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はじめに

生化学や、有機合成化学の発展により、多くの生理活性化合物が分離

同定あるいは合成されるようになり、その立体構造と生理活性の関係が

次第に明らかにされつつある o その結果、化合物が不斉炭素を持つ場合、

その光学活性も生理活性に大きく関与する重要な因子と認識され、種々

の手法による光学活性化合物合成研究が広く行われている。光学活性化

合物の合成方法としては、立体構造による結晶性の違いを利用した優先

晶析法、不斉触媒を用いた不斉還元法、立体構造による反応性の違いを

利用した不斉合成法などがあるが、生体触媒を用いる方法は、最も有効

且つ現実的な手法の lっとして認識されつつある 1・12)。

微生物や酵素を利用して、アミノ酸、核酸、有機酸、抗生物質等を効

率よく生産することは古くから行われているが、近年、有機合成に微生

物や酵素反応を利用する研究が活発に行われている o 酵素反応の最大の

利点は、反応が立体選択的に進む点であり、不斉資化反応、酸化還元酵

素を用いる方法、脱ハロゲン酵素を用いる方法、加水分解酵素による不

斉加水分解反応などが工業レベルでも広く利用されている。

これらの中で、リバーゼ、エステラーゼ、プロテアーゼなどの加水分

解酵素によるエステル結合、アミド結合の加水分解反応は、もっとも多

く研究されている分野である。その特徴として、リサイクルの必要な補

酵素類を必要としない、市販されている酵素が多い、立体選択性に優れ

ている、基質特異性が比較的フレキシプルである、といった利点が挙げ

られる o エステラーゼはエステル結合を加水分解する酵素であり、動物、

植物、微生物に広く分布している 13)。真核生物由来のエステラーゼに比

べて微生物由来のエステラーゼに関する報告は少ないが、 Bai/lus属や、

Pseuぬmonmfluorescens ，それにAspe，噌illusniger由来の細胞内在型や分泌型エス

テラ}ゼが単離され、その酵素学的諸性質が報告されている 1仰}。

生物変換分野の研究の中で加水分解酵素を用いる内容は約 6割を占め

るといわれている。多くの研究結果が報告されている反面、実際に工業

化に至った例は意外に少ない。その代表的なものをTable1に示した21h

2 



Table 1. Top 10 optically active phannaceuticals I synthetic， optically active intennediate 

production; Fonnertechnology versus Newtechnology. 

Product Tu~n~ove~ ~ Synthetic Intermediate 
(mil.$，1992) 

Technology 
Former New 

1， Amoxicillin 

2， Ampicillin 

3， Captopril 

4， Enalapril 

2200 

2100 

2100 

2000 

5， Diltiazem 1800 

6， Lovastatin 1450 

H
o
s1倒
ぴγ
Ì(S~OH 

* 

O 

** 

7， Erythropoietin 1250 帥

8， Cefaclor 

9， Naproxen 

10， ceftriaxon 

1200 

1100 

900 

ぴγ
ζ。スIJ凶

* 

DR 

DR 

DR/B 

DR/B 

DR 

B 

DR 8 

DR 

DR 

DR 

DR/B/AS 

R

S

 

D
B
A
*
 合*

mil. $ 

Diastereomer resolution 
Biocatalysis (kinetic resolutionlasymmetric synthesis) 
Asymmetric synthesis 
No optically active， synthetic intermediate 
Fermentation product 
million dollars 
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化学企業にとっては、工業レベルで安価に大量生産されている汎用化

学品を原料として、より付加価値の高い製品群を生み出す技術開発は重

要である。、その lつの手段として、酵素または微生物反応の特徴を生か

しよ有機合成反応の効率の良さを組み合わせることにより目的化合物を

合成ずるプロセスは、合理的なものとなりうる。

工業レベルで大量生産されているアクリル系モノマーの微生物変換に

関して、メタクリル酸を原料とした光学活性s-ヒドロキシイソ酪酸

(HIBA)の合成技術が広く知られている(Fig.1)。これはパリンの代謝経

路にメタクリルコエンザイム-A (Co・A)があることに着目したもので、

s-水和が立体選択的に進む。 s-HIBAの代謝経路にある s-HIBAデヒドロ

ゲナーゼをプロックすることにより、光学活性トHIBAを蓄積させること

が可能である。微生物のスクリーニングや、プロックミュータントの単

離等により、十HIBAのD-体および、 L-体がともに生産可能となっている

14.15)。ちなみに、ある企業ではイソ酪酸(IBA)を原料としてD・s-HIBAを

工業生産することに成功している。

¥¥¥ 
lcooぷ，

PAMP JJJ冗I1P 問問isobutyricacid→ j 

ヤ~ OHC人coo

Fig~ 1. Synth田 isof opti伺 llyactive s-hydroxyisobutyric acidvia valine me励。lic

pathway. 

