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研究成果の概要（和文）：　ペプチド結合以外の炭素-窒素（C-N）結合を切断する酵素や合成する酵素は、基
礎・応用面で重要であるにも関わらずプロテアーゼほど精力的に行われていない。既知のC-N結合切断酵素や合
成酵素のみならず、反応機構が異なる種々のタイプの酵素群を対象としてタンパク質・遺伝子レベルから解析
し、C-N結合切断および酵素群の機能解析を行った。さらに、その触媒機能を利用した有用物質生産系基盤技術
を構築した。

研究成果の概要（英文）：  Enzymes involved in the cleavage and synthesis of a carbon-nitrogen bond 
(except for the peptide bond) are very important in applied as well as academic fields.  In this 
project, we tried to elucidate the function of enzymes involved in the cleavage and synthesis of a 
carbon-nitrogen bond.  Moreover, we constructed fundamental techniques for the production of useful 
compounds using their catalytic activities.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 微生物　酵素

  ３版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 プロテアーゼが作用するペプチド結合以外
の炭素-窒素（C-N）結合を切断する酵素や合
成する酵素について、反応機構を始めとする
生化学的解析はプロテアーゼほど精力的に行
われていないのが現状である中、我々はこれ
まで、特に C-N 三重結合［C≡N］を切断する
酵素や C-N 単結合［C-N］を切断する酵素を対
象としタンパク質・遺伝子レベルから解析し
てきた。その過程で、同じ反応を触媒しなが
ら反応機構の異なる酵素の発見およびそれら
の活性アミノ酸残基の相違など多くの興味深
い発見を行った。これらの知見は(従来の反応
機構とは異なる)未だ発見されていない種々
のタイプの C-N 結合切断酵素群が自然界に存
在する可能性を示唆するものである。	
 
２．研究の目的 
	 本研究では、我々が取得することに成功し
ているオリジナルな C-N 結合切断酵素類、活
性中心が従来とは異なる種々のタイプの新規
C-N 結合切断酵素、および、C-N 結合合成酵素
を対象とし、構造機能（反応機構を含）を生
化学的に明らかにすることを目的とする。さ
らに、得られる情報を基に（その触媒機能を
利用し）有用物質生産系の基盤を構築するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 既存の C-N 結合切断酵素・C-N 結合合成酵素
（Aldoxime	dehydratase、Isonitrile	hydratase、
N-Substituted	formamide	deformylase 等）だ
けでなく、従来知られていないタイプの酵素
も対象とし、酵素および遺伝子レベルで詳細
に解析する。酵素の反応速度論的解析や分光
学的解析により諸性質や機能を解明するだけ
でなく、立体構造や反応機構の観点からも比
較解析を行う。	
	 いずれの酵素においても、構造情報の利用
や変異酵素の作製を通して、高機能や触媒機
能（正反応）・逆反応・（本来の酵素反応とは
異なる）酵素反応の多様性を利用した有用物
質生産系開発を行う。	
	
４．研究成果	
（１）C-N 二重結合［C=N］をもつアルドキシ
ム を 基 質 と す る Aldoxime	 dehydratase	
(OxdA)の基質特異性を検討していた過程で、
ケトキシム化合物が OxdA の基質とならない
ことを認めた。C-N 二重結合をもつケトキシ
ム化合物の代謝に関してはこれまで知られ
ていないことから、このケトキシム化合物代
謝能を示す微生物のスクリーニングを行っ
た。グリセロールを炭素源として添加し、ケ
トキシム化合物類を単一窒素源とした培地
を作成し、200 ヶ所以上の土壌サンプルを加
えて 28℃で集積培養を行った結果、2-ブタノ
ンオキシムの最少培地で生育できる微生物の
単離に成功した。単離した菌株について休止
菌体反応を行い、残存する 2-ブタノンオキシ

ムを高速液体クロマトグラフィーで定量し
活性測定を行ったところ、2-ブタノンオキシ
ム分解活性が認められた。さらに、ガスクロ
マトグラフィーおよびガスクロマトグラフ
ィー質量分析法により、2-ブタノンオキシム
の分解産物として 2-ブタノンや、クロトン酸
を始めとする低級有機酸を同定し、分解経路
を推定した。本分解経路、およびその分解経
路上初発の C-N 二重結合切断反応を触媒する
酵素の報告例はこれまで無く、新規 C-N 二重
結合切断酵素の存在が強く示唆された。	
	
