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研究成果の概要（和文）：亜リン酸デヒドロゲナーゼは、NADの還元と同時に、ほぼ不可逆的
に亜リン酸をリン酸に酸化する酵素で、工業的な NADH の再生酵素として期待されている。
そこで熱安定性の高い亜リン酸デヒドロゲナーゼを取得するために、亜リン酸を唯一のリンと

する最少培地を用い、45℃でも生育する Ralstonia sp. 4506株を単離した。この株から得られ
た亜リン酸酸化酵素（RsPtxD）による NADH 再生系を用いて、医薬品合成の中間体である

L-tert-ロイシン合成に応用することができた。次に部位特異的変異によって RsPtxDの NADP
に対する基質特異性を向上させた。得られた RsPtxD-DMは、NADPH再生系として、シキミ
酸合成に応用することができた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Phosphite dehydrogenase (PtxD), which catalyzes the nearly 
irreversible oxidation of phosphite to phosphate with the concomitant reduction of NAD+ to 
NADH, has great potential for NADH regeneration in industrial biocatalysts. In order to 
obtain a heat-stable PtxD, we isolated a Ralstonia sp. strain 4506 that can grow at 45 oC on 
a minimal medium containing phosphite as the sole source of phosphorus. NADH 
regeneration system using PtxD of this strain (RsPtxD) was successfully applied to the 
production of L-tert-leucine, an important chiral building block used in the pharmaceutical 
industry. Then RsPtxD was modified by site-specific mutation to increase the substrate 
specificity for NADP. The resultant enzyme RsPtxD-DM was successfully used for shikimic 
acid production as a NADPH regeneration system. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 メタゲノム解析により数々の新しい酵素
が見つかりつつあり、環境対応型のクリーン
な物質生産システムとして、その応用が期待
されている。しかしながら、多くの有用な酵
素は、ATP や NAD(P)H といったコファクター
（補酵素）を要求する。これらコファクター
を反応当量加えると膨大なコストがかかる
ため、実際工業レベルで利用されている酵素
反応の約 65％は単純な加水分解反応である
と言われている。	
 
	
 ポリリン酸とは、数十から数百の無機リン
酸が高エネルギーリン酸結合で直鎖状につ
ながった無機ポリマーである。ポリリン酸は
加熱によるリン酸の脱水縮合で合成可能な
ため、最も安価な高エネルギーリン酸化合物
である（ポリリン酸は ATP やその他のリン酸
供与体と比較して 1/1000 以下の価格）。	
 
	
 ポリリン酸キナーゼはポリリン酸と ADP か
ら ATP を合成する酵素である。我々は 2007
年、好熱菌ポリリン酸キナーゼ(PPKT)を用い
た耐熱性 ATP 再生系を発表した(Iwamoto,	
 
Kuroda,	
 et	
 al.,	
 Appl.	
 Environ.	
 Microbiol.,	
 
73,	
 5676-5678,	
 2007)。我々の開発した ATP
再生系は、驚くべきことに 70℃で 1 週間の使
用に耐える系であることがわかった。	
 
	
 PPKTを組み込んだ大腸菌に、さらに好熱菌
のフルクトキナーゼ(fk)とホスホフルクト
キナーゼ(pfk)を導入した。組み換え菌を約
70℃で 1 時間加熱後、ポリリン酸とフルクト
ースを与えると、反応産物であるフルクトー
ス 1,6 二リン酸がほぼ 100％の効率で合成で
きた。大腸菌の膜が熱で部分的に破砕されて
いるために、基質が透過するが、酵素は大腸
菌内で固定されていた。加熱により大腸菌の
本来の酵素が失活しているため、副産物の生
成がほとんどない。大腸菌という狭い空間内
に目的の耐熱性酵素だけが活性状態でつめ
こまれているため、高効率のバイオコンバー
ジョンが可能となった。実際ポリリン酸から
の ATP 再生系とフルクトキナーゼ、ホスホフ
ルクトキナーゼを導入したものを独立に培
養して混合するよりも、同一菌体内で発現さ
せた場合、10 倍近い反応効率の向上が見られ
た。この系は、ATP を必要とするバイオプロ
セス構築の可能性を拡げ、同時に大幅なコス
ト削減をもたらすことが可能であると考え
られた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 超安定なポリリン酸-ATP 再生系を開発し、
またそれを利用したもの作りのための大腸
菌プラットホームを完成させることができ
た。しかしながら還元力を必要とするもの作
りには対応できていない。多くの生合成反応
に対応するためには、どうしても ATP だけで
はなく NAD(P)H を再生させる反応が工業レベ