これらの光学活性十HIBAは、分子内に 2つの異なった官能基を持って

おり、その特性の違いを利用して種々の光学活性物質に誘導可能であり、

さまざまな用途が期待される。その一例として次のような用途が知られ
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ている。すなわち、 D・s-HIBAをクロルイソ酪酸クロリドとしたのち、ク

ロルイソ酪酸として水硫化ソーダ(NaHS)を用いてメルカプトイソ酪酸と

し、アセチル化することにより D・s-アセチルチオイソ酪酸(DAT)が得ら

れる o その後、酸クロライドを経てレプロリンを付加させ、脱アセチル

化することにより、カプトプリル(CAP)が合成可能である(Fig.2)24)0 

CAPは、代表的なアンギオテンシン変換酵素(ACE)阻害剤系の血圧降下

剤として、 1976年に米国スキプ社(現プリストルマイヤーズ・スキプ、

BMS社)によって開発された25，26)。上市以来、順調に売り上げを伸ばし、

売上高推定約1800億円の大型医薬品として成長した。

HO~COOH → CIJcOC1 → CIユCOOH →
p・s-HIBA) (D-s-(ごIBAchrolide) (D-s・CIBA)

HSJ
COOH

ー刊

(D-s・MIBA) (D-s-Acetyl血io包obutyricacid(D~匂) ρAT chrolide) 

…よcoo、
COOH → HsicoocooH

(Captopril) 

Fig. 2. Synthesis ofCaptopril from D・s-HIBA.

医薬品の薬理活性は分子内の不斉炭素の立体配置に起因していること

が多く、 CAPの場合も L・プロリンと D・s-メルカプトイソ酪酸がアミド結

合した比較的簡単な化学構造を有しているが、 s-メルカプトイソ酪酸骨

格のα位のメチル基がD配置であることがきわめて重要である o Table 2は、

ウサギ肺の血圧上昇ペプチドホルモンの合成酵素(ACE-II)に対する阻害

注)Fig. 2.において、本来は(RS)表示を用いるべきであるが、目的化合物はペプチ

ドのアナログであり、非天然骨格であることを表すため、 DL表示を用いた。
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活性を比較したものである o このメチル基の立体配置がL-配置 (R-体)

のものは、 D-配置 (s-体)のものに比較して、 ACE阻害活性が1/100以

下である向。

Table 2. IC!i) of Each Diastereomer. 

No. 

5014，225 
(CAP) 

5014，534 

Chemical Formula 

HS.よ、COOH

竺COt5
HS. ;....、COOH
γCO

o 
* ICso for rabbit lung ACE. 

IC50 (μM)* 

0.023 

2.4 

CAP合成法として、古くからメタクリル酸にチオ酢酸を付加させたラセ

ミ体のs-アセチルチオイソ酪酸をL・プロリンと反応させて得られるアミ

ド体ジアステレオマーを、シクロヘキシルアミンの塩として光学分割し

た後、脱アセチルする方法が知られている 28)。しかしながら、ジアステ

レオマーの光学分割法では、目的物である化合物の対掌体が必然的に不

要物として副生するため、必ずしも経済的な方法とは言いがたい。一般

に、 CAPのように複数の不斉炭素を有する化合物を合成する場合、それ

ぞれの不斉炭素部分に対応する光学活性体をキラルシントンとして用い

る方法が効率的である。 CAPの場合、 L・プロリンとD・s-置換イソ酪酸が

これに相当するが、 L-プロリンは、すでにアミノ酸の 1っとして製法が

確立しており、 D・s-置換イソ酪酸の製法開発が医薬中間体メーカーの目

標となる。

従来のD-s-置換イソ酪酸合成法として、ラセミ体s-アシルチオイソ酪

酸を光学活性アミンを用いて光学分割する方法29)、前述の光学活性トヒ

ドロキシイソ酪酸より誘導する方法24)、光学活性s-ハロイソ酪酸より誘

導する方法等が報告されている 30)。

Sakimaeらは、 D-s-置換イソ酪酸の新規合成ルートとしてメタクリル酸
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メチル(MMA)とチオ酢酸から容易に合成できるラセミ体s-アセチルチオ

イソ酪酸メチル (OL・エステル)の酵素による光学分割法を開発した31・34)。

本研究では、自然界よりエステラーゼ生産菌として新規に単離された

Pseudomonas putida MR・2068株から本酵素遺伝子をクローニング後、組

換え技術を用いて大量生産させ、酵素学的諸性質について調べた o さら

に、エステラーゼ遺伝子を導入した工業生産菌を分子育種することによ

り、それを利用したエステラーゼ応用技術開発について述べる o
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第 l章 Pseudomonas putida MR・2068が生産する

エステラーゼ遺伝子のクローニングと遺伝子解析

著者と同じ研究グルーフ。のSakimaeらは、十アセチルチオイソ酪酸メチ

Jレ(DL・エステル)のD・体のメチルエステルを酵素的に不斉加水分解して

DATに変換する酵素反応を開発した (Fig.3)。

ーいふ

i
A
 

+ 

『ヨcemization
CH':tCOS‘/-... 

困、." -COOCH3 

(un陪 actedester) 

F i g. 3. N ew Synthetic route of DAT. 

