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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物および微生物の「アルドキシム－ニトリル経路」の酵素群を開発し、有機
合成化学では不可能な種々の反応に有効に利用した。すなわち、ニトリルヒドラターゼ、D-およびL-立体選択的アミノ
酸アミド加水分解酵素、a-アミノ-e-アミノカプロラクタムラセマーゼ、植物由来ヒドロキシニトリルリアーゼ等、多
数の含窒素化合物変換酵素分子を用いて、有用物質合成反応を達成するための基盤整備と応用展開を行った。

研究成果の概要（英文）：In this research, we characterized many plant and microbial enzymes acting on nitr
ogen containing compounds, found in their "Aldoxime-Nitrile Pathways", and utilized them in the synthesis 
of various useful chemicals. Most of the reactions they catalyze cannot be done in the synthetic chemical 
reactions. We utilized the following enzymes, such as nitrile hydratases, D- and L-stereospecific amino ac
id amidases, a-amino-e-aminocaprolactam racemase, plant hydroxynitrile lyases, etc., in the production of 
useful nitrogen containing compounds.  
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１．研究開始当初の背景 
我々は、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。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な発想で広範なスク
リーニングを行い、7 種類の新しい HNL を
発見した（世界の既知種の約 30%）。それら
の遺伝子ライブラリーを構築し、シアノヒド
リンの不斉合成に利用した。我が国では我々
以外の研究はほとんど無く、世界一多種類の
HNL ライブラリーを構築している。
Achromobacter obae由来の-アミノ--カプ
ロラクタム（ACL）ラセマーゼに新規なアミ
ノ酸アミドラセマーゼ活性を発見し、アミノ
酸アミド不斉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ナミ
ック（動的）な光学分割を実現した。本反応
では、系内ラセミ化によって理論収率が
100％となる。また、-ラウロラクタム加水
分解酵素による「酵素的結晶変換」反応を発
見した。 
 
２．研究の目的 
我々は、従来、微生物や植物のニトリルやア
ミドの新奇な代謝酵素系について研究し、
「アルドキシム－ニトリル経路」と命名する
と共に、各種の新しい酵素を開発した。また、
それらが基礎化学品（ニトリル、各種アミド）
や光学活性アミノ酸などの有用物質合成に
利用できることを示した。本研究では、上記
経路の酵素を単体で、あるいは複数の酵素と
組合せて用い、さらに変異による制御を行い、
有用な含窒素化合物質の合成を可能にする。
それらは、ダイナミック（動的）な光学分割
反応や「酵素的結晶変換法」など、いずれも
有機合成化学では不可能な斬新な反応を含
んでいる。本研究は化学産業等に大きなイン
パクトを与えつつあり、将来のグリーンケミ
ストリーを先導するものである。また、タン
パク質の正しいフォールディングによる活
性発現に関する基礎的研究を行う（「応用か
ら基礎が生まれる」）。 
 
３．研究の方法 
いずれも、基質の化学合成、天然界からの微
生物のスクリーニング、酵素遺伝子のクロー
ニング、異種ホストでの発現、酵素カスケー
ド反応、酵素の変異とハイスループットスク
リーニング、X 線構造解析、バイオインフォ
マティックス、基質の in silico スクリーニ
ング等、世界最高レベルの研究手法を駆使す
る。当研究室だけではなく、国内企業、名古
屋大学、モスクワ大学、タイ王国プリンス・
オブ・ソンクラ大学との連携により解決に当
たる。 
 
４．研究成果 
本研究では、植物および微生物の「アルドキ
シム－ニトリル経路」の酵素群や他起源の含

窒素化合物転換酵素を開発し、有機合成化学
では不可能な種々の反応に有効に利用して
いる。すなわち、ニトリルヒドラターゼ
(NHase)、立体選択的アミノ酸アミド加水分
解酵素、ACL ラセマーゼ、カルボン酸アミド
化酵素、植物由来 HNL 等、多数の含窒素化合
物変換酵素分子を用いて、有用物質合成反応
を達成するための基盤整備と応用展開を行
った。 
(1) -アミノニトリルのダイナミックな光
学分割:世界に先駆けて-アミノニトリ
ルを基質とするダイナミックな光学分割
を可能にした。非立体選択的に-アミノ
ニトリルを水和する NHase、アミノ酸ア
ミド加水分解酵素と ACL ラセマーゼの 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(動的)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%で合成した。NHase
については、中等度好熱菌、超好熱菌の
分離を行い、アミド合成への利用につい
て検討した。 
(2) ACL ラセマーゼについては、産生する微
生物を多数得、ACL や各種アミノ酸アミ
ドに対するラセマーゼ活性について諸性
質を明らかにした。また、新たにデータ
ベース上に存在するACLラセマーゼをin 
silico で探索した。 
(3) ACL ラセマーゼの構造解析と合理的改
変：名古屋大学と共同で、ACL ラセマー
ゼの立体構造を解明し、ドッキングによ
り活性部位を探索した。その結果に基づ
き、活性中心近傍のアミノ酸残基に変異
を与え、基質特異性の拡張を行った。フ
ェニルアラニンアミドに対して活性が変
化した変異型酵素を多数得、動力学定数
を算出すると共に、種々のフェニルアラ
ニンニトリル類縁体からの光学活性アミ
ノ酸を合成した。 
(4) ニトロアルドール（Henry）反応：各種の
HNL を遺伝子組換え法により大量に調製
し、アルデヒドなどのカルボニル化合物
とニトロメタンなどのニトロ化合物を基
質とする Henry 反応によって、光学活性
な-ニトロアルコールを合成した。  
(5) 可溶性 HNL の発現メカニズムの解明：
Manihot esculenta HNL 遺伝子の大腸菌
における発現の研究において、His103Leu
の一点の変異や 3 箇所の Lys 残基を Pro
に変異させると野生型酵素は封入体を作
るが、変異型酵素はほぼ可溶性になる現
象を見出した。可溶性発現を左右するア
ミノ酸残基をランダム変異法や in 
silico で探索し、実際に酵素に変異を導
入し、それらの酵素の可溶性、動力学定
数、フォールディングへの影響について
検討した。 
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