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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、主に多様な生理機能を有するジペプチドやその誘導体さらに

は特殊構造を有する環状ペプチドの生産法の開発研究についてその概要を報告する。 

 

２． 主な研究成果 

2.1 カテコール代謝を活性化する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。昨年度、酵素合成法による-Ala-

Dopa 生産では、アスコルビン酸(AsA)10mM により不要な酸化反応を抑制することで約 90%の高

収率を達成した。また、菌体反応系を利用した低コストプロセスでは、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対基質モル変換率 70%を越える高収率を達成した。今年度は、

基質 Dopa の不安定性と価格の観点から、既に菌体反応系で対基質モル変換収率 98%を達成してい

る-Ala-Tyr を-Ala-Dopa に変換する酵素反応プロセスを検討した（Fig. 1）。 

Fig. 1-Ala-Tyr からの-Ala-Dopa への変換するプロセス 

そこで、Tyr を Dopa に変換するチロシナーゼに着目した。ジペプチドである-Ala-Tyr にも作

用し、かつモノフェラーゼ活性が優先するチロシナーゼを探索し、Ralstonia solanacearum 由来

NP_518458 を最適酵素として選定した（Fig.2）。 

Fig. 2. Ralstonia solanaceaum 由来チロシナーゼによる Tyr の酸化 



 

 Cu2+を要求するフェノラーゼ NP_518458 による-Ala-Tyr から-Ala-Dopa への変換反応では、 

Dopa や-Ala-Dopa の余計な酸化反応によるロスを回避するために昨年度見出したアスコルビン

酸(AsA)の添加を試み、その効果を検証した。予想通り、AsA の効果を確認し、-Ala-Tyr からモル

変換率 90%以上で-Ala-Dopa の合成に成功した（Fig.3）。 

 

2.2. イミダゾールジペプチドの効率的合成法の開発 

 アミノ酸リガーゼ（Lal）を利用して合成可能な有用化合物に、抗酸化作用や抗疲労効果、認知症

予防効果など、高齢化社会における機能性サプリメントして潜在的需要のあるイミダゾールジペプ

チドがある。イミダゾールジペプチドは、-アラニンと L-ヒスチジンを構成成分とするジペプチド

で、脊椎動物の骨格筋や脳内に広く存在し、代表的なものとしてカルノシン、アンセリンなどが知

られている。市場には化学合成された安価なカルノシンが流通しているが、アンセリンはその機能

性の高さからカルノシンより期待されているものの合成法が確立されていないため、純度は低いが

鶏肉やサケやマグロなどの天然資源からの抽出法に依存している。カルノシンに関しては、我々は



 

-アラニンと L-ヒスチジンを原料とする酵素法や、縮合反応に当量必要な補酵素 ATP の外部添加

の必要のない菌体反応系による低コストでの実生産プロセスを確立している。アンセリンに関して

も、-アラニンと 3-メチル-L-ヒスチジンを原料として約 85%のモル変換率で合成することが可能

であるが、原料の 3-メチル-L-ヒスチジンが極めて高価であるため、コスト低減を目的に地球環境に

も優しい新たな合成法を検討している。我々は、NEDO の委託事業「カーボンリサイクル実現を加

速するバイオ由来製品生産技術の開発」の中で「バイオプロセスによるイミダゾールジペプチドの

効率的生産方法の開発」をテーマとして技術開発を行っている。 

 安価に生産が可能なカルノシンを原料として、カルノシンメチル化酵素によってアンセリンに変

換するプロセスで、理想的にはカルノシンの原料である-アラニンと L-ヒスチジンを原料として、

カルノシン合成と引き続くアンセリンへの変換反応を 1 ポットで行うバイオプロセスの開発を目

指している（Fig. 4）。現在までに変換率約 20%を達成したが、カルノシンメチル化（アンセリン）

合成酵素の活性が低く、その可溶化高発現を鋭意検討している。 

 

2.3 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 

 アミド化合物は医薬品や機能性素材など幅広い用途に利用される有用化合物である。我々はアデ

ニル化酵素を利用した革新的な化学酵素的アミド結合形成反応を開発しており、キラリティを制御

したジペプチドをはじめ構造多岐にわたる様々なアミド化合物の合成に成功している。本研究では、

当該技術をさらに拡張させて、機能性素材として工業的利用が期待される多様なポリアミド化合物

の合成法への展開可能性を検証した。先ず、化学酵素的アミド結合形成反応の特性を踏まえ、アデ

ニル化されるカルボキシ基と求核攻撃を行うアミノ基を有する化合物を基質とすれば、ホモポリア

ミドの合成が可能と考えた（Fig.5）。 

 

Fig. 5. 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とポリアミノ酸合成 

 

そこで、チロシジン合成を担う NRPS のアデニル化ドメインの TycA-A の基質となる 8 種類の

アミノ酸の L-,D-体を単独基質として反応を行った。LC-MS 分析にて解析した結果、何れのアミノ

酸においてもオリゴマーの生成を確認し、Table 1 に示す鎖長のホモポリアミノ酸に相当するピー

クを検出した。本結果は、Fig.5 のスキームで合成が進行したことを示唆するものであり、鎖長に

課題はあるがポリアミノ酸合成への可能性を明らかにすることができた。 



 

 

Table 1  TycA-A を利用したポリアミノ酸合成 

 

