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研究成果の概要（和文）： 

(1) 植物酵素ヒドロキシニトリルリアーゼ（HNL）の開発と光学活性シアノヒドリンの合成に関

する研究: 多種類のHNLのライブラリーを構築する目的で、我々が発見した数種類のHNL遺伝子

の異種宿主での発現を検討した。P. mume（梅）については、cDNAクローニング、一次構造の解

明およびPichia pastorisにおける活性発現に成功した。Baliospermum montanumについてはcDNA

クローニングしN末端にHis-Tagの付加、およびC末端の短縮化によって大腸菌で可溶性に発現で

きた。B. montanum由来HNLの酵素化学的諸性質、各種の芳香族、脂肪族の光学活性シアノヒド

リンの不斉合成について明らかにした。Manihot esculenta（キャッサバ）、Hevea brasiliensis

（ゴム）由来 (S)-HNLを、大腸菌、酵母、原生動物Leishmania tarentolae (LEXSYシステム)、

無細胞タンパク質合成システム、大腸菌由来in vitro タンパク質合成ピュアシステム等におい

て発現を検討した。assiflora edulis (パッションフルーツ)からのHNLを精製し、酵素化学

的諸性質を初めて明らかにした。有機溶媒二層系により (R)-マンデロニトリルを合成した。 

Arabidopsis thaliana由来(R)-HNLは、遺伝子クローニングし、大腸菌で発現し、Henry反応に

応用した。E. japonica由来(R)-HNLの酵素化学的諸性質を明らかにすると共に、有機溶媒と水

の二相系での合成反応を行い、各種芳香族や脂肪族のＳ光学活性シアノヒドリン合成法を完成

した。 

(2) 可溶性 HNL の発現メカニズムの解明：M. esculenta 由来 HNL 遺伝子の大腸菌における種々

の発現条件を検討した。His103Leu の一点の変異や、3 箇所の Lys 残基を Pro に変異させると、

封入体の蛋白質がほぼ可溶性になる大量発現の現象を見出しているので、可溶性な活性蛋白質

の酵素化学的諸性質と発現メカニズムの解明、可溶性となる変異の一般性についての検討を行

った。P  

(3) アミノ酸アミドやアミノニトリルのダイミックな光学分割: アミノ酸アミドラセマーゼの

構造解析と進化分子工学については、名古屋大学工学部の山根隆教授らと共に ACL ラセマー

ゼの構造の解明に成功しており、基質特異性を左右する部位に特化して変異を行い、アミノ酸

アミドに対する反応速度が向上した変異型酵素を得た。さらに、変異型酵素の速度論的検討を

行った。土壌からのスクリーニングにより新しいアミノ酸アミドラセマーゼを得た。  

 

研究成果の概要（英文）： 

(1) Development of hydroxynitrile lyase (HNL) and its use in optically active cyanohydrin: 

To construct a library of HNLs, several HNL genes were expressed in heterogonous hosts. 

We succeeded in cDNA cloning, primary structure elucidation and expression of cDNA of 

P. mume (Plum) HNL in methanol yeast Pichia pastoris. Full-length cDNA and genomic DNA 

of a novel S-HNL from a plant, Baliospermum montanum were cloned and sequenced. The genomic 

DNA contained two introns and one ORF encoding a 263-residue protein (subunit: 29.5 kDa). 

C-terminal short truncations proved to be successful to access higher productivity in 

culture medium of E. coli up to 3-fold. The hnl gene was expressed in E. coli and the 
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enzyme was characterized including kinetic studies of 20 substrates for (S)-cyanohydrin 

synthesis. An R-HNL from Arabidopsis thaliana accepts nitromethane (MeNO2) as a donor 

in a reaction with aromatic aldehydes to yield (R)-β-nitro alcohols (Henry reaction). 
This is the first example of the R-HNL-catalyzed synthesis of (R)-β-nitro alcohols. 
(R)-Mandelonitrile was successfully synthesized by an enzymatic transcyanation reaction 

of benzaldehyde and acetone cyanohydrin catalyzed by a HNL from Eriobotrya japonica 

(EjHNL) in an aqueous-organic biphasic system. An HNL from leaves of Passiflora edulis 

(PeHNL) was purified and characterized for the first time. Asymmetric synthesis of 

(R)-mandelonitrile in a biphasic system employing PeHNL as carried out.  

