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1. 研究課題 

 微生物や酵素による反応は、常温常圧において進行可能であり、高い立体選択性や位置選択性が

発揮されることが期待される。本研究課題では、微生物や酵素の機能を高度に利用することで、有

用性の高い水酸化化合物やペプチド、さらには、バイオマスを原料とした汎用化成品の合成プロセ

スを開発することを目的としている。本稿では、水酸化芳香族化合物の合成法の開発ならびにペプ

チド合成酵素の開発研究について報告する。 

 

2. 主な研究成果 

2.1 二成分型フラビン依存性モノオキシゲナーゼ HpaBCのピセアタンノール合成への応用 

 レスベラトロールの 3’位が水酸化された構造を有するピセアタンノール（Fig. 1）は、近年、

レスベラトロールより優れた生理活性を示すことが明らかにされつつあり、アンチエイジング素材

として食品や化粧品への応用に関心が寄せられている。例えば、コラーゲン産生の促進やメラニン

合成の抑制においてピセアタンノールの方が効果的であり、さらに体内吸収性（ラット）はレスベ

ラトロールの約 2倍であることが明らかにされている。ピセアタンノールは現在、パッションフル

ーツ種子からの抽出法等により生産されているが、予想される今後の需要増加に備えて新たな生産

法を開発することは、その安定供給に向けて重要である。我々はこれまでに、Pseudomonas 

aeruginosa 由来の二成分型フラビン依存性モノオキシゲナーゼ HpaBC が p-クマル酸を水酸化して

カフェ酸に変換できることを報告しているが（Furuya T, et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 

98, 1145 (2014)）、p-クマル酸とレスベラトロールの部分構造の類似性から HpaBCがレスベラトロ

ールに対しても水酸化活性を示すのではないかと予想した。そこで本年度は、HpaBC のレスベラト

ロールに対する水酸化活性を評価してピセアタンノール合成への応用を試みた。 

hpaBC遺伝子を発現させた大腸菌をレスベラトロールと反応させたところ、HPLC分析においてレ

スベラトロール変換産物と予想されるピークが検出された。本変換産物を NMR分析に供したところ、

レスベラトロールの 3’が水酸化されたピセアタンノールと同定された（Fig. 1）。そこで、HpaBC

発現大腸菌細胞を触媒としたピセアタンノール合成について検討した。本大腸菌細胞を 30 mMのレ

スベラトロールと反応させたところ、12時間で 13 mMのピセアタンノールを生成した。さらに、界

面活性剤の添加効果について検討したところ、反応液に Tween 80 を 1% (v/v)添加することにより

生成量は大幅に増加し、12 時間で 23 mM（5.2 g/L）のピセアタンノール合成を達成した。これま

でに放線菌 Streptomyces avermitilis が 78μM のピセアタンノールを合成することが報告されて

いるが、本研究では従来の約 300倍の力価に値する効率的な合成手法を確立することができた。 
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Fig. 1. Regioselective hydroxylation of resveratrol to piceatannol by HpaBC. 

 

 

