
微生物由来アミノ酸修飾酵素の探索と物質生産への応用

研究代表者 原 良太郎

（理工学術院総合研究所 次席研究員）

１． 研究課題

現代社会における環境，食糧，エネルギーなどの問題解決に向け，バイオテクノロジーへ

寄せられる期待は大きい。化学工業においても，従来型の化石資源に依存したプロセスから

の脱却の必要性が求められる中，生物が有する高度な機能を産業に利用する動きが活発化し

てきている。本研究では，触媒機能を有するタンパク質（酵素）に着目し，医薬品やその合

成原料，化成品として求められているアミノ酸誘導体，特にヒドロキシアミノ酸の生産に有

用な酵素の探索と解析を行うとともに，ヒドロキシアミノ酸の効率的合成プロセスへの応用

を検討した。

２． 主な研究成果

２．１． trans-3-ヒドロキシプロリン生産プロセスの検討

これまでに，エクトイン水酸化酵素が

プロリン水酸化活性を有していること

を報告している（2015 年度年次報告書）。

本年度は，当該酵素発現大腸菌を菌体触

媒として利用した trans-3-ヒドロキシ

プロリン（trans-3-Hyp）の生産プロセ

ス開発を実施した。いくつかの反応系を

検討した結果，ジャーファーメンターを

利用したプロセスにおいて最も効率が

良い trans-3-Hyp の生産が可能であっ

た。酵素特性の解析結果を踏まえ，pH，

温度，撹拌条件，基質濃度，菌体量など

の条件を最適化し，trans-3-Hyp の生産

を実施したところ，30 mM の L-プロリ

ンから 27 mMの trans-3-Hypを合成し

た (Fig.1)。

２．２． 新規アミノ酸水酸化酵素の開発

前年度，ゲノム情報を利用して構築した 37 種類のタンパク質から成るクラバミニン酸合成

酵素ライブラリーにおいて，6 種類のリジン水酸化酵素を見出した（2016 年度年次報告書）。

しかし、残りのタンパク質の機能は未解明なままであった。本年度は，リジン以外のアミノ

酸を水酸化する酵素を探索すべく，機能未知タンパク質を用いて多様なアミノ酸水酸化能を



評価した。その結果，ヒスチジンを水酸化する酵素を取得した。当該酵素の反応特性を解析

したところ，ヒスチジンのみならず，グルタミンも水酸化する活性も有していた（Fig. 2）。

一般的に，酵素は構造が類似する化合物を認識することは知られているが，本酵素のように

ヒスチジンとグルタミンのような明らかに構造が異なる化合物を基質とし，しかも同程度の

親和性と活性を示すことは稀であり，生化学的にはきわめて興味深い。さらに，異なるタン

パク質においてアルギニン水酸化活性を見出した。アルギニン水酸化酵素は既知であるが，

取得した酵素により合成されたヒドロキシアルギニンは，既知化合物である(2S,3S)-3-ヒドロ

キシアルギニンとは明らかに異なる性質を示した。構造解析の結果，(2S,4S)-4-ヒドロキシア

ルギニンが生成していることが判明した。
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５． 研究活動の課題と展望

本年度は trans-3-Hyp の効率的生産プロセスの検討と，新規アミノ酸水酸化酵素の開発を実

施した。trans-3-Hyp の生産において，90%以上のモル収率で trans-3-Hyp が合成可能となっ

たが，実用化のためには基質濃度を高める必要がある。しかし，基質 L-プロリン濃度を高める

と生産性が低下することが判明している。今後，人工的に酵素を改変し，活性を高めるなどの

改良をすることで実用生産につなげていけると考えている。また，新たに見出したヒスチジン

/グルタミン酸水酸化酵素は既知酵素とは基質特異性が明らかに異なるため，新規化合物の生産

への応用展開が期待できるのみならず，基質認識メカニズムの解明に向けた X 線結晶構造解析

などをおこない，生物におけるアミノ酸水酸化酵素の意義を分子レベルで解き明かしていきた

い。