さらに、当該反応が酵素・基質・求核剤の自由な組み合わせにより多様なアミド化合物の合成が

可能であることから、クリック反応との連携によるポリアミドの合成法を検討した。クリック反応

に必要な反応部位を両末端に有する二官能性のアミド化合物を当該反応によって調製し、クリック

反応を試みた。その結果、そのアミド化合物をモノマー単位とするオリゴマーの合成を確認するこ

とができ、ポリアミド合成展開への可能性を見出した。本手法により、合成可能なポリアミドの多

様性がさらに拡張され、新たな機能性高分子素材の開発の道を切り拓く有力な手段になり得ると期

待する。 

2.4 特殊構造を有する環状ジペプチドの多様な機能評価  

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（Fig. 6）、100 種類を超える

DKP の合成に成功している。さらに今年度は、DKP の多様な機能や生物活性を評価するために、

不斉有機触媒としての活性確認や、本学人間科学学術院教授の原太一先生の協力を得てオートファ

ジー活性の評価を行った。 

Fig. 6. 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 



 

 本手法によって合成される多様な DKP は水系の反応溶液中から酢酸エチルで容易に抽出・単離

することできる。DKP に期待される機能性の評価を目的に、遊離アミノ酸である L-Proline(Pro)で

報告されている不斉アルドール反応触媒能に着目し、ペプチドである DKP の不斉有機触媒として

の利用を検討した。DMSO 溶媒中での Acetone と p-nitrobenzaldehyde の不斉アルドール反応に

おいて、Pro 含有 DKP に不斉有機触媒としての活性を見出すことができた。 

 また、DKP に期待される生物活性評価は、細胞内リサイクリングシステムで、様々な疾患の予

防やアンチエイジングに関与しているオートファジーへの影響を検討した。本学人間科学学術院の

原太一教授と矢野敏史助教の協力を得て行ったところ、オートファジーを活性化する DKP を 4 種

類、反対に抑制する DKP4 種類を見出した。また、その作用機序の解析から、オートファジーの主

要な制御に関わる mTORC1 キナーゼに依存しないシグナルを介してオートファジーを活性化して

いることが示唆された。詳細は、別途報告を予定している。 

 以上、非標準アミノ酸を任意に含み特殊構造を有する環状ジペプチドでは、遊離アミノ酸とは異

なる物性や構造特性に起因する多様な生物活性が期待でき、今後、具体的な評価系によって新たな

機能を有する環状ジペプチドである DKP や前年度報告した DKM（ジケトモルフォリン：ヒドロ

キシ酸とアミノ酸が縮合・環化した環状デプシペプチド）が見出されると考えている。こうしたア

ミノ酸誘導体やペプチドは、生体に取り込まれたタンパク質が分解されて生成し、生体内シグナル

として機能している可能性が高く、食と健康（生命維持）における新たなメカニズムの発見につな

がるように思う。 

 

2.5 麹菌の形態変化を指標とする AI 駆動型抗真菌剤スクリーニング 

既存の抗真菌剤における耐性菌出現に対し、新規作用機序を有する抗真菌剤の創出が強く求めら

れている。共同研究先の理化学研究所 CSRS では、薬剤が誘導する細胞形態変化をデータベース化

したモルフォベースを構築し、新規抗真菌剤や抗がん剤を見出している。そこで、人工知能で形態

を判別する第二世代モルフォベースを構築し、天然物スクリーニングへの適用を試みた。他の真菌

に比べ薬剤感受性が低い麹菌を被験菌とし、抗真菌薬を含む標的既知の化合物約 120 種類の麹菌へ

の生育阻害と形態変化を調べた。顕著な生育阻害が観察された化合物を作用機作ごとに分類し、そ

の代表的な化合物を種々の濃度で添加した時の麹菌の形態データ（数百万枚）を用いてデータベー

スを構築した。その結果、80%以上の精度で麹菌の形態から作用機作を類推できるようになった。

構築したデータベースを用いて、微生物培養エキス 6,418 種類を対象にスクリーニングを行ったと

ころ、一部の微生物培養エキスが標的既知化合物とは異なる特徴的な形態変化を伴い顕著な抗真菌

活性を示した。現在、当該微生物培養エキスからの形態変化の影響を及ぼす責任化合物の単離と同

定を鋭意検討している。 

従来の人間の目で判別していた微生物の形態変化を画像情報として蓄積し、その膨大な画像情報

から AI を用いて識別することが可能になった。極めて高精度で効率的な探索手法として進化して

おり、作用機序の異なる新規候補化合物が探索できるようになると期待している。詳細は別途報告

の予定である。 
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５． 研究活動の課題と展望 

“スマートバイオプロセス”は第一期を 2022 年度で終了するが、次年度以降は第二期として本

プロジェクト研究を継続する。これまでに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。バイオ研究を推進するた

めの解析ツールや技術開発の進展は著しく、人工知能との連携もあって研究の効率化やスピードア

ップが可能となっている。それらを適宜駆使しながら研究を推進していく予定である。一方、これ

までの研究を通して生命システムの緻密さとその裏に生物進化の原動力とも言うべき“ゆらぎ”の

存在を知ることができた。こうした生命システムの特性を知り、それを研究の考え方や具体的な技

術開発に活用することで、自然に摂理に沿った柔軟性のあるこれまでとは異なる革新的なバイオプ

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

益々大きくなってきている。地球上の生物の機能を潜在的な可能性も含めて最大限に活用し、究極

的なバイオプロセスを達成していくことが、本プロジェクト研究“スマートバイオプロセス”の目

指すものと位置付けて鋭意研究を推進していくつもりである。 
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