2.2 非リボソーム型ペプチド合成酵素におけるアデニル化領域タンパク質の基質特性評価 

 アミド結合は医薬品、機能性分子、化成品などの有機化合物や生体におけるタンパク質中に幅広

く存在し、アミド結合形成反応は極めて重要である。一般に、アミド結合はカルボン酸とアミンの

縮合によって形成されるが、カルボキシ基の反応性を高める活性化剤（縮合剤）が理論上等モル必

要となるなどの課題がある。当研究室では、生物学的なカルボキシ基活性化に基づく非リボソーム

型ペプチド合成酵素におけるアデニル化ドメインに着目し、カルボキシ基活性化と、それに続くア

ミンの非酵素的な求核攻撃によるアミド結合形成を見出している。 

 本研究では、アデニル化ドメインの簡便な基質特異性評価法の構築を試みた。通常、アデニル化

ドメインの基質特異性の評価では、一度基質をアデニル化させた後、可逆性を利用し、過剰量の放

射性同位体 32PPi を添加することで生じた放射性ラベル化 ATP を検出する。本手法は、放射性同位

体を利用するため高感度ではあるが、煩雑な操作や特殊な装置を必要とするなど課題も多い。そこ

で、より簡便にアデニル化ドメインの基質特異性を評価できる可能性のあるヒドロキシルアミン比

色分析に着目した。アデニル化ドメインによりアデニル化したアミノ酸に対して、求核剤であるヒ

ドロキシルアミンを作用させることでアミド結合が形成され、ヒドロキサム酸が生成する。このと

き、酸性条件、Fe3+の存在下で錯体を形成する（λmax=490）。古典的な方法ではあるが、アデニル化

ドメインに適用した例はほとんどない。そこで代表的なアデニル化タンパク質であるチロシジン合

成酵素のアデニル化ドメイン（TycA-A）とタンパク質構成性アミノ酸 20 種類をアデニル化の基質

として用い、反応後に比色分析を実施したところ、TycA-Aは本来の基質であるフェニルアラニンの

みならず、従来知られていないトリプトファンやチロシンなどの芳香族アミノ酸、メチオニン、バ

リン、ロイシンなどの脂肪族アミノ酸に対してもアデニル化活性を有していた（Fig. 2）。一方、

ヒドロキシルアミンの代わりにプロリンを求核剤として作用させると、アミノアシルプロリンが生

成するはずである。そこで、比色分析において活性が見られたアミノ酸とプロリンを用いたアミド

結合形成を検討したところ、予想通りそれぞれに対応したアミノアシルプロリンの生成を確認した。

さらに、基質特異性の異なるアデニル化ドメイン（SrfB2-A および BacB1-A）を利用することでア

スパルチルプロリン、リジルプロリンも合成可能となった。 

以上の結果から、今回検討した比色分析がアデニル化ドメインの簡便な基質特異性のみならず、

アミノアシルプロリン合成能の簡便な評価法に適用可能であることを明らかにした。 
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 Fig. 2. Substrate specificities of the adenylation domains of tyrocidine  

  synthetase(TycA-A), surfactin synthetase (SrfB2-A), and  

  bacitracin synthetase (BacB1-A). 

 

2.3 L-アミノ酸リガーゼ (Lal)の立体構造情報に基づく機能改変とポリアミノ酸合成酵素の結晶化 

 ジペプチドには血圧降下作用や抗うつ作用などの様々な機能性が知られているが、我々は呈味、

とくに「塩味増強」に着目し、Lal を用いて構築したジペプチドライブラリーから Met-Gly にその

効果があることを見出した（木野ら、食品科学工学会誌、in press）。また、Met-Glyは Lal の一種

である Bacillus 属由来の BL00235 を用いると効率よく合成可能であるが、副生成物として Met-Met

も生じる。そこで、BL00235 の立体構造情報に基づいて C 末端基質認識に関わる推定部位に対して

変異導入を検討したところ、Met-Glyのみを選択的に合成する改変型酵素の取得に成功した（Fig. 3）。

Lalの部位特異的変異導入による目的ジペプチドの選択的合成に成功した初めての例となる。 

 また、胡桃坂研究室の協力を得て、大腸菌由来ポリ-α-グルタミン合成酵素 RimK など 2 種類の

リガーゼ酵素の結晶化と解析を検討した。RimK については単結晶の取得に成功し、得られた X線回

折像から分子置換法による解析によって立体構造の決定に至り、RimKの反応特異的な情報と基質認

識部位の特定、及び RimK 改変戦略の方向性を得ることができた。 

 

 

 Fig. 3. Synthesis of Met-Gly or Met-Met by wild-type BL00235 or mutants. 

  Reaction mixtures contained 20 mM Met and Gly (A) or 40 mM Met (B). 

  Bars: white, Met-Gly; gray, Met-Met. 
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5. 研究活動の課題と展望 

 水酸化芳香族化合物の合成研究では、P. aeruginosa 由来の二成分型フラビン依存性モノオキシ

ゲナーゼ HpaBCがレスベラトロールを水酸化してピセアタンノールに変換できることを新たに見い

だし、有用な天然生理活性物質であるピセアタンノールの効率的合成手法を確立した。現在、ピセ

アタンノールのさらなる高生産に向けて検討中である。また最近、HpaBC のスチルベン類に対する

新規な水酸化活性を見いだしており、本水酸化産物の構造決定や高生産についても検討する予定で

ある。 

 アミド結合形成では、従来よりも簡便な比色法によるアデニル化ドメインの基質特異性評価法を

構築した。今後、アミド化合物の汎用的合成法を開発するために、非リボソーム型ペプチド合成酵

素のアデニル化ドメインに限定せず、アシル-CoAリガーゼ、ルシフェラーゼなどのカルボキシ基活

性化酵素も検討することが重要と考えている。今回構築した手法を用いることで、多様なカルボキ

シ基活性化酵素の基質特異性を効率的かつ簡便に評価できると期待している。 

 ペプチド合成酵素の開発研究では、結晶構造情報に基づいた部位特異手的変異導入により目的の

ジペプチドの選択的合成が可能な改変型酵素の取得に成功した。Lalの研究は、これまでは基質特異

性の異なる新規 Lalの探索が中心であったが、今年度の成果として報告したように、塩味増強効果を有

するジペプチドの探索ならびに Lalの基質特異性改変による目的ジペプチドの選択的合成など利用法の

提案と具体的な生産プロセス開発研究へと移りつつある。今後も保有する Lal の中から目的にあった

Lalを選択し、それを利用した目的ジペプチドの合成検討や Lalの機能改変を行う予定である。 

また、酵素の立体構造解析については、RimKの単結晶の立体構造情報を得ることはできたが、酵素機

能の任意改変などの実現には、基質と複合体を形成した RimKの立体構造情報が必須である。今後は、ADP

などの補因子や基質との複合体の結晶化ならびに立体構造解析を行う予定である。 