ルで熱望されている。	
 
	
 もの作りのためのバイオ還元系として、幾
つかの NAD(P)H 再生系が構築されている。現
在ではギ酸・ギ酸デヒドロゲナーゼ、イソプ
ロパノールデヒドロゲナーゼ、水素ヒドロゲ
ナーゼ、グルコースデヒドロゲナーゼ系が存
在する。Candida	
 boidinii由来ギ酸デヒドロ
ゲナーゼ系は工業的にも利用されており、数
トンレベルではあるがロイシンデヒドロゲ
ナーゼと共役させて、医薬品合成の前駆体と
なる L-tert-ロイシンの合成に利用されてい
る。これらバイオ還元系と比べて、亜リン酸
と共役した NAD の還元（図１）は以下の５つ
の有利な点があることから最も優れた
NAD(P)H 再生系になる可能性がある。①熱力
学的に非常に有利な点である。多くの NAD 酸
化還元酵素は平衡反応であるのに対し、亜リ
ン酸と共役した NAD の還元の酸化還元電位は
+0.335Ｖ（自由エネルギーに換算すると
-63kJ/mol）であり、ほぼ不可逆的に NADH の
合成に偏っている。	
 
②亜リン酸が安価な原料であることがあげ
られる（亜リン酸は三塩化リンの加水分解で
作られ、リン酸とほぼ同程度の価格）。③本

反応後の副産物であるリン酸は毒性や阻害
がない（亜リン酸は肥料としても用いられて
いる）。実用化されているギ酸デヒドロゲナ
ーゼの産物であるギ酸は毒性が強いなどの
問題がある。また亜リン酸の中性付近の状態
は HPO3

2−であり、亜リン酸デヒドロゲナーゼ
で酸化されると HPO4

2–となる。リン酸の二番
目の解離の pKa は 7.21 であるので、若干
H2PO4

–にかたよることが予想されるが系全体
の pH 変化に及ぼす影響はきわめて少ない。
従って大量に副産物ができてもほぼ中性が
保たれるので反応系を安定させることがで
きる。④亜リン酸-NADH 再生系は、前述のポ
リリン酸-ATP 再生系と同じリン酸化合物で
あり、同副産物のリン酸はカルシウムで容易
に回収できる。さらにリン酸は化学的にポリ

 
図１、亜リン酸デヒドロゲナーゼ(PtxD)による

NAD(P)H 再生系と共役したバイオ還元反応(X→

XH)。	
 



リン酸、亜リン酸に変換できる。⑤また、我々
の強みとして、開発したポリリン酸蓄積微生
物を利用して排水のリンをポリリン酸とし
てリサイクルするシステムをすでに構築し
ており(Morohoshi,	
 Kuroda	
 et	
 al.,	
 Appl.	
 