DL・エステルは、工業的に大量生産されている安価なメタクリル酸メチ

ルとチオ酢酸から容易に合成できる o 副生するL-s-アセチルチオイソ酪

酸メチルは、化学的にラセミ化して原料のDL-エステルとして回収可能で

ある。 DL・エステルは、分子内にメチルエステル基だけでなく、加水分解

を受けやすいアセチルチオエステル基も有する o そのため、チオエステ

ル基には作用せず、 D-体のメチルエステル基のみを選択的に加水分解す

るエステラーゼの開発がターゲットとなる。これまでに市販されている

酵素ならぴに既存のエステラーゼ生産菌についてその酵素活性を調べて

みた (Table3)。

Sakimaeらは、土壌からエステラーゼを産生する細菌を分離し、それを

Pseudomonas putidaと同定した (Table4) 0 本菌株 (P.putida MR・2068

と命名)の生産するエステラーゼは、高い光学純度のDATを与える工業

的に有用な酵素であった。また、これまでに得られたエステラーゼと比

較してはるかに高い耐熱性を示した。

一般に工業的に酵素を利用する場合、耐熱性酵素には多くの利点が期

待できる。 35，36)しかしながら、 MR・2068株における酵素産生量はごく微
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Table 3. Optical purities ofDAT produced by some strains 

Microorganisms 
Genera Species 

Agrobacterium radiobacter 
Agrobacterium tum宅faciens
Cel/u/omonas jlavigena 
Brevibacterium linens 
Enterobacter c/oacae 
Pseudomonas 0羽'a1is
Pseudomonas ova1is 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas jluorescens 
Pseudomon四!sjluo陀 scens
Pseudomon四sjluorescens 
Pseudomonas schuy/killiensis 
Rhodococcus erythropo1is 
Toluropsis gropengieseri 

Strains 
Number 

IFO 12607 
IAM 1037 
ATCC 484 
ATCC 8377 
IAM 1624 
IAM 1049 
IAM 1153 
IFO 3738 
IFO 12996 
IFO 3081 
IFO 12055 
IFO 12180 
IAM 1008 
IFO 12538 
IFO 0659 

Optical Purity 
ofDAT(%e.e.) 

90.8 
74.6 
91.9 
75.0 
91.6 
80.0 
86.4 
90.0 
96.5 
97.0 
96.0 
95.8 
90.6 
93.9 
90.4 

Table 4. Morphological and physiological characteristics of strain， ~依・2068

Mornholo!!ical characteristics 

Rods (0.35・0.5x 1.5・3.0μm)，non pleomorphic， motile (polar 
flagella， 2く)， Gram-negative， non spo問 forming.

Phvsiolo!!ical characteristics 

(1) 0・Ftest， oxidative 
(2) . Catalase reaction， positive 
(3) Oxidase reaction， positive 
(4) Urease reaction， positive 
(5) Denitrification， negative 
(6) Indole， not produced 
(ηCitrate， utilized 
(8) Gro吋 at41 oC， negative 
(9) Phenylalanine 白aminasereaction， negative 
(10) Arginine dihydrolase， positive 
(11) Lysine decarboxylase reaction， positive 
(12) Gelatin liquefaction， negative 
(13) Water-soluble pigments， produced 
(14) Fluorescent pigment， positive 
(15) Acid production企omsugar D-glucose， positive; D-xylose， 

positive; sucrose，negative; maltose， negative; D-manniω1， 
negative; lactose. negative 
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量であったことから、エステラーゼの酵素学的諸性質は十分に解析され

ていなかった。また、酵素の供給源としての工業的使用にあたって酵素

活性の高い菌株の育種が望まれる o それ故、本研究では、先ず、遺伝子

操作法によるエステラーゼ高活性菌株の分子育種を目的として、 P.putida

MR・2068株を遺伝子供与体として大腸菌の宿主ーベクター系を用いたエ

ステラーゼ遺伝子のショットガンクローニングを試みた。

第 l節 Pseudomonasputid，αMR・2068が生産するエステラーゼ遺伝子

のクローニング

P. putid，αMR・2068株をLB培地で培養し、遠心分離により集菌した o

染色体DNAの調製は、 Marmurらの方法37)~こ従った。

得られた染色体DNAをEcoRIで、部分消化した o 大腸菌プラスミドベ

クターpUC19をEcoRIで完全消化した後、フォスファターゼで処理し、

脱リン酸化をした。これらのDNA溶液をT4DNAリガーゼを用いてライ

ゲーション反応を行い、大腸菌JM109株のコンペテントセルに導入した。

得られた組換えプラスミドをX-gal，IPTG， ampicillin (実験の部参照)を

含むLBプレ}トに接種し、約1000株の形質転換体を得た。

酵素反応の基質となる DL-エステルを加水分解するとカルボン酸を生

成する結果、 pH変化を生じる。そこで、 pH指示薬による検出が可能とな

ることから、基質溶液 (0.1% DL・エステル、 0.01%プロムクレゾーjレバー

プルを50mMTris/HCl(pH7. 5)バッファーに溶解したもの)をしみこませ

たろ紙に形質転換体のコロニーをレプリカし、 37
0

Cにて静置した。 1時

間後、コロニー周辺に色調変化を生じさせた株をエステラーゼ活性株と

し、保存した (Fig.4) 0 得られたエステラーゼ活性株よりプラスミドを

抽出し、その制限酵素切断地図を作成したところ、約8kbの親株由来

EcoRI DNA断片が挿入されていた38)。そこで、このプラスミドをpPE101

と命名した o さらに、挿入断片のdeletionmutantを作成し、エステラーゼ

活性を確認したところ、エステラーゼ遺伝子は約1.1kbのPstl-ClaI断片

中に存在することがわかった (Fig.5)。
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Fig. 4. Screening of esterase positive c1one. 