(2) Mechanism of functional expression of HNL from Manihot esculenta：Functional 

expression of HNL from M. esculenta, MeHNL, was achieved in E. coli. The highly soluble 

mutant MeHNL-His103Leu were expressed in the systems such as Pichia pastoris, Leishmania 

tarentolae and two cell-free translation systems, such as E. coli PURE system and Wheat 

germ translation system. The phenomenon of the functional expression was proven to be 

specific to the E. coli system. 

(3) Dynamic kinetic resolution of amino acid amide: The first crystal structures of a 

fold-type I racemase are solved for the native form and ε-caprolactam-complexed form of 
α-amino-ε-caprolactam racemase. Mutation was successfully done to affect the substrate 
specificity of the enzyme. Further screening for new amino acid amide racemase was carried 

out.  

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

平成 20年度 5,500,000 円 1,650,000 円 7,150,000 円 

平成 21年度 4,700,000 円 1,410,000 円 6,110,000 円 

平成 22年度 4,700,000 円 1,410,000 円 6,110,000 円 

年度    

  年度    

総 計 14,900,000 円 4,470,000 円 19,370,000 円 

 

 

研究分野： 

科研費の分科・細目： 

キーワード：酵素、応用微生物、植物、遺伝子、有機工業化学   

 

１．研究開始当初の背景 

① 研究の学術的背景：国内外の研究動向及

び位置づけ：Ｉ．ヒドロオキシニトリルリア

ーゼ（HNL）に関する研究としては、欧州を

中心として植物酵素 HNLが触媒する不斉合成

反応を用いて、光学活性シアノヒドリン製造

する研究が進んでいる。我が国では、我々以

外の研究はほとんど無かった。II. アミノ酸

アミドやアミノニトリルのダイミックな光

学分割について、酵素を用いるキラル合成で

は、系内ラセミ化によって理論収率が 100％

となるダイナミックな光学分割に関する研

究に大きな焦点が当てられている。オランダ

の DSM 社もアミノ酸アミドラセマーゼを開発

している。 

応募者のこれまでの研究成果：Ｉ．植物およ

び微生物の「アルドキシム－ニトリル経路」

を解明し、その代謝酵素を有用物質生産のた

めに開発して来た。すなわち、植物由来のヒ

ドロキシニトリルリアーゼ（HNL）について

応用微生物学的発想でスクリーニングを行

い、7 種類の新しい HNL を発見し（世界の既

知種の約 30%）、シアノヒドリンの不斉合成に

利用した。また、微生物の新規酵素アルドキ

シム脱水酵素を見出し、ニトリルヒドラター

ゼの代謝の上流にあることを明らかにする

と共に、ニトリルの世界初の酵素的合成に利

用した。ニトリルヒドラターゼ、ニトリラー

ゼ、アミダーゼ等のニトリル分解酵素の遺伝

子クラスターを解読し、「アルドキシム－ニ

トリル経路」が微生物界に普遍的に存在して

い ること を 解 明 し た 。ＩＩ．一方、

Achromobacter obae 由来のα-アミノ-ε-カプ
ロラクタム（ACL）ラセマーゼ（EC 5.1.1.15）

に新規なアミノ酸アミドラセマーゼ活性を

発見し、我々が開発して来たアミノ酸アミド



加水分解酵素類と組合せて用いることによ

り、アミノ酸アミドのダイミックな光学分割

を実現した。アミノ酸アミドを原料とする、

光学活性なアミノ酸の定量的な合成を世界

で初めて可能にした。また、非選択的なニト

リルヒドラターゼを組合せると、合成アミノ

ニトリルを原料とする、世界で最短の工程か

らなる光学活性アミノ酸合成法となる。 

 

