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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。本研究課題では、合成生物学的手法によって機能を高度化させた酵素やそれら酵素

を発現させた菌体を創製し、産業有用性の高い機能性化合物や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、低炭素化社会の実現に貢献する可逆

的脱炭酸酵素を用いた非酸化的炭酸固定による芳香族カルボン酸合成法の開発、有用ジペプチドや

アミド化合物さらには特殊構造を有する環状ペプチドの生産法の開発研究を主に報告する。 

 

２． 主な研究成果 

2.1 微生物由来可逆的脱炭酸酵素の探索システムの開発  

脱炭素社会の実現に向けてカーボンニュートラルな技術開発が世界的に求められているが、バイ

オマス資源を利用するバイオリファイナリー技術の開発が進められている。微生物機能を利活用す

る技術は、この社会的要望を満たすものとして期待されているが、本研究では微生物由来の非酸化

的可逆的脱炭酸酵素を利用した化合物への炭酸固定によるカルボン酸化合物合成法の開発を目指

している。バイオマス資源を原料とするものづくりに本技術を適用することで、完全リサイクル型

のカーボンニュートラルを達成する革新的なバイオプロセスとなる。 

我々は、これまでに未利用バイオマスであるリグニンから調製可能な芳香族化合物を原料として、

芳香族カルボン酸を合成する可逆的脱炭酸酵素を見出しているが、その多くは、サリチル酸骨格の

化合物に対してのみ活性を示す Amidohydrolase 型可逆的脱炭酸酵素である。一方、広範な基質に

活性を有する UbiD/UbiX 型の可逆的脱炭酸酵素は、ポリマー原料など有用なカルボン酸合成を可

能とする工業的に利用価値の高い酵素して注目されているが、この酵素システムに関する研究はま

だ新しく、取得されている酵素の種類も少ない状況である。昨年度までに、大腸菌を宿主として

DMAPP と FMN から prFMN を合成する大腸菌由来 UbiX (Ec_UbiX) の高発現系を構築してお

り、本発現系において UbiD 酵素 2,5-Furandicarboxylic acid decarboxylase (FDDC) の活性化に

も成功している。 

そこで、合成可能な芳香族カルボン酸の多様性の拡張を目的に、上記の大腸菌発現システムを基

盤として、より実効性のある UbiD 探索システムの構築を目指した。具体的には、UbiD 活性を高

めるような酵素誘導条件の検討を行い、FDDC 以外の UbiD 酵素を対象として本探索システムの有

用性と汎用性を検証した。 

 誘導培養時に好気―嫌気条件を利用することで、Ec_UbiX 系において補酵素 prFMN の安定性が

向上し、FDDC 活性の向上に成功した。また prFMN 原料供給の検討として比較的安価で安定に供

給可能な prenolから prFMNの前駆体であるDMAP（ジメチルアリルリン酸）を合成するEc_ThiM

及び DMAP から prFMN を合成する Pa_UbiX を共発現する系を構築した。Pa_UbiX 利用時に



 

Ec_ThiM の高発現や prenol 添加は FDDC 活性化に有効だったが、Ec_UbiX 系の方が高発現する

酵素の種類が少なく、prenol の外部添加無しに Pa_UbiX/Ec_ThiM 系と同等の活性を有すること

から、UbiD の活性化には Ec_UbiX 系の方が適していると考えた。また、既に報告のある可逆的脱

炭酸酵素 HaFdc や Pa_UbiD の活性化にも成功し、本系 FDDC のみならず、様々な UbiD 酵素の

活性化に利用可能であることを示した。 

 

Fig. 1. UbiD 活性化システムを備えた大腸菌を宿主とする UbiD 探索システム. 

 

【用語】prFMN：prenylated FMN、EC_ThiM：大腸菌(E.coli)由来 DMAP 合成酵素、Pa_UbiX：

シュードモナス属細菌(Psudomonas aeruginosa)由来 prFMN 合成酵素、Ec_UbiX：大腸菌由来

prFMN 合成酵素、HaFdc：Hypocrea atroviridis 由来 UbiD（フェルラ酸脱炭酸酵素） 

 

 