A Fi1ter paper was soaked in a solution of 
0.1 % of DL-ester， 
0.01 % of Bromocresolpu中le，
in 50 mM Tris/HCI (pH 7.5) 
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EcoRI 

Eco RI digestion 

pUC19 Sma 1 digestio.n 

maI 

PstI 

P.putida民銀・2068
chromosomal DNA 
partially digested with Eco RI 

EcoRI 

EcoRI" 

pPEI0l 
10.80 kb 

Sma 1 digestion 

SmaI 

SmaI 

ligation 

pUC 19 Pst 1 / Acc 1 digestion 

Pst 1 / Cla 1 digestion 

ligation 

Derived仕'om
pUC19 

PstI 

Derived合'om
P.putitお

Acc 11 Cla 1 

ー・・・:DNA fragment fromP. putida MR:・2068.

Fig. 5. Cloning of esterase gene of P. pu#ぬMR:・2068.
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第 2節 エステラーゼ遺伝子の塩基配列の解析

pPE117に含まれる P.putida MR・2068の染色体 DNA由来の断片を含

む約1.3kbのDNA塩基配列を決定した (Fig.6) 0 D N Aシークエンスに

あたっては、挿入DNAをmp18またはmp19にサプクローニングしたも

のから一本鎖ファージを調製し問、 dideoxychain termination法によって

決定した (Fig.7) 40)0 

100bp 

L-.I 

C Sp Sa Ba Bs N B9 P 

ー

E ' P A E 
少'

‘ " -E " 
4‘ ~ .. 

" ~ 
4‘ " “ " ‘ " 4‘ 

Ba : Ba/l B9 :Bg/lI Bs: Bst EII C: Cla 1 Sp :Sph 1 
E : Eco0109 1 N :N∞ P :Pst 1 Sa :Sa/l 

Fi g. 6. Sequencing strategies. 

約1.3kbのDNA断片の塩基配列を決定した結果、 277アミノ酸残基より

なるOpenReading Frame (ORF)が見いだされた o 本遺伝子は、 ATGを開

始コドンとし、 TGAを終始コドンとする 831bpから構成されていた o

DNA塩基配列から推定されるエステラーゼ蛋白質の分子量は、 30，184で

あり、精製酵素のSDS-PAGEの結果(約30，000)とほぼ一致した D また、 N

末のアミノ酸配列(7アミノ酸残基)も精製酵素のそれと完全に一致し

たが、開始コドンに相当するメチオニンは欠落していた D これは、大腸

菌のデフォルミラーゼとメチオニンアミノベプチダーゼの作用によるも

13 



10 20 30 40 50 60 

CCα3GGCα3TGAGαJA:τ'GCCATCCτ'CGGTGACGACGACCTGCτロGCGCTATATCAAGGCA
70 80 90 100 110 120 

TCGACAAα3GCCG司 TCCCCGGTGGCGACCI'GCTGGCCGCACCGC"l'GGA1¥GCCG

130 140 150 160 170 180 

AGGCσ限在日CGGAT<犯G伺 AC四 国CC'lU沼田αヨ閣CAC伊 αl'CCT即時ジ句G型

190 200 210 220 230 240 

GOOCAGGCに氾GAAGCAτI3GTGCAAGCCCACTGCAGTG_~渓江~CCACAAATTCα3GCGCC

250 260 270 280 290 300 

AÞ.G~且AAττ:CCTCCTA'ITCTCAATAGCτ'CACτTCGCTτ'CCT'GCACAC~CCCGAC

310 320 330 340 350 360 

CATGAGCT1¥:τGTAACCACGAAGGAα3GCGTACAGAτ'CTTCTACAAGGACT沼OOGCCC氾α3

MetSerTvr泊lThr'Ih泊四Asn~lyValGlnIlePhe'可rLysAsp'l'rpGlyProArヲ

370 380 390 400 410 420 

CGATGCGCCGGTCT.TCCAC'ITCCACCACGGCTGGCα3CTCAGTGCCGAα:;ACl'GGGAα3c 

AspA1aProVa1IleHisPheHisHisGlyTrpProLeUSerA1aA呼AspTrpAspA1a
430 440 450 460 470 480 

~τ官官四刀:TCCTα3CCChα3GTTACCGCGTGGT叩CCCAα:;ACCGα弐zα3GCCA

GlnMe江副PhePhel剖A1aHisGlyTyrA唱えlalValAl必tisA勾 k悼rg叫がtis
490 500 510 520 530 540 

TGGCCGCτ'CCAGCCAGGT且:rGGGAα3GCChCGACAτOOACCACTACGCα:;AαJACGTJ¥GC

GlyArgSerSerGlnValτ苫pAspGlyHisAspMetAspHisTyrA1~Va1A1a

550 560 570 580 590 600 

CGCAGτ'GGI'GGCCCACCTOOGCAττ'CAGGGCGCCGTGCATGT<沼GCCACτ主主訟は氾eTGG

且 aVa1ValAlaHisLe咽lyIl凶lnGly.叫aVaIHisVa出lvHisSerl't凶lvtly
610 620 630 640 650 660 

CGGTGAGGTGGTGαzσrAC1¥:τロGCCCGACACCCTGCAGACAAGGTGGCGTGCT

GlyGluValValArgτγ泊1etA1aArgHisProA1aAspLysValAlaLysAlaVa1Leu
670 680 690 700 710 720 