２．研究の目的 

(1) 植物酵素ヒドロキシニトリルリア

ーゼ（HNL）の開発と光学活性シアノヒドリ

ンの合成に関する研究:多種類の HNL のライ

ブラリーを構築する目的で、新規な Prunus 

mume（梅）や Eriobotrya japonica（びわ）

の(R)-HNL、並びに富山県中央植物園に見出

した Baliospermum montanum の(S)-HNL 等計

6 種類（アイソザイムを加え 9 種類）の HNL

遺伝子の大腸菌や酵母での発現を検討する。

これらの cDNA クローニングの完成とゲノム

からの直接シーケンシングによる構造確認

を行う。それらの大腸菌や Pichia pastoris

での発現を検討し、光学活性シアノヒドリン

の合成に利用する。酵母での発現については、

京都大学との共同研究を行う。 

(2) 可溶性 HNL の発現メカニズムの解

明: Manihot esculenta（キャッサバ）の

(S)-HNL 遺伝子の進化分子工学により大腸菌

での活性発現について検討する。予備的検討

により、すでに封入体の蛋白質がほぼ可溶性

酵素として大量発現する現象を見出してい

るので、可溶性な活性蛋白質の酵素化学的諸

性質と発現メカニズムの解明、可溶性となる

変異の一般性についての検討を行う。 

(3) アミノ酸アミドやアミノニトリル

のダイミックな光学分割 (i)アミノ酸アミド

ラセマーゼの構造解析と進化分子工学 名古

屋大学との共同研究によって、アミノ酸アミ

ドラセマーゼの立体構造を解明する。大腸菌

における酵素の大量発現を行う。結晶構造解

析の結果を得て、コンピュータによる基質複

合体のドッキングシミレーションを行い、活

性部位を探索する。活性中心近傍のアミノ酸

残基に変異を与え、基質特異性および反応速

度が増加した変異型酵素を得る。アミノ酸と

基質のアミノ酸アミドを区別している残基

を解明し、アミノ酸ラセマーゼと比較する。

すでに確立したアミノ酸アミド加水分解酵

素およびアミノ酸酸化酵素をカップルさせ

たハイスループットスクリーニング系を用

いる。 (ii) α-アミノニトリルのダイナミック

な光学分割: アミノ酸アミドの合成の上流に

位置するα-アミノニトリルを基質とするダ

イナミックな光学分割を検討する。この反応

法では非立体選択的にα-アミノニトリルを

水和するニトリルヒドラターゼの開発によ

り、アミノ酸アミドを得、さらにアミノ酸ア

ミド加水分解酵素と ACL-ラセマーゼの都合 3

種類の酵素の共存により、ラセミ体・-アミ

ノニトリルのダイナミックな光学分割を行

い、光学活性アミノ酸を収率 100%、光学純度

100%で得る。 

② 学術的な特色・独創的な点及び予想され

る結果と意義：多種類の HNL の可溶性酵素と

してのライブラリーを作る研究は、世界でま

だ行われていない。また、進化分子工学を用

いて植物酵素 HNLが大腸菌で可溶性に発現さ

れる変異型酵素を得、大腸菌で可溶性に発現

するこれらの変異型 HNLの工業用酵素として

の利用は非常に有望である。それらの発現メ

カニズムと一般性の解明は、大腸菌を用いて

HNL を始めとする異種蛋白質の工業利用のみ

ならず、基礎的にも重要な知見を与えるもの

であり、その変異に一般則が見いだせれば、

世界のバイオテクノロジー関連産業に大き

なインパクトを与えることができる。基礎的

側面としては、上記の変異酵素は、いずれも

変性しにくい性質を持ち、封入体については

変性剤で変性後、可溶性酵素への巻き戻しが

容易になっていると考える。 

 