2.2 アデニル化酵素を利用した化学酵素的アミド化合物合成の拡張 

 アミド化合物は化成品や医薬品、機能性食品素材などとして利用される有用化合物である。我々

は、これまでに非リボソーム型ペプチド合成酵素(NRPS)のアデニル化ドメイン(A ドメイン)や

fatty acyl-AMP ligase(FAAL)といったアデニル化酵素に属する酵素を利用したアミド化合物合成

法を開発しており(Fig. 2)、多種多様なアミド化合物の合成に成功している。今年度は合成可能なア

ミド化合物のさらなる拡張を目指し、D-アミノ酸を含むジペプチドをはじめ、環状ジペプチドであ

るジケトピペラジンおよびフェルラ酸アミドの合成法開発を検討した。 

Fig. 2. アデニル化酵素と化学的求核置換反応が共役したアミド化合物合成 
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我々は、エピメリ化ドメインの上流に存在する A ドメインは、基質アミノ酸の光学異性に関わら

ずアデニル化するものが多いことを明らかにしている（生化学, 93(3), 338 (2021)）。その実験的事

実を踏まえ、α-ケト酸を含有するペプチド合成を担う NRPS において、そのモジュール構成と A

ドメインの基質認識においても、ケトレダクターゼドメイン(KR ドメイン)の上流に位置する A ド

メインは生理基質であるα-ケト酸に加えα-ヒドロキシ酸も基質にするという仮説を立てた。そこ

で、Streptomyces orinoci NBRC 13466 由来 neoantimycin synthetase の中から候補となる 3 つ

の A ドメイン(NatB2-A, NatB3-A, NatD-A)を選択し、L-Pro を求核剤とした化学酵素的アミド結

合形成反応によるジペプチド類似体の合成の可否によってこの仮説の検証を行った。その結果、予

想通り、全ての A ドメインが生理基質であるα-ケト酸に加えα-ヒドロキシ酸を認識し、ケトイソ

吉草酸など 16 種類のカルボン酸への拡張に成功した（Fig. 4.）。 

Fig. 3.  Streptomyces orinoci NBRC13466 由来 neoantimycin synthetase 

ref：Will S., et al., ACS Chem. Biol., 80, 5723 (2018). 

 

Fig. 4. ケト酸及びヒドロキシ酸を認識するアデニル化酵素とジペプチド類似体の合成 



 

 以上、α-ケト酸を含有するペプチド合成を担う NRPS を構成するアデニル化酵素は、NRPS 構

成クラスターから切り出して単独で発現させると、予想通り、-ケト酸に加えて-ヒドロキシ酸を

広く認識することを明らかにした。さらに、我々の開発した化学酵素的アミド化合物合成法を適用

することで、多様なジペプチド類似体の合成にも成功した。-ケトアミドは多重結合形成などの有

機合成反応に利用されており、-ヒドロキシアミドは生理活性を有する天然化合物、特にデプシペ

プチドの合成において有用な構造となっている。さらに、-ケトアミドや-ヒドロキシアミドを骨

格に持つ化合物は免疫抑制剤や抗菌剤など生理活性を有しており、構造多様性の拡張により、新規

生理活性を見出すことも可能であると思われる。 

2.3 特殊構造を有する環状ジペプチドの効率的合成法の開発  

一方、前年度に引き続き、特殊構造を有する環状ジペプチドであるジケトピペラジン(DKP)の効

率的合成法を検討した。DKP は 2 分子のアミノ酸が縮合・環化した化合物であり、構成アミノ酸

の種類や立体異性により抗菌性や抗腫瘍性、抗高血糖性など様々な機能性を発揮する。我々はアデ

ニル化酵素を利用した化学酵素的アミド結合形成反応によるジペプチドエステル合成とその自発

的な分子内環化反応を連携させた DKP のワンポット合成法を開発しており、100 種類を超える

DKP の合成に成功している。しかし、中間体ジペプチドエステルの蓄積や原料アミノ酸からの変

換率が低く、改良の余地がある。これまでに、環化反応は pH が 6.5~9.5 では効率的に進行するが

それ以外では顕著に抑制され、pH 条件が重要であることを見出している（Fig. 5.）。本研究では、

DKP のワンポット合成における pH の影響に着目し、L-Trp と L-Pro-OMe を原料とした cyclo(L-

Trp-L-Pro)合成をモデルとして条件の検討を行った。 

Fig. 5. 化学酵素的アミド結合形成反応と分子内環化反応の連携による DKP 合成 

       D-Trp-D-Pro-OMe の環化反応における pH 依存性（37℃, 24hr） 



 