Environ.	
 Microbiol.,	
 68,	
 4107-4110,	
 2002,	
 
Kuroda	
 et	
 al.,	
 Biotech.	
 Bioeng.,	
 78,	
 
333-338,	
 2002)、全く廃棄物を出さないクリ
ーンなシステムができることである。	
 
	
 数々のメリットを持つ亜リン酸のバイオ
還元系の開発は、バイオ触媒の可能性を広げ、
日本がバイオによるものつくりで優位に立
つために、必要な研究であると考えられた。
しかしながら、既存の Pseudomonas	
 stutuzeri
の亜リン酸デヒドロゲナーゼは 45℃、数分の
処理で失活することから、工業的には熱に安
定な酵素の開発は必至である。そこで、本研
究では、亜リン酸を唯一のリン源として生育
する好熱菌を分離し、さらにその菌が保有す
る耐熱性の亜リン酸デヒドロゲナーゼ遺伝
子を取得し、超安定な亜リン酸-NAD(P)H 再生
系を開発することである。	
 
 
３．研究の方法 
3.1.高温で増殖する亜リン酸酸化細菌の単離	
 

	
 予備実験において取得されていた70℃で亜

リン酸酸化活性を示すPT1株はPtxDを保持し

ていないことが分かったため、新たにスクリ

ーニングを行った。0.5	
 mM亜リン酸を唯一の

リン源とするMOPS-グルコース最少培地を用

いて45℃、60℃でそれぞれ集積培養を行い、

亜リン酸酸化細菌の単離を試みた。亜リン酸

合成培地で24時間培養を行い、1%を植え継ぐ

という操作を1週間繰り返し、集積を行った。

次に、得られたバクテリアの細胞粗抽出液を

用いて、亜リン酸依存的なNADH生成を示すも

のをPtxD保有候補株として取得した。その結

果、45℃で増殖し、亜リン酸依存的なNADH生

成活性を示す4株が得られた。これらの菌株の

同定は、ゲノムDNAをテンプレートとしたダイ

レクトPCRにより16S	
 rRNA遺伝子配列を決定

し、公的データベースのホモロジー検索によ

り行った。	
 

3.2．耐熱性PtxDの生化学的解析	
 

	
 得られた株からPtxD遺伝子の取得を試みた

。PCRによる解析から、これらのptxDは既存の

ものとは異なる事が示唆されたため、保存ド

メインを対象とした縮重PCRとインバースPCR

によって全長遺伝子の取得に成功した。この

うち、Ralstonia	
 sp.	
 4506株（後述）のptxD

をpET21bにクローニングし、RsptxD/pET21b

を作製した。このプラスミドを導入したE.	
 

coli	
 Rossetta	
 2(DE3)を0.5	
 mM	
 IPTG,	
 8時間

、28℃で培養しタンパク質発現を行った。得

られた菌体の細胞粗抽出液をニッケルカラム

に供し、組換えPtxD（RsPtxD）を得た。	
 	
 

Pseudomonas	
 stutzeri由来PtxD(PsPtxD)も同

様に組換えタンパク質を作製した。これらの

精製タンパク質を用いて生化学的特性の解析

を行った。活性測定は、精製タンパク質(0.5	
 

µg)を用いて1	
 mM	
 NAD+,	
 1	
 mM	
 亜リン酸,20	
 mM	
 
MOPS-KOH	
 buffer	
 (pH7.4)を含む溶液中で反応

を行い、亜リン酸依存的に生じるNADHを吸光

度340	
 nmで測定した。吸光度値からのNADH濃

度の換算はモル吸光度係数（6.3x103	
 L･mmol-1

･cm-1）を用いて行った。	
 

3.3.RsPtxDを用いたNADH再生系の構築と

L-tert-ロイシン合成	
 
	
 RsPtxD による NADH 再生反応をロイシンデ
ヒドロゲナーゼによる NADH とトリメチルピ
ルビン酸(TMP)からの還元アミノ化反応と共
役させ、L-tert-ロイシン（LTL）合成を行っ
た。50mM	
 TMP,	
 15	
 U/ml	
 LeuDH,	
 1.5	
 U/ml	
 耐
熱性 PtxD,0.5	
 mM	
 NAD,	
 75	
 mM	
 亜リン酸を混
合し、45℃で反応を行った。LTL の測定には
EZ:faast™	
 amino	
 acid	
 analysis	
 kit	
 