３．研究の方法 

(1) 植物酵素HNLの開発と光学活性シア

ノヒドリンの合成に関する研究:多種類の

HNL のライブラリーを構築する目的で、我々

が発見した 3 種類（アイソザイムを入れると

6種類）、既知 3 種類、計 6（9）種類の HNL

遺伝子の大腸菌や酵母での発現を検討する。

すなわち、Prunus mume（梅）、Eriobotrya 

japonica（びわ）、および Prunus dulcis

（amygdalus、アーモンド）由来(R)-HNL、並

びに Baliospermum montanum、Manihot 

esculenta（キャッサバ）、Hevea brasiliensis

（ゴム）およびデータベースで類似性を確認

した Arabidopsis thaliana 由来(S)-HNL の

cDNA クローニングを行う。すでに Prunus 

mume では精製酵素の N 末端アミノ酸配列の

結果から、3 種類のアイソザイムの cDNA クロ

ーンを得ている。Manihot esculenta、Prunus 

dulcis および Hevea brasiliensis 遺伝子は、

遺伝子オリゴマーの PCR 連結反応により合成

が終了している。Baliospermum montanum 由

来 (S)-HNLも精製酵素のN末端アミノ酸配列

の結果を基に cDNA クローニングに成功して

おり、さらにゲノムからの遺伝子クローニン

グから一次構造を確認する。Arabidopsis 

thaliana 由来(S)-HNL は、市販の cDNA 遺伝

子ライブラリーから PCRによりクローニング

を行い、大腸菌での直接的な可溶性発現を検

討する。これらの 6種類の植物由来遺伝子は、

しばしば大腸菌での発現が難航することか

ら、各種プロモーター下流での発現や融合蛋

白質としての発現を検討する。さらに遺伝子

への部位特異的変異及びランダム変異の導



入によって遺伝子レベルでの改変を行う。

Eriobotrya japonica および Passiflora 

edulis（パッションフルーツ）の(R)-HNL に

ついては、植物体からの HNL の精製を行い、

酵素化学的諸性質を解明する。一方、これら

の遺伝子の大腸菌における発現の検討を行

うが、Arabidopsis thaliana 由来(S)-HNL以

外は、発現実験が当初の計画どおり進行しな

いことが予想される。そこで、京都大学の由

里本博也准教授と Pichia pastoris を用いる

相同組換え法により、酵母での発現について

の共同研究を展開する。これらの多種類の

HNL について可溶性の状態で得られた酵素を

用いて、各種の芳香族、脂肪族の光学活性シ

アノヒドリンを不斉合成する。特に、我々が

発見した Eriobotrya japonica および

Passiflora edulis については、酵素化学的

諸性質を明らかにすると共に、有機溶媒と水

の二相系での合成反応を行い各種光学活性

シアノヒドリン合成法を完成する。 

(2) 可溶性 HNL の発現メカニズムの解明：ア

ッセンブリーPCR合成により得た Manihot 

esculenta（キャッサバ）HNL 遺伝子の大腸菌

における種々の発現条件を検討する。大腸菌

が頻度高く使用するコドンを選んで遺伝子

を設計し、合成 DNAオリゴマーの PCR 連結反

応により合成すると共に、遺伝子への部位特

異的変異及びランダム変異の導入によって

遺伝子レベルでの改変を行い可溶性画分と

して発現させる。His103Leu の一点の変異に

より、培養当たり約 17 倍の活性を示し、封

入体の蛋白質がほぼ可溶性になる大量発現

の現象を見出している。また、20個の Lys 残

基の内、3 箇所の Lys 残基を Pro に変異させ

ると、培養当たり約 10倍の活性を示し、同

様に可溶性となる。そこで、可溶性な活性蛋

白質の酵素化学的諸性質と発現メカニズム

の解明、可溶性となる変異の一般性について

の検討を行う。また、得られた変異型 HNL を

精製し、大腸菌プロテアーゼに対する安定性、

温度耐性や変性剤に対する安定性を野生株

と比較して明らかにする。また、この変異型

酵素の封入体としてわずかに残存している

蛋白質を回収し、変性剤で変性後、活性型へ

の巻き戻しを行い、その挙動を CD スペクト

ル等を用いて検討し野生型酵素と比較する。 

His103Leu の変異型酵素の発現が最大限にな

る温度条件や、IPTGの添加条件を明らかにす

る。His103Leu 等の変異型酵素を精製し、酵

素化学的諸性質、特に温度耐性や変性剤に対

する安定性を野生株と比較して明らかにす

る。また、この変異型酵素の封入体としてわ

ずかに残存している蛋白質を回収し、変性剤

で変性後、活性型への巻き戻しを行い、その

挙動を CD スペクトル等の情報を野生型酵素

と比較する。これらの実験により、野生型お

よび変異型酵素のミスフォールディングの