50 mM HEPES 緩衝液中での反応では、開始から 3 h で pH が 6.0 まで低下し、cyclo(L-Trp-L-

Pro)の合成が停止していた。pH 低下を防止するため緩衝液濃度を上昇させると、100 mM では 3 

h 時点で pH が 6.5 と低下が緩やかになり cyclo(L-Trp-L-Pro)の合成量が増加した。一方、400 mM

では pH は 7.4 で維持されるが L-Pro-OMe から L-Pro への加水分解に起因する L-Trp-L-Pro の副

生が顕著になった。本結果より、pH を中性付近で維持することで DKP の合成効率向上が可能で

あると推測した。そこで、pH スタットによる制御系を導入し、下限 pH を 6.5, 6.7, 6.9, 7.1 に設定

して合成量を比較した。その結果、下限 pH 6.9 の場合に 24 h で最大 4.1 mM の cyclo(L-Trp-L-Pro)

合成(対 L-Trp モル収率 41%)を達成した（Fig. 6.）。 

Fig. 6.  pH下限制御によるジペプチドエステルの生成と分子内環化によるDKP合成 

 

2.4 機能性ジペプチド合成法の開発 

L-チロシン(Tyr)やその水酸化物である L-3,4-dihydroxyphenylalanine (Dopa)は、血液脳関門を

容易に通過し、脳内では神経伝達物質であるカテコールアミンの前駆体としての役割を有するため、

脳機能改善に資する医薬品やサプリメントとして利用されている。一方、Tyr 含有ジペプチドの服

用による脳内カテコールアミン代謝の活性化が報告されていることから、我々は Tyr 含有ジペプチ

ドの効率的な酵素合成法を検討し、L-アミノ酸リガーゼ (Lal)を用いる菌体反応法により、難分解

性の-Ala-Tyr を対象として基質アミノ酸に対してモル変換率 70%の高生産プロセスを前年度報告

した。本プロセスは当該合成反応に必須である補酵素 ATP の外部添加を必要としない工業的にも

有用なプロセスである。しかしながら、生体内では Tyr の水酸化が律速であることから、カテコー

ルアミン濃度を高めるには Dopa を含有するジペプチドの利用がより望ましいと考えた。 

 

Fig. 7.  Dopa および−Ala-Dopa の pH 安定性とアスコルビン酸の添加効果 



 

 

本研究では、-Ala-Tyr の生産法を踏まえて-Ala-Dopa の菌体反応系による効率的な生産プロセ

スの開発を検討した。-Ala-Dopa も Lal の精製酵素を用いた反応で合成は可能であったが、反応

至適 pHであるアルカリ領域においてDopaの酸化による反応液の黒色化と低収率を観察した（Fig. 

7.）。そこで、還元剤の種類と添加条件を検討することで改善し、アスコルビン酸 10mM を添加す

ることで約 90%の高収率を達成した。一方、菌体反応系を利用した低コストプロセスでは、宿主大

腸菌における基質の分解や透過性には問題はなかったが、-Ala-Dopa の分解が顕在化した。ペプ

チド分解酵素である PepD の欠損変異を付与することで分解を部分的に抑制することができ、対基

質モル変換率 70%を越える高収率を達成した。-Ala-Tyr は大腸菌で分解されなかったが、Tyr に

水酸基が導入された-Ala-Dopa が大腸菌で分解されるようになったことは興味深い。 
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を開始した。微生物の有する多様な機能を高度に活用した有用物質生産に向けた研究を展開し、独

創的な戦略と新たな技術の開発によって、従来報告の無かった新たな酵素機能を微生物に見出し、

革新的なプロセスを開発することができた。現在は、生命の設計図ともいうべきゲノム情報も容易

に手に入れることができるようになってきた。それを完全に読み解くまでにはまだ時間はかかるが、

革新的発展を遂げている情報通信技術と人工知能を使った大量なデータ処理技術がバイオと連携

することで、最適なプロセスの構築が可能となっている。また、生命の進化の過程で構築されてき

た生命システムは精緻で厳密に制御されてはいるが、本研究によって曖昧さ故にタンパク質機能に

柔軟性があることも明らかになった。こうした生命システムの曖昧さを活用することで、より革新

的なバイオプロセスの開発が達成できるものと確信している。 

現代社会の課題である持続的かつ脱炭素社会の実現に向けて、バイオテクノロジーへの期待は

益々大きくなると感じている。有用な遺伝子や制御システムを工業的に育種された微生物に集約し

て、究極的なバイオプロセスを達成することが期待されており、引き続き、スマートバイオプロセ

スの技術開発を推進していくつもりである。 
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