G1¥:τ'CGCCGCCGTACCGCCGTTGA'IロGτ'GCAGACτ'CCCGATAATCCCGGτロGCCTGCCCAA
IleAlaAlaValProProL出 MetValGlnThrProAspAsnProGlyGlyLeuProLys

730 740 750 760 770 780 

ATCCGT'ITTCGACGGCττ'CCAGGCCCAGGτ'CGCCAGCAAC氾泡CGCGCAGTl'CTACCGGGA

Se四 alPheAspGlyPheGlnA1aGlnValAlaSerAsnArgA1aGlnPheTyrArgAsp
790 800 810 820 830 840 

t沼古3CCGGCAGGGCCG'ITCACGGCTACAACCGCCCCGG'IロrCGACGCCAGα3J¥AGGCAT

ValProA1aGlyProPheTy.rGlyTyrAsnArgProGlyValAspA1aSerGluGlylle 
850 860 870 880 890 900 

C1¥:rCGGCAACτロGTGGCGCCAGGGCAτロAτ'CGGTAGCGCCAAGGCCC1¥:'ITACG1¥:I'GGCAT

IleGlyAsnTrpTrpA勾 GlnGlyMetlleGly.SerA1aLysA1aHisTyrA時出31yIle
910 920 930 940 950 960 

CGTGGCGTτττ:CCCAGACα3ACTTCACCG1lAGACC'I'GAAGGGCATTACCCAGCCGGTGCT 

ValAlaPheSerGln:百u-AspPhe閣官包luAspLeuLysGlylle官lrGlnPr<コ，Va1Leu
970 980 990 1000 1010 1020 

GGTGA'I也CATGGCGACGAα:;ACCAGAτ'CGTGCCGT1¥:I'GAGAACTCCGGGCTGC'I'C主roぉc
VaIMetHisGlyAspAspAspGlnIleValP吋町rGluAsnSerGlyLeuI卓USerA1a

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

CAAGCτ'GCTGCCCA1¥:IロGCACACτ沼AAGACCTACCJ¥GGGCTACCCGCA'I沼GCAT沼CCGAC

LysLe叫.euProAsnGly宮古Le凶戸ThrTyrGlnGl戸'yrProHis叫が.fetP:回目r
1090 1100 1110 1120 1130 1140 

CACCC1¥:τロCCG1¥:τ百 四TCAA

ττ'CATCGAT 

Fig.7. Nucleotide and deduced amino acid sequenc邸 ofthe郎防部e

Underline; amino acid sequence which was confirmed by the sequen印 ofthe
purified esteraSe. 

Broken line; putative promoter. 
Double line; potential SD-sequence. 
Box; putative active center.ザ

Converting arrows; inverted repeats. 
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のと思われる 41.42)。構造遺伝子の上流には7bpの間隔を置いて、大腸菌

と同様のSD配列(AGGAGA)が存在し43)、遺伝子の下流にはターミネーター

と思われる invertedrepeatが確認された。また、構造遺伝子の上流には

プロモーターと思われる配列が存在したが、大腸菌中での遺伝子発現は

ベクターへの遺伝子断片の挿入方向に左右されるため、大腸菌中ではプ

ロモーターとしてはほとんど機能していないものと思われる o したがっ

て、大腸菌中での発現は、ベクター由来のlacUV5プロモーターよりの

read throughによるものと思われた。 ORF中のG+C含量は64.3%であり、

コドンのthirdpos itionがGまたはCである確率は89%であった o この結果

はPseudomonas属の典型的な遺伝子の塩基配列のパターンと一致してい

るo

pPE115→ 
10 20 

wエ革担α:mG閤α;A'IGα~

Sma 1 

70 80 

30 4~ ~5o 60 
1'7¥ rY"'I'7¥ r'V"I'TT"'t庁W 明'rr"円IATA'ICAT1沼也

Inverted repeat 1 

90 100 、 110120

130 140 150 160 

Inverted repeat 2 

170 180 

Mぉα.:IOOIAα主主主τGα主主旦αEαま~

pPE117→ 

190 200 210 220 

003αEロα工詔A凶 αz
PstI ・35

270 280 

310 

α立S
Start codon 

Free energy; Inverted repeat 1 ;・12.3kl回lImol

Inverted repeat 2 ;・23.8kca1lmol 

230 240 

a"JX:ロぉα主主

290 300 

SD sequence 

Fig. 8. Sequence analysis ofuntranslated region. 

次に、 pPE115の210bp Sma I-Pst 1断片を欠失したpPE117を作成した

15 



(Fig. 8)。ちなみに、ベクター由来のlacUV5プロモーターよりスタートコ

ドンまでの間隔は、それぞれ302bpおよび92bpであったo これらのプラ

スミドをE.co/i JMl 09に導入し、エステラーゼ活性を測定したところ、

pPEll5プラスミドの場合と比べ、 100倍程度本酵素活性が向上した o 欠

失した210bpフラグメント中には安定したヘアピン構造を取りうる

inverted repeatが2つ存在し、自由エネルギーはそれぞれ・23.8kca1/mol 

および・12.3kca1/molである 44)。これらの領域を取り除くことにより、遺

伝子発現の効率が向上したものと推定された。 mRNAの二次構造がその

安定性及ぴ遺伝子発現構造に影響を及ぼすことはよく知られているが

4S・48)、これらの配列が、実際にinvivoで生理的機能を持っているかどう

かは不明である。 MR・2068株、宿主大腸菌および各種プラスミドを導入

した大腸菌のエステラーゼ活性をTable5にて比較したo

Table 5. Esterase Acti吋tyof Each Strain 

Strain 

P.putida乱1R・2068

Ecoli品1109

E.ωli品1109/pPE 10 1 

E.coli品1109/pPE 115 

E.coli品1109/pPE 117 

Esterase activity (U)* 

0.267 

0 

0.462 

0.534 

55.5 

事Esteraseactiviti回 weremeasured as d田 cribedpreviously. 