容易さを評価することが可能になり、活性型

酵素の正常な発現メカニズムの解明に役立

たせることができる。また、His103 残基に飽

和変異を行い、どのようなアミノ酸残基群に

変異した際に可溶性発現が起こるのかを明

らかにする。さらに His103Leu の可溶性を打

ち消すような変異型酵素を得、メカニズムの

推定に役立たせる。すでに、そのような変異

型酵素を多数得ている。His103Leu の変異で

は、塩基性が減少し、かつ水素結合が 1個減
少することになるが、これらの実験により、

野生型および変異型酵素のミスフォールデ

ィングの容易さを評価できるので、この可溶

性となる変異のメカニズムの推定に役立た

せる。 

Lys→Pro の変異型酵素についても同様に酵

素化学的諸性質のデータ、特に温度耐性や変

性剤に対する安定性を野生株と比較して明

らかにする。3 点の Lys を飽和変異の後のス

クリーニングでProへの1点変異、2点変異、

3 点変異の酵素に変異させると、段階的、相

乗的に可溶性発現が向上することを認めて

いる。そこで、それぞれ封入体および可溶性

酵素を分離し、封入体については、各種の変

性剤で変性後、可溶性酵素として巻き戻す条

件を検討する。すなわち、変性剤で処理後、

良好な可溶性酵素に巻き戻しが起こるかに

ついて検討する。一方、可溶性酵素について

は、特に温度耐性や変性剤に対する安定性を

野生株と比較して明らかにする。得られた

Lys→Pro の代表的な変異についても、それら

の可溶性を打ち消す変異型酵素を得、対照と

して用いて変異のメカニズムを推定する。 

Pichia pastoris および市販の in vitro 発現

系などの大腸菌以外の発現系で、変異型酵素

がどのような発現挙動を示すかについて検

討する。すなわち、上記の検討で見出された

変異型酵素のうち、大腸菌の系で良好に可溶

性酵素として発現するもの、中程度のもの、

さらに封入体としてしか発現しない野生型

酵素などを選び検討を行う。Pichia pastoris 

は、真核生物であり、植物酵素の発現に適し

ている。後者は菌体外に分泌発現を行う。市

販の in vitro 発現系としては、E. coli S30 

Extract Systemの大腸菌無細胞翻訳システム

やコムギ胚芽蛋白質生合成系を対照実験と

して用いる。これらの実験で、変異型酵素あ

るいは発現系の、どの要素が可溶性発現を可

能にしているのかを検討する。 

植物酵素が大腸菌で可溶性蛋白質として発

現される現象に一般性があれば、遺伝子組換

え技術の応用の範囲が一挙に広がる。そこで、

類似酵素である Hevea brasiliensis (ゴム)、

および我々が全く新しい HNL 生産植物として

得、cDNA クローニングを済ませている、

Baliospermum montanum について、His103Leu

に相当する部分、および Lys の Proへの変異、



並びにランダム変異等を行い、同様に可溶性

酵素としての発現を検討する。これらの大腸

菌で可溶性に発現される HNL は、産業用酵素

として利用価値が高いので企業との共同研

究を進める。 

(3)アミノ酸アミドやアミノニトリルのダイ

ミックな光学分割 (i)アミノ酸アミドラセ

マーゼの構造解析と進化分子工学では、名古

屋大学工学部の山根隆教授らと共にＸ線構

造解析研究を開始し、ACL ラセマーゼの構造

を解明する。山根隆教授の研究グループと共

に ACL ラセマーゼの構造のどの部分がアミノ

酸アミドとアミノ酸を識別しているのか、ま

た基質特異性に関わる部位について検討し、

集中的にエラープローン PCR法を行う。すで

に、統合計算化学システム（MOE）を用いて、

基質との複合体を計算によって求め、活性中

心の部位に効率的な変異を与えている。また、

基質特異性を左右する部位に特化してエラ

ープローン PCRを行い、アミノ酸アミドに対

する反応速度が向上した変異株を得る。 

ここでは、すでに確立したアミノ酸アミド加

水分解酵素およびアミノ酸酸化酵素をカッ

プリングする検出法を用いてハイスループ

ットスクリーニングを行う。既知のアミノ酸

ラセマーゼは多種類が知られており、一次構

造上の相同性も高いので、それらをアミノ酸

アミドラセマーゼに変異させる研究も行う。

さらに、得られた知見をもとに、種々のアミ

ノ酸アミドラセマーゼを創製する。それらの

酵素工学上の利用価値は極めて高い。 

(ii) α-アミノニトリルのダイナミックな光

学分割： 多くのラセミ体α-アミノニトリル

の酵素的変換法の研究は、ニトリラーゼを用

いた光学アミノ酸への変換に関するもので

ある。従来わずかに、微生物によるラセミ体

α-アミノニトリルの水和反応により理論収

率 50%でアミノ酸を得る方法が研究されて来

た。本研究では ACL-ラセマーゼを用いたラセ

ミ体α-アミノニトリルのダイナミックな光

学分割によって光学活性アミノ酸を収率

100%、光学純度 100%で得ることを目的とする。