(Phenomenex,	
 Torrance,	
 CA,	
 USA)	
 による誘
導体化を行い、水素炎イオン化型検出器を備
えたガスクロマトグラフィー(GC-2010,	
 
Shimadzu,	
 Kyoto,	
 Japan)で測定した。分離
カラムは ZB-AAA	
 キャピラリーカラム
(Phenomenex)を用いた。	
 
	
 
3.4.部位特異的変異導入による RsPtxD の
NADP に対する基質特異性向上	
 
	
 RsPtxD の NADP 利用能を向上させるため、
部位特異的変異によって RsPtxD にアミノ酸
置換を施した変異体を作製した。RsPtxD の
NAD 結合領域であるロスマンフォールドドメ
イン中のβ2 シート c-末端領域に位置する
D175 をアラニンに置換した変異体（D175A）、
176 番目のプロリンをアルギニンに置換した
変異体（P176R）、両方の二重変異体
（D175A/P176R:	
 DM）を、RsptxD/pET21 を対
象とした PCR を用いた部位特異的変異導入に
より作製した。変異体精製タンパク質を上述
の方法と同様に行い、NAD を NADP に置換した
反応溶液を用いて同様に活性を測定した。	
 
	
 
3.5.変異型 RsPtxD を用いた NADPH 再生系の
構築とシキミ酸合成反応における有効性の
実証	
 
a.シキミ酸デヒドロゲナーゼの取得と精製	
 
	
 Thermus	
 thermophius由来のシキミ酸デヒ
ドロゲナーゼ（TtSDH）遺伝子を pET11a にク
ローニングし、発現用プラスミドを作製した。
定法により TtSDH を発現させた菌体を
Sonication バッファー（50	
 mM	
 
Tris-HCl,pH7.4,	
 50	
 mM	
 NaCl）に懸濁し細胞
破砕した。超遠心（80,000	
 rpm、20 分、4℃）
した上清を AKTA を使用して精製した。カラ



ムには陽イオン交換カラム（PerSeptive	
 
Biosystems,PorosHS/M,	
 4.6mmD/100mmL,	
 
#1-3322-26C）を使用し、バッファーA（50	
 mM	
 
HEPES-HCl,pH7.5,	
 15%	
 Glycerol）、バッファ
ーB（1.0	
 M	
 NaCl を含むバッファーA）を使用
し、流速は 5	
 ml/min で精製を行った。	
 
	
 精製した TtSDH の活性は、100	
 mM	
 HEPES-HCl
（pH8.0）、2	
 mM	
 3-デヒドロシキミ酸(3-DH)、
1	
 mM	
 NADPH、TtSDH を含む溶液を 45℃で反応
させ、3-DH 依存的に減少する NADPH 量を測定
して評価した。	
 
b.	
 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を
用いたシキミ酸の検出	
 
	
 共役反応系におけるシキミ酸合成では、シ
キミ酸を直接 HPLC（Jasco,LC-2000	
 plus	
 
series）で定量した。カラムは C18 カラム
（TOSOH、TSKgel	
 ODS-80TM、250×4	
 mm、5µm	
 
internal	
 diameter）、移動相には 100	
 mM リ
ン酸、波長は 230	
 nm、流速は 0.5	
 ml/min で
20 分間測定した。この測定系における定量的
な検出レンジは 0.01-1.0	
 mM であったため、
高濃度のサンプルは適宜希釈して測定を行
った。	
 
c.変異型 RsPtxD と TtSDH の共役反応による
シキミ酸合成	
 
	
 TtSDH、200	
 mM	
 HEPES（pH	
 8.0）、100	
 mM	
 3-DH、
150	
 mM	
 Pt-KOH、0.2	
 mM	
 NADP を含む反応液を
作製し、そこに480	
 µg/ml	
 RsPtxD-DM、30	
 µg/ml	
 