（２）我々はイソニトリル(R-N≡C)を N-置換
ホルムアミドに水和する反応を触媒する２
種の C-N 結合切断酵素、即ち、Pseudomonas	
putida	N19-2 株由来 Isonitrile	hydratase
および Arthrobacter	pascens	F164 株由来
Isonitrile	hydrataseの発見に成功している。
両者は同じ反応を触媒するものの、互いにア
ミノ酸配列の相同性がないことから、触媒反
応に関与する活性アミノ酸残基や反応機構
が全く異なると考えられる。F164 株由来
Isonitrile	hydrataseについて詳細な解析を
行った結果、本酵素が Isonitrile	hydratase
／Nitrilase の両活性を触媒することを発見
した。さらに、変異酵素を構築・精製し、酵
素 活 性 測 定 す る こ と で 、 Isonitrile	
hydratase の酵素反応触媒上重要な活性アミ
ノ酸残基としてシステイン残基の同定に成
功した。	
	
（３）C-N 三重結合合成酵素である Aldoxime	
dehydratase	(OxdA)は、C-N 二重結合をもつ
アルドキシムからニトリル(R-C≡N)を形成
する脱水反応を触媒する。ヘムを有する OxdA
のこのような希有な反応を触媒する機構の
解析を試みた。硫酸アンモニウムやグリセロ
ールの沈殿剤を使用したハンギングドロッ
プ法により、赤色を呈した OxdA の結晶を得
ることができ、本酵素の立体構造を 1.8Åの解
像度で決定した。（ヘム鉄から 6Å以内の
distal 側に位置し）反応機構に関与する可能
性のあるアミノ酸残基として、E143,	S174,	
R178,	S219,	Q221,	Y234,	N279 を選別し、こ
れらのアミノ酸のみをアラニンに変異させ
た OxdA 変異酵素を各々作成・精製した。そ
れらと野生型	[OxdA(WT)]酵素に対し、CD ス
ペクトル解析、ヘム含有量および酵素活性測
定を行った結果、H320 とともに R178 と S219
が反応機構上、重要であることを明らかにし
た。OxdA による C-N 三重結合形成反応におい
て重要なS219の変異酵素OxdA(S219A)のラマ
ンスペクトル測定を行った結果、S219 の役割
は一般塩基触媒と考えられた。しかし、一般
的にセリン残基は単独で求核剤として機能
できず、S219 に求核性を与えるアミノ酸残基
の存在が不可欠である。Q221 のみが S219 に
求核性を与える可能性のあるアミノ酸残基
と 推 定 さ れ た が 、 Q221 の 変 異 酵 素
OxdA(Q221A)の酵素活性はほとんど減少しな



かったため、S219 は一般塩基触媒として働か
ないと結論付けた。S219 と H320 だけが基質
に直接作用し得る位置に存在するので、H320
は酸触媒としてだけではなく、塩基触媒とし
ても機能することが示唆された。OxdA(WT)の
結晶構造情報および OxdA の各種変異酵素の
酵素科学的および物理学的性質の解析によ
り、①	H320 は酸-塩基触媒として働き、②	
R178 は H320 のイミダゾール環の求電子性を
強め、③	S219 は基質を固定するとともに基
質の水酸基の塩基性を増加していることを
明らかにし、これらが関与して C-N 三重結合
合成反応を触媒する Aldoxime	dehydratase
の反応機構の全貌を解明した。	

	

