミノ酸
である D-アラニンが約 500 円/g で販売されているなど、D-アミノ酸は高価なため、その利用が
限られています。そのため、D-アミノ酸に関連した新たな生理機能の解明や研究成果が社会実装
された事例は僅かです。D-アミノ酸の主な合成法は、酵素合成法と化学合成法に大別されます。
特に酵素合成法は化学合成法と比べて、合成に必要なエネルギーと副産物の生成が抑えられる
ため、現在までに数種の方法が工業化されています。但し、既存の酵素合成法には、後述の問題
点があります：①人工物質である DL-アミノ酸前駆体の化学合成が必須、②酵素活性が低いため
多量の酵素が必要、③複数の酵素を利用するため合成工程が複雑。 
 
２．研究の目的 
 採択者は、「高純度 D-アミノ酸の安価な供給は、D-アミノ酸に関連した研究開発を促し、新た
な産業価値の創出に貢献する」と考えました。そこで、本研究では、「高純度 D-アミノ酸の安価
な供給を可能にするため、D-アミノ酸生産株を作製し、D-アミノ酸の発酵生産法の基盤技術を開
発する」ことを目的としました。なお、本研究では、D-アミノ酸の中でも特に産業用途に優れる
D-アラニンにターゲットを絞り、D-アラニン生産株の作製を目指しました。 
 
３．研究の方法 
(1) 相同組換えによる遺伝子破壊 
 大腸菌 JW1179 株 (Δdadx)と JW4013 株 (Δalr)からゲノム DNA をそれぞれ抽出後、FRT 配列
を含む破壊対象遺伝子 (カナマイシン耐性遺伝子)を PCR により増幅し、pTA2 にクローニング
しました。次に、得られた pTA2 に含まれるカナマイシン耐性遺伝子をクロラムフェニコール耐
性遺伝子に置換し、pTA2/FRT 配列+クロラムフェニコール耐性遺伝子を得ました。さらに、
pTA2/FRT配列+クロラムフェニコール耐性遺伝子を鋳型に利用して、FRT配列+クロラムフェニ
コール耐性遺伝子を PCR により増幅しました。最終的には、増幅した FRT 配列+クロラムフェ
ニコール耐性遺伝子と pKD46、pCP20 を利用した相同組換えにより、ピルビン酸高生産大腸菌
株に内在する dadx と alr を破壊しました。 
 
(2) NAD(P)+依存性 meso-ジアミノピメリン酸脱水素酵素のスクリーニング 
 採択者は X線結晶構造解析により、好熱菌 Ureibacillus thermosphaericus由来の NADP+依存性
meso-ジアミノピメリン酸脱水素酵素の補酵素認識機構を解明した実績があります①。また菌体
内では NADPH と NADH の両補酵素が混在するため、D-アラニンを菌体内生産する場合、両補
酵素を利用できた方が生産効率は高まります。そこで、解明した補酵素認識機構に基づいて、ピ
ルビン酸のアミノ化により D-アラニンを合成可能な NAD(P)+依存性 meso-ジアミノピメリン酸
脱水素酵素をデータベース上でスクリーニングし、Bacteroides ovatus (アクセッション番号：
EFF52303) 、 Dysgonomonas mossii (JAHALL010000019) 、 Firmicutes bacterium (NLY11302) 、
Parabacteroides distasonis (WP_121736562)、Phocaeicola vulgatus (WP_117699949)、Prevotella bivia 
(WP_036862254)、Syntrophomonadaceae bacterium (NLX88724)由来の酵素を候補に選定しました。 
 各種酵素の人工合成遺伝子を pET100 にクローニングし、各種発現ベクターを作製しました。
次に、各種発現ベクターを用いて大腸菌 BL21(DE3)株を形質転換後、IPTG 不要の自動発現培地
であるオーバーナイトエクスプレス中で形質転換体を培養し、meso-ジアミノピメリン酸脱水素
酵素を菌体内発現させました。各種培養物から粗酵素液を調製後、SDS-PAGE により発現量を確
認し、粗酵素液の D-アラニン合成活性を測定しました。 
 D-アラニン合成活性は、200 mM グリシン (pH 9.0)、200 mM NH4Cl (pH 9.0)、5 mM ピルビン
酸、0.1 mM NAD(P)H および粗酵素を含む反応液 (1 mL)を調製し、既報の測定方法により評価
しました①。 
 
 

図 1 D-アミノ酸含有製品の市場規模 
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TABLE 28: World Recent Past, Current & Future Analysis for D-Amino Acids by 
Geographic Region - US, Canada, Japan, Europe, Asia-Pacific, Middle East, 

and Latin America Markets Independently Analyzed with Annual Sales 
Figures in US$ Thousand for Years 2013 through 2020 

Region/Country 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 % CAGR 

US 545,254.3 585,877.7 631,003.9 677,112.0 724,165.4 772,871.1 823,112.4 874,561.6 7.0 

Canada 155,177.5 166,190.7 177,502.1 188,696.5 200,070.8 211,640.0 223,211.0 234,293.5 6.1 

Japan 241,565.0 259,261.4 275,857.3 292,059.1 308,380.6 325,400.5 342,733.6 360,248.3 5.9 

Europe 803,350.2 857,171.7 916,658.2 979,220.8 1,042,208.2 1,106,074.0 1,170,807.0 1,234,485.0 6.3 

Asia-Pacific 699,365.2 791,558.3 895,510.5 1,010,305.9 1,140,710.1 1,282,499.1 1,436,188.9 1,601,578.2 12.6 