TTHA1050 を添加した。このとき添加したそれ
ぞれの酵素量は活性測定により求めたユニ
ット値を基にして反応速度が同じになるよ
うにした。45℃で反応を行い、経時的にサン
プリングを行った。その際、20mM	
 glycine バ
ッファー（pH	
 2.0）を加え、反応を停止させ
た後に HPLC で解析を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 

4.1.高温で増殖する亜リン酸酸化細菌の単離	
 
	
 45℃で生育し、亜リン酸依存的な NADH 生
成活性を示す４株の 16S	
 rRNA シーケンスに
よる系統解析を行なったところ全て
Ralstonia 属のバクテリアであることが分か
った。このうち最も速い増殖を示す株は、
Ralstonia	
 mannitolilytica と 96%の相同性
を示した。この株を Ralstonia	
 sp.	
 4506（以
下 4506 株）とした。4506 株は、亜リン酸合
成培地で良好な生育を示し、既知の亜リン酸
酸化細菌として知られる Pseudomonas	
 
stutzeri	
 WM536 株の 3.6 倍の増殖速度（0.36	
 
h-1）を示した。	
 

4.2.RsPtxDの生化学的解析	
 
	
 精製した PtxD タンパク質を用いて、RsPtxD
の生化学的解析を行った。PtxD の活性は単位
タンパク質量当たりの NADH 生成量を、分光
光度計で測定することで評価した。RsPtxD は、	
 
45-50℃で最も高い活性を示した（図 1）。	
 
また、活性半減期（ある温度で保温したとき

に活性が 50％に低下するまでの時間）は、
45℃でおよそ 80 時間であった	
 (図２)。これ
は PsPtxD の 3,750 倍であった。至適 pH は、
7.0-7.5 であった。次に、速度論的解析によ
って亜リン酸と NAD に対する Kmと Vmaxの測定
を行い、PtxD の触媒活性の評価を行った。
様々な基質濃度における反応速度を測定し、
Linewaver-Burk プロットを作成し、PsPtxD
と RsPtxD の Kmと Vmaxをそれぞれ決定した。
その結果、酵素の触媒活性を表す Vmax/Km値で
比較すると、RsPtxD は PsPtxD に対して、30℃
では 6.7 倍、40℃では 10 倍高い活性を示し
た（表１）。	
 
	
 
	
 次に、PtxD に対する反応阻害物質の影響を
調べた。PtxD 活性測定反応液に、終濃度 4	
 mM
になるように各種阻害物質を添加し、NADH 生
成量の比較により阻害効果を調べた。その結
果、RsPtxD は PsPtxD よりも阻害剤による影
響が小さいことが分かった(図 3)。これは
RsPtxD の基質に対する特異性の高さに起因
するものと考えられる。この特徴は、PtxD を

PsPtxD�

RsPtxD�

�1�RsPtxD������

�2�RsPtxD������



様々な条件の反応溶液において用いる際に
有利になるものと考えられる。	
 

	
 

4.3.RsPtxDの可溶性発現レベル	
 

	
 発現タンパク質の可溶性レベルを調べるた

め、粗抽出液を遠心分離して得られた上清、

沈殿物それぞれの画分をSDS-PAGEに供し、全

タンパク質に占める可溶性PtxDタンパク質量

の割合を画像解析ソフトImageJを用いて定量

化した。その結果、PsPtxD	
 およびRsPtxDの可

溶性タンパク質の割合は、それぞれ18.4%と

91.4％であり、RsPtxDはPsPtxDの約5倍の可溶

性レベルを示すことが明らかとなった（図4）

。実際この可溶性の高さが実際の収量にどれ

ほど影響するかを調べるため、１Lの培養液か

らタンパク質抽出を行い、ニッケルカラムを

用いてタンパク質を精製し収量を比較した。

その結果、PsPtxDは7.5	
 mgであったのに対し

、RsPtxDは42	
 mgのタンパク質が得られた。つ

まり、大腸菌における発現系で、RsPtxDは

PsPtxD	
 よりも5.6倍高い収量で組換えタンパ

ク質を生産できることが分かった。	
 

	
 