U; units =μmole / min / mg dry cell. 
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第 3節考察

これまでに知られている微生物由来のエステラーゼは、セリン残基を

活性中心に持つセリンプロテアーゼファミリーに属するものが多い。こ

れらの酵素は、活性中心にGly・X-Ser-X-Glyという保存された配列を持

つことが知られている (Table6)49)。本酵素遺伝子の塩基配列から推定さ

れたタンパク質のアミノ酸配列中にもこの保存配列が存在することから、

セリン97が本酵素の活性中心であるかも知れないo

Table 6. A conserved sequence among lipolytic enzymes. 

Lipase Substrate binding site 

Microorganisms 

Pseudomonas fragi 

Stap砂lococcusaureus 

Staphylococcus hyicus 

Rhizomucor miehei 

Pseu，ぬmo.附 j1uorescens

Pseudomonas putida ~但R・2068

Animals 

Rat hepatic lipase 

Human hepatic lipase 

Bovine lipopro旬in1ipase 

Porcine pancreatic lipase 

Human 1ipoprotein lipase 

7~ミVNL~盃週A86

40~VHLV匝函宣þ415

362pVHF極函画3

137KVAV1函豆忌

1も礼VS匝豆盈209

'GAVHV匝亙訟10。

14<XVHL長室~15。

13泊VHL極豆~148

127.肝 HLI雇豆亘A1

14~電車通

1刊羽田亙室田A135

興味深いことに、本遺伝子のDNA塩基配列のホモロジー検索の結果、

P. putid，αMR・2068由来のエステラーゼは、 Pseudomonaspyrrociniaの生

産する chloroperoxidase(CPO)とアミノ酸レベルで約70%という非常に高

いホモロジーを示した(Fig.9)50)。ちなみに、 P.pyrrociniaは、含ハロゲ

17 



[GENETYX Amino Acid Sequence Homology Data ] 

1st Amino Acid Sequence 
File Name B:ESTAA.PTN 
Sequence Size 277 

2nd Amino Acid Sequence 
File Name B:CPO-P.NUC 
Sequence Size ~ 278 

Unit Size to compare = 2 

Homology Score 1048 
[70.1% / 278aa] 

l' MSYVTTKDGVQIFYKDWGPRDAPVIHFHHGWPLSADDWDAQMLFFLAHGYRVVAHDRRGH 
*.本*****.*.********.**. * ****本*本*.**********...****.*******

1" MPYVTTKDNVEIFYKDWGPKDAQPIVFHHGWPLSGDDWDAQMLFFVQKGYRVIAHDRRGH 

61' GRSSQVWDGHDMDHYADDVAAVVAHLGIQGAVHVGHSTGGGEVVRYMARH--PADKVAKA 
***.*キ *****本本**.*. 本*本. *.... *本*-*本*****本本 **.*.* **..*本**

61" GRSAQVSDGHDMDHYAADAFAVVEALDLRNAVHIGHSTGGGEVARYVAKHGQPAGRVAKA 

119' VLlAAVPPLMVQTPDNPGGLPKSVFDGFQAQVASNRAQFYRDVPAGPFYGYNRPGVDASE 
*本..******..* .*本.*** .本本***. . .*.***牢*. *本*.*****.**.本.. . 

121・・ VLVSAVPPLMLKTESNPEGLPIEVFDGFRKALADNRAQFFLDVPTGPFYGFNRAGATVHQ 

179' GIIGNWWRQGMIGSAKAHYDGIVAFSQTDFTEDLKGITQPVLVMHGDDDQIVPYENSGLL 
*-* ******* ****本****本***キキキ**キ*-** *-**-**本牢*牢キヰ 牟

181" GVIRNWWRQGMEGSAKAHYDGIKAFSETDQTEDLKSITVPTLVLHGEDDQIVPIADAALK 

239' SAKLLPNGTLKTYQGYPHGMPTTHADVINADLLAFIRSX 
* 本本牢.*******.**.*** *..***.***本***.

241" SIKLLQNGTLKTYPGYSHGMLTVNADVLNADLLAFVQA 

F i g. 9. Amino acid sequence homology between esterase and CPO-P. 
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ン抗生物質であるピロールニトリンの生産菌であり、 CPOはその生合成

経路におけるハロゲン化に関与しているとされている 51，52)。

CI 

N 
H 

CI 

F i g. 1 O. Chemical formula of pyrrolnitrine. 

自然界におけるハロゲンの有機化合物への導入は、過酸化水素に依存

することが知られており、この反応に関与する酵素はハロパーオキシダー

ゼと呼ばれ、次の反応、を触媒する。

2AH + 2 X・+ H202 >- 2 AX + 2 H20 

( A; Nucleophile ， X; Halide ion ) 

酵素として分類の異なる酸化還元酵素と加水分解酵素が高い相向性を

示すことは興味深いo
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第 2章 エステラーゼの精製と性質

第 1節 組換え大腸菌を用いたエステラーゼの精製

E. co/i C600/pPE 117を50μg/mlのampicillinを含むLB培地で培養し、

得られた菌体より無細胞抽出液を調製した。無細胞抽出液より、硫酸ア

ンモニウム(硫安)沈殿、 DEAES ephadex A・25カラムクロマトグラフ

(Fig. 10)、SephadexG・100カラム (fig.11)によるゲルろ過により、電気

泳動的に単一バンドとなるまで精製した D 各ステップの精製収率及ぴ比

活性はTable7に示した D

Table 7. Purification ofEsterase from RecombinantE. coli . 

Step Tota1 protein Tota1 activity Specific activity Yield Fold 

(mg) 何)* (U/mg) 。も)

Cell-free駆回ct 1400 79800 57 100 1 

Ammonium sulfate 660 49500 75 62 1.3 

preαpl飽.tion

DEAE-Sephadex A・50 320 48800 160 61 2.7 

SephadexG・100 210 45500 220 57 3.8 

* u=μmole Imin Img protein 

第 2節 エステラーゼの諸性質

1 )分子量及び等電点

精製酵素のゲルろ過による分子量は約57，000、SDS・PAGEによる分子

量は約30，000であることから本酵素は二量体である可能性が高い(Fig.

12)。

また、本酵素は等電点電気泳動の結果、約3.9の pI値を示した(Fig.

12)。
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A 
M.W. 

94，000 
67，000 
43，000 

30，000 

20，100 

14，400 

c 
106 

$ 

~ 105 

104 

17 

B 
pH 1 2 

2 
9.30 

8.15 

7.25 

6.55 

5.85 

5.20 

4.55 

3.50 

18 19 20 21 22 
Elution volume (ml) 

Fig.12. SDS・PAGE(A)， IEF・PAGE(B) and gel permeation (C) ofthe purified esterase. 
(A) Purified esterase was analyzed by SDS-PAGE (20% gel). 

Lane 1， molecular weight markers; lane 2， purified esterase. 
(B) Purified est町asewas subjected to a PhastGel IEF 3-9， usi昭 PhastSystem

(Pharmacia). Lane 1， pI marker proteins; lane 2， purified esterase. 
(C)Es出nationofam伽 ularweight of the purified倒 erasewas done by HPLC gel 

f印il出ltra凶捌tio∞nwit也hT百SK-g伊斜elGω40∞O∞OωSWandG臼3叩300∞O∞OωSWc∞olu町um江mn阻ns(σ7.8x450mm吋)t伽a鉱組n蜘d
connected w切it血heach other i泊nO.2Mph加10S叩pha悶at旬eb加ufi町feぽr(⑪pH6.8め)a低taflow r.悶at恰eof
1mlν/min，o ; marker proteins，・;esterase. 
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2) N末端アミノ酸配列の決定

精製酵素のアミノ末端配列を自動プロテインシークエンサーにて

Ser-Tyr-Val・Thr-Thr-Lys-Aspと決定した。

この結果は、クローン化したエステラーゼ遺伝子の塩基配列より推測

されるアミノ酸配列のN末端と完全に一致した。

3 )至適pH及びpH安定'性

本酵素反応における至適pHは6--7の中性領域であった(Fig.13)。

4 )至適温度及ぴ熱安定性

本酵素の反応至適温度は70.Cであった。また、 60'c、 1時間の熱処

理をしてもほとんど酵素活性は保存されていた(Fig.14)。

5 )各種化学物質の酵素活性に及ぼす影響

EDTAの存在は酵素活性に影響を与えなかった。また、本酵素はSDS，

LBSなどの界面活性剤存在下でも安定であった。 Table8に示したように、

酵素活性が100%を超えるのはエステルの相溶性のためと思われる o ま

た、メタノールやTetrahydrofuran(THF)などの水溶性溶媒中ではその活

性が著しく阻害された(Table8)。

Diisopropyl fluorophosphate(DFP)の酵素活性に及ぼす影響を調べた o

即ち、酵素溶液に1mMのDFPを添加し、室温で1時間処理した結果、本

酵素活性は、ほとんど阻害されなかった。

6 )各種金属イオンの酵素活性に及ぼす影響

本酵素は、試験したほとんどの金属イオン存在下での著しい阻害は認

められなかった(Table9)。

7 )基質特異性について

本酵素の各種エステルに対する基質特異性を調べた。基質となるのは

比較的鎖長の短い脂肪族カルポン酸のメチルエステルにほぼ限定される
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Fig. 13. Effects of pH on the esterase acti吋tyand s旬.bility.
(A):Effects of pH on the esterase activity were me邸 ured.
Standardぉsayconditions were used except for也ebu偽 r，
for which Mcllvaine buffer (pH3.0・7.5)(0)and Tris/HCl bu宜er
(pH 7.0-9.0)(・)wereused. 
(B):Effects of pH on the esterase stability were me出町ed.
τbe remaining esterase activity was assayed under the standard 
conditions after incubating血eenzyme solution in buffer solutions 
described above at 4 oC for 24 h. 
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Fig. 14. Effects oftemperature on the esterase activity and 

stability. 