Middle East 97,585.8 106,555.0 115,992.6 125,878.5 136,157.3 146,883.0 157,809.2 168,867.9 8.1 

Latin America 123,982.0 136,858.6 150,426.2 164,588.7 179,416.6 194,538.9 209,553.0 224,282.7 8.8 

Total 2,666,280.0 2,903,473.4 3,162,950.8 3,437,861.5 3,731,109.0 4,039,906.6 4,363,415.1 4,698,317.2 8.4 

2014: GIA Estimates 2015-2020: GIA Projections 
Error tolerance for data in this table is 10% (+/-). 
Exchange rates used for standardizing data in this table are 1 US $ = 1.06 Canadian Dollars, 105.27 Japanese Yen, 0.73 Euro, 0.60 
British Pound and 32.86 Russian Rubles. 
Data is not adjusted for inflation. It is reported in nominal terms. 
'DWD�LV�UHSRUWHG�DW�WKH�0DQXIDFWXUHU¶V�/HYHO� 
Current data is standardized to the currency values as on January 02, 2014. 
Countries analyzed under Europe include Austria, Belgium, Bulgaria, Czech Republic, Denmark, Finland, France, Germany, Greece, 
Hungary, Ireland, Italy, The Netherlands, Norway, Poland, Portugal, Romania, Russia, Slovakia, Spain, Sweden, Switzerland, Turkey 
and The UK. 
Countries analyzed under Asia-Pacific include Australia, China, Hong Kong, India, Indonesia, Korea, Malaysia, New Zealand, 
Philippines, Singapore, Taiwan and Thailand. 
Countries analyzed under Middle East include Iran, Iraq, Israel, Kuwait, Saudi Arabia, Syria and The UAE. 
Countries analyzed under Latin America include Argentina, Brazil, Chile, Colombia, Ecuador, Mexico, Peru and Venezuela. 
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(3) 有用細菌のスクリーニング 
 自然界より採取した種々の環境土壌 1g を滅菌水 10 mL で懸濁後、懸濁液を 1.5%寒天培地に
塗布し、25–37°C で 3 日間平板培養しました。コロニー形成を確認後、1.5%寒天培地を用いて複
数回の平板培養を繰り返し、コロニーを純化しました。 
 コロニー純化により得られた単離株を対象に、系統解析 (16S rRNA 遺伝子やハウスキーピン
グ遺伝子、ゲノム DNA の相同性解析)、表現型解析 (炭素資化性や生育可能 pH・温度の解析)、
化学解析 (細胞壁脂肪酸組成やキノンシステムの分析)をそれぞれ実施しました②。 
 
４．研究成果 
(1) アラニンラセマーゼ遺伝子破壊株の作製 
 採択者が腐葉土より単離・同定した新種細菌 Enterobacter oligotrophicus CCA6Tは、栄養源が乏
しい貧栄養条件下で優位に増殖し、栄養源が抱負な栄養条件下では大腸菌と同等の優れた増殖
速度を示します③。そこで、本株を利用した D-アラニン生産株の作製を試みました。しかしなが
ら、本株の遺伝子操作は難しく、ピルビン酸代謝関連酵素の遺伝子を破壊できませんでした。そ
こで、過去に作製したピルビン酸高生産大腸菌株④を本研究に利用しました。 
 ピルビン酸高生産大腸菌株内には、二種類のアラニンラセマーゼ遺伝子 (alr と dadx)が内在し
ます。アラニンラセマーゼは、D-アラニンから L-アラニンへの可逆的な変換を触媒します。即ち、
ピルビン酸高生産大腸菌株を用いて D-アラニンを合成した場合、アラニンラセマーゼの作用に
よる D-アラニンの生産収率の低下が予想されます。そこで、相同組換えにより二種類のアラニ
ンラセマーゼ遺伝子を破壊し、アラニンラセマーゼ遺伝子破壊株を新たに作製しました。 
 
(2) D-アラニン合成活性の評価 
 各種粗酵素液の D-アラニン合成活性を測定した結果、D-アラニン合成活性は 0.1 U/mg以下に
なりました。D-アミノ酸の酵素合成法に産業利用されている酵素の比活性は 8.0 U/mg 以上であ
り、産業利用を想定した場合、今回解析した酵素の活性は不十分と判断しました。今後も酵素の
スクリーニングを継続し、得られた酵素とアラニンラセマーゼ遺伝子破壊株を利用して、D-アラ
ニン生産株を作製する予定です。 
 
(3) 新種細菌の単離・同定 
 D-アラニン生産株の作製に有用な細菌を新たに単離す
るため、自然界より採取した環境土壌を対象にスクリー
ニングを実施しました。 
 スクリーニングの結果、Deinococcus kurensis KR-1T⑤や
Enterobacter oligotrophicus CCA3 ⑥ 、 Enterobacter 
roggenkampii CCI9 ⑦ 、 Klebsiella pneumoniae subsp. 
pneumoniae CCI2 ⑧、 Paenibacillus glycanilyticus subsp. 
hiroshimensis CCI5T⑨を単離・同定しました。4 種類のハ
ウスキーピング遺伝子を用いたマルチローカス遺伝子
解析の結果より、D. kurensis KR-1T は類縁種とは明確に
異なり (図 2)、最類縁種とのゲノム DNA 相同性が 96%
以下のため、Deinococcus属の新種細菌として提唱し、The 
Microbiology Society より新種認定されました。今後、単
離細菌の遺伝子操作が可能か検討する予定です。 
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図 2 D. kurensis KR-1Tのマルチ 
    ローカス遺伝子解析解析 
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