（４）Aldoxime	dehydratase	(OxdA)はへム酵
素ではあるが、触媒する反応は（一般的なヘ
ム酵素が触媒する）酸化還元反応ではなく、
本来の基質アルドキシムからニトリルを生
成 す る 脱 水 反 応 を 触 媒 す る 。 Aldoxime	
dehydratase が本来の脱水反応とは異なる反
応を触媒するかに興味を持ち、酸化還元反応
に 着 目 し 、 Catalase 、 Peroxidase 、
Peroxygenase 活性を指標として検討を行っ
た。野生型	[OxdA(WT)]酵素だけでなく、（本
来の活性を失う）変異酵素[OxdA(H320A)]や
酸化還元活性が高くなると予想される変異
酵素[OxdA(H320D)]についても、それぞれの
酵素活性を検討した。	
	 OxdA(WT)を Catalase 反応の基質である過
酸化水素に作用させ、酸素電極を用いて、
Catalase 反応産物である酸素を測定・定量し
た結果、Aldoxime	dehydratase が Catalase
活性を触媒することを初めて発見した。
Catalase 活性は、OxdA(H320D)と OxdA(H320A)
の両変異酵素でも検出でき、それぞれの酵素
活性のキネティックパラメーターを決定し
た。その結果、OxdA(H320D)の Vmax は、
OxdA(WT)や OxdA(H320A)の約 30 倍高かった。
一方、OxdA(H320A)の Km 値は、OxdA(WT)と
OxdA(H320D)の約 10 分の１であり、３つの
OxdA の中で最も低くなった。	
	 次に、OxdA および２種の変異酵素を用いて、
Peroxidase 活性の検討を行った。基質として
過酸化水素以外に、Guaiacol もしくは ABTS	
[2,2'-Azino-bis	
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic	 acid	
ammonium	salt)]を用いて Peroxidase 活性を
測定した結果、いずれの基質においても本活
性の検出に成功し、Aldoxime	dehydratase が
Peroxidase 活性を触媒することを初めて発
見した。それぞれの酵素活性のキネティック
パラメーターを決定した結果、OxdA(H320D)
の活性は OxdA(WT)に比べ、2.5〜10 倍高い値
を示した。	
	 さらに、OxdA(WT)および２種の変異酵素の
Peroxygenase 活性についても検討を行った。
基 質 と し て 過 酸 化 水 素 と
1-Methoxynaphthalene を 用 い 、 産 物 の
(4-Methoxy-1-naphthalenol の重合体であ

る)Russig’s	blue の増加量を定量して本活性
を測定した結果、Aldoxime	dehydratase が
Peroxygenase 活性を触媒することを初めて
発見した。興味深いことに、OxdA(H320D)を
用いた反応では、Russig’s	blue は生成せず、
その反応溶液は野生型とは全く異なる色に
変化した。この結果より、OxdA(H320D)の
1-Methoxynaphthalene を 基 質 と し た
Peroxygenase 反応において、新規の産物が生
成 し た こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、
OxdA(H320D)の未知の Peroxygenase 反応産物
を、酢酸エチルで抽出後、HPLC で精製した標
品を用いて、LC/MS により産物の分子量を決
定した。NMR の解析結果をあわせ、最終的に
本産物を 1-Methoxy-2-naphthalenol と同定
した。本化合物はこれまで Peroxygenase の
反応産物として報告のない構造をもつ化合
物であり、従来の Peroxygenase には無い新
たな機能を有する Peroxygenase の作成に初
め て 成 功 す る と と も に 、 本 酵 素 の
Peroxygenase 反 応 を 利 用 し た
1-Methoxy-2-naphthalenol の酵素的合成法
を確立した。続いて、本化合物のモル吸光係
数を決定し、その値を用いた OxdA(H320D)の
Peroxygenase 活性測定法を新たに構築し、キ
ネティックパラメータを調べた。その結果、
OxdA(H320D) の Peroxygenase 活 性 は 、
OxdA(WT)の約 6 倍高かった。	
	 最後に、酸化還元触媒能の強さの指標とな
る還元電位を、OxdA(WT)と OxdA(H320D)、
OxdA(H320A)について測定した。その結果、
OxdA(H320D)の onset ポテンシャルは 0.4	V
と、OxdA(WT)の 0.28	V や OxdA(H320A)の 0.28	
V より高く、OxdA(WT)の数倍〜数十倍の酸化
還元活性を示す OxdA(H320D)の高い活性は高
い還元電位に起因するものであることが示
唆された。	
	