この反応においては非立体選択的にα-アミ

ノニトリルを水和するニトリルヒドラター

ゼが必要である。そこで、立体選択性の低い

ニトリルヒドラターゼを生産する微生物を

選択する。非立体選択的にラセミ体α-アミノ

酪酸アミドへと水和する微生物は、土壌サン

プルより分離する。分離した微生物由来のニ

トリルヒドラターゼは精製し酵素化学的諸

性質の検討を行う。非立体選択的ニトリルヒ

ドラターゼ、ACL-ラセマーゼそして L-アミノ

酸アミダーゼまたは、D-アミノペプチダーゼ

を含む 3 つの精製酵素を用いて、一つの反応

槽でそれぞれ S体あるいは R 体アミノ酸を収

率 100%で合成する。目的に合致する非立体選

択的ニトリルヒドラターゼを得、一次構造の

解明、3 種類の酵素の同時発現を検討し、合

成したα-アミノニトリルに直接作用させ、都

合 2段階で光学活性アミノ酸を定量的に合成

する究極のアミノ酸合成法を確立する。 

上記の研究に対して、次の研究体制を組織す

る。(1) 博士課程学生が植物酵素 HNL の開発

と光学活性シアノヒドリンの合成に関する

研究を担当する（平成 20年度）。(2) イラン

イスラム共和国からの文部科学省国費留学

生、博士課程学生が、可溶性 HNL の発現メカ

ニズムの解明を担当する（平成 20～21年度）。

(3) 平成 20年度より 3 箇年雇用予定のポス

トドクター１名が、アミノ酸アミドやアミノ

ニトリルのダイミックな光学分割 (i)アミ

ノ酸アミドラセマーゼの構造解析と進化分

子工学を担当する。(ii) 博士課程学生が、

α-アミノニトリルのダイナミックな光学分

割を担当する（平成 20～21年度）。ポストド

クター１名は、順次博士課程を修了する学生

が残す実験を完成する。浅野教授は、これら

の研究を総括し、学生 3 名およびポストドク

ターに対して直接研究指導を行う。米田講師
は彼らに遺伝子実験実技の指導支援を行う。

冨宿賢一助教が、基質合成や生成物の同定等

の有機化学的側面から支援を行う。京都大学

由里本准教授は、京都大学を訪問する学生に

指導し、富山県立大学で行う HNL の酵母での

発現実験について助言と指導を行う。名古屋

大学山根教授は、富山県立大学で精製した

ACL ラセマーゼの X線構造解析を行い、富山

県立大学でのドッキングシミュレーション

実験などに助言と指導を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 植物酵素 HNLの開発と光学活性シアノヒ

ドリンの合成に関する研究: 多種類の HNLの

ライブラリーを構築する目的で、我々が発見

した数種類の HNL遺伝子の異種宿主での発現

を検討した。P. mume（梅）については、cDNA

クローニング、一次構造の解明および Pichia 

pastoris における活性発現に成功した。

Baliospermum montanumについては cDNA クロ

ーニングし N 末端に His-Tag の付加、および

C 末端の短縮化によって大腸菌で可溶性に発

現できた。B. montanum 由来 HNL の酵素化学

的諸性質、各種の芳香族、脂肪族の光学活性

シアノヒドリンの不斉合成について明らか

にした。Manihot esculenta（キャッサバ）、

Hevea brasiliensis（ゴム）由来 (S)-HNLを、

大 腸 菌 、 酵 母 、 原 生 動 物 Leishmania 

tarentolae (LEXSY システム)、無細胞タンパ

ク質合成システム、大腸菌由来 in vitro タ

ンパク質合成ピュアシステム等によって発

現を検討した。Arabidopsis thaliana 由来

(R)-HNL は、遺伝子クローニングし、大腸菌

で発現し、Henry 反応に応用した。 

(2) 可溶性 HNL の発現メカニズムの解明：M. 



esculenta 由来 HNL 遺伝子の大腸菌における

種々の発現条件を検討した。His103Leu の一

点の変異や、3 箇所の Lys 残基を Pro に変異

させると、封入体の蛋白質がほぼ可溶性にな

る大量発現の現象を見出しているので、可溶

性な活性蛋白質の酵素化学的諸性質と発現

メカニズムの解明、可溶性となる変異の一般

性についての検討を行った。 

(3) アミノ酸アミドやアミノニトリルのダ

イミックな光学分割: アミノ酸アミドラセ

マーゼの構造解析と進化分子工学 名古屋

大学工学部の山根隆教授らと共に ACLラセマ

ーゼの構造の解明に成功し、基質特異性を左

右する部位に特化して変異を行い、アミノ酸

アミドに対する反応速度が向上した変異型

酵素を得た。さらに、変異型酵素の速度論的

検討、および野生型では合成できなかった D-

フェニルアラニン等の合成に成功した。土壌

からのスクリーニングにより新しいアミノ

酸アミドラセマーゼを得た。  
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