4.4.RsPtxD を使った NADH 再生系の構築と
L-tert-ロイシン(LTL)合成	
 
	
 得られた耐熱性 PtxD を用いて NADH 再生系
を構築し、その有効性評価を行った。抗ウイ
ルス薬の前駆体として使用される LTL は、ロ
イシンデヒドロゲナーゼ(LeuDH)によって
NADH 依存的な立体選択的還元的アミノ化に
よって生成する。そこで、耐熱性 PtxD を用
いた NADH 再生系をこの反応と共役させて、
LTL 合成を行った。50	
 mM の TMP が、およそ 3
時間でほぼ 100％LTL に変換された。この際
の NAD の回転数は 100 であった(図 5)。これ

は 1/100 量の補酵素を用いて 50	
 mM の TMP が
完全変換できたことを意味しており、このこ
とから RsPtxD の NADH 再生系が NADH 依存性
の酵素反応の効率を高めるために有効であ
ることが確認できた。	
 

	
 
4.5.部位特異的変異による NADP 利用型
RsPtxD の作製	
 
	
 部位特的変異により作製した 3種類の変異
体（D175A,	
 P176R,	
 DM）を精製し、NAD,	
 NADP
をそれぞれ基質とした場合の活性を測定し
た。20	
 mM	
 MOPS,	
 1	
 mM	
 NAD(P),	
 1	
 mM 亜リン
酸存在下、45℃で反応を行い、比活性を測定
した。その結果、D175A,	
 D176R は NADP に対
する特異性が 2-3 倍程度上昇した。DM では
3.6 倍の比活性を示した。NAD を基質とした
場合は、P176R ではほとんど活性に変化は見
られず、D175A では 60%程度に低下した。DM
では約 5%程度に大きく低下した。	
 
	
 NADP に対する活性は DM が最も高かったた
め、野生型と DM の速度論的解析により NADP
に対する Kmと Vmaxの測定を行った。その結果、
野生型の Kmが 2,472	
 µM であったのに対し、
DM では 103	
 µM であり、NADP に対する特異性
が大きく向上していることが分かった。また、
Vmax/Km値は野生型の約 170 倍であり触媒活性
も大きく向上していることが明らかになっ
た。	
 
	
 
4.6.変異型 RsPtxD（DM）を用いた NADPH 再生
系とシキミ酸合成反応における有効性の評
価	
 
	
 DMによるNADPH再生系の効果を検証するた
め、DM と TtSDH のシキミ酸合成反応との共役
反応を行った。まず、132	
 µg/ml	
 (0.36	
 U)	
 DM,	
 
7.35	
 µg/ml	
 (0.0.23	
 U)	
 TtSDH,	
 10	
 mM	
 3-DH,	
 
15	
 mM	
 Pt,	
 0.2	
 mM	
 NADP を加え、反応液を 45℃
に保持し反応を行った。その結果、50 分で反
応が完結し、全ての 3-DH をシキミ酸に変換
することが出来た。この反応における NADP
の回転数（Total	
 turnover	
 number:	
 TTN）は、
50、生産性は 2.1	
 g/L/h であった。次に、さ
らに TTN を高めた生産が可能か調べるために、
性を、480	
 µg/ml	
 (1.32	
 U)	
 DM,	
 29.4	
 µg/ml	
 
(0.94	
 U)	
 TtSDH,	
 100	
 mM	
 3-DH,	
 150	
 mM	
 Pt,	
 0.2	
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mM	
 NADP を加え、反応を行った。その結果、3
時間で 78.4	
 mM のシキミ酸が合成された（図
6）。生産性は 4.5	
 g/L/h まで増加させること
に成功した。TTN は 392 に向上した。以上の
結果より RsPtxD-DM を用いた NADPH 再生系は
有用である事が明らかになった。	
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