（５）グラム陽性菌の細胞壁のテイコ酸の D-
アラニル化に関わる初発の反応、即ち、キャ
リアタンパク質である DltC のホスホパンテ
テイン補欠分子族に D-アラニンを結合する
DltA に着目した。本酵素はチオエステル結合
形成反応を触媒するが、D-アラニンと（DltC
の代わりに）L-システインを基質として反応
させたところ、反応産物が D-アラニンと L-
システインがペプチド結合したジペプチド
であることが判明し、本酵素がペプチド結合
形成能も示すことを発見した。（D-アラニン
の代わりに）各種アミノ酸と L-システインを
基質として反応させたところ、いくつかの組
合せにおいて反応が進行し、HPLC による反応
産物の分離および	LC-MS/MS	分析を行った
結果、ジペプチドが合成されていることを明
らかにした。さらに、D-アラニンと	(L-シス
テインの代わりに)	アミノ酸あるいはペプ
チドを反応させた場合にも、いくつかの組合
せにおいて反応が進行し、ジペプチド、オリ
ゴペプチド等の反応産物が得られることも
明らかにし、種々のジペプチド、トリペプチ



ド・オリゴペプチドの酵素的合成法を確立し
た。D-アラニンを様々な L-システイン類似化
合物と反応させ、反応の進行が認められた場
合には反応産物の分離および同定を行った。
アミノ基もチオール基ももたないシステイ
ン類似化合物、あるいはアミノ基はもつがチ
オール基をもたないシステイン類似化合物
を基質として用いた場合は、いずれも反応は
進行せず、一方、アミノ基をもたずにチオー
ル基のみをもつ類似化合物の場合に得られ
る反応産物はチオエステル結合化合物と同
定した。チオール基および一部保護されたア
ミノ基をもつシステイン類似化合物を反応
に用いた場合は、チオエステル結合化合物、
アミド化合物の順で産物が検出された。これ
らの結果を基に、本来の酵素反応により S-
アシル L-システインが中間体として合成さ
れ、続く化学的な S→N アシルシフト反応に
より N-アシル L-システインが合成されるこ
とによってペプチド(C-N)結合が形成される
ことを実証し、新規な酵素-化学カップリン
グ連続反応機構として提唱した。	
	
（６）枯草菌の鉄キレート剤の 1 種である	
Bacillibactin の生合成に関わる酵素の 1 つ
である DhbE は、2,3-Dihydrobenzoic	acid	
(2,3-DHB)を、チオエステル結合を介して別
の NRPS 酵素 DhbB に付加する反応を触媒する。
DhbE は DltA と 同 じ Adenylate-forming	
enzyme	superfamilyに属する酵素であること
から本酵素に着目した。dhbE遺伝子をプラス
ミドにクローン化し、大腸菌を宿主として大
量発現系を構築した。大量発現させた DhbE
を精製し、それを用いて 2,3-DHB と（DhbB の
代わりに）L-システインを基質として反応さ
せたところ、反応の進行を示唆する AMP の増
加が確認された。各種 HPLC カラムを用いて
産物の探索および分離を検討し、LC-MS/MS を
用いて反応産物を同定したところ、DhbE もま
た L-システインを基質にすることができ、反
応産物としてアミド化合物を合成できるこ
とを明らかにした。さらに、本酵素反応の諸
性質を解明した。本反応を利用して（2,3-DHB
の代わりに）各種芳香族系カルボン酸と L-
システインを基質として反応させたところ、
いくつかの組合せにおいて反応が進行し、
様々な芳香族系 N-アシル L-システインの酵
素的合成法を確立した。	
	
（７）我々が C-N 単結合切断酵素として発見
し た 新 規 酵 素 N-Substituted	 formamide	
deformylase を利用して、アミンと、酢酸あ
るいはプロピオン酸を基質とした逆反応に
よる Carboxamide の酵素的合成法を開発した。
特に、低級カルボン酸が 1.0	M、ベンジルア
ミンが 0.2	M の濃度の逆反応制御下で、16	mM
の N-置換ホルムアミド、22	mM の N-置換酢酸
アミド、18	mM の N-置換プロピオン酸アミド
を各々生産する系を確立した。	
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