(A):E首ectsof temperature on the esterase activity were me翻 rred.

Standardぉsayconditions were used except for temperature. 

(B): Effects oftemperature on the esterase stability were 
measured. 

百leremaining esterase activity was assayed under the standard 

conditions after incubating血eenzyme solution at various 

temperatures shown in the figure for 1 h. 
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Relative activity (%) 

98 

124 

117 

110 

113 

92 

113 

111 

4 

25 

10 

15 

0 

44 

None 100 

The esterase activity w出 detenninedin the standard錨 saymixture supplemented with various 

compounds at a concentration indicated and expressed as a percentage ofthe activity relative to也低

Table 8. Effects ofvarious reagents on the esterase activity. 

R.eagents Concentration (%) 

Sodium dod邸 ylsulfate 0.4 

Laurylbenzenesulfate 0.4 

Te回 .-n-butylammonium bromide 0.4 

Sodium cholate 0.4 

Sodium deoxycholate 0.4 

Sorbitan monostearate 0.4 

Tween80 0.4 

Triton X-l 00 0.4 

EのH 50 

MeOH 50 

Acetone 50 

DMF 50 

THF 50 

t-BuOH 50 

in the absence of the∞mpounds. 

Table 9. Effects ofmetal ions on the esterase activity本.

Metal salt Relative activi勿(%)

KCl 94 

-
L
3
L
L，

a
q
q
q
l
b
 

£

α
α
c
c
凶

市

民

α

N

h

M

G

G

M

G

M

M

 

9

1

5

2

3

4

0

9

7

 

0
ノ

ヴ

，

r
O
Q
J

司
I

司
I

n

u

Q

J

Q

J

唱
E
E
-
-

ZnS04 93 

CdC~ 106 

SnC12 113 

None 100 

* Esterase activities were assayed under the standard conditions containing 1 mM metal salts as 

final concentration and expressed as a percentage of the activity level in the absence of the metal 

salts. 
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ことがわかった(Table10)。

Table 10. Substrate specificity ofthe esterase. 

Substrates Relative activity (%) 

Me曲折a回旬鈴 105 

Methylpropionate 123 

Methy lbutyrate 46 

Methylcaproate 65 

Methylcaplyrate 57 

Methyldecanoate 7 

Me也yllaurヨ旬 。
Triacetin 。
Phenylacetate 。
Methylbenzoate 。
n-Propylacetate 。
Methylla伽.te 103 

Methylmethacryrate 55 

Ethylmethacryrate 。
Methyl DL-s-acetylthioisobutyrate 100 

百le郎防部e配 tivitywas determined in也estandardωsaymlX旬re∞n旬iningDL・田町

or varlOUS回 tersindiω.ted at a ∞ncentration of 50 m悶組dexpressed出 apercentage 

伽.tof也ereference ester例ethylDL-s-ace勿lthioisobutyrate)旬kenぉ 100%.

8) kinetics 

DL・エステルに対するエステラーゼ活性のKm及びVmaxを測定した D 測定

方法は、 Michaelis・Menten法に従った oKmは9.52mMであり、 Vmaxは

0.238μmol/min/μg proteinであった(Fig.15)。
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Fig. 15. Kinetics s加dyof esterase activity. 

9 )ハロパーオキシダーゼ活性について

40 50 

本酵素は、エステラーゼ活性を指標に解析を進めてきた酵素であるが、

第 1章に述べたように、アミノ酸配列の解析結果、ハロパーオキシダー

ゼと高い相向性を示すことが明らかとなったo そこで、精製酵素を用い

てハロパーオキシダーゼ活性を測定した D 測定方法は、モノクロロジメ

ドン(MCD)を用いたアッセイ法に従った o 53} 

CI ‘ CI 
O ‘ X _0 

KCI，H202_ 1 r 
CPO >c 

Fig. 16. Haloperoxidase assay with Monochlorodimedone. 
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本酵素はMCDのクロル化活性はなかったが、 NaBrを基質としてプロム

化を触媒することがわかった(Fig.17}o NaBrによるMCDのプロム化活性

は、 3.2units/mg proteinであり、 NaBrに対するKm値は， 118mMであった

(Fig. 18)。
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0.9 。
CJ) 
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Fig. 1 7. Haloperoxidase activity ofthe esterase. 
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10 
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Fig. 18. Km ofha1operoxidase activity for NaBr. 
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1 0)ハロパーオキシダーゼ活性の至適 pH

ハロパーオキシダーゼ活性の至適 pHはpH4.8付近であることがわかっ

た(Fig.19)。

100 

(ポ 80 
、同圃... 

.〉5、60 
喝EE固S2 圃.

.Eq3 40 
ai 
Q) 

匡

20 

O 

3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 
pH 

Fig. 19. Effects ofpH on haloperoxidase activity. 

1 1 )ハロパーオキシダ}ゼ活性及びエステラーゼ活性の熱失活につ

いて

2種類の酵素活性が lつの酵素タンパクに由来することを証明する場

合、両酵素活性の熱失活プロフィールが重要である。そこで、 750C処理

による酵素活性の失活を測定した。その結果、エステラーゼ活性、ハロ

パーオキシダーゼ活性ともにほぼ同様の失活プロフィールを示した(Fig.

20)。従って両酵素活性は lつの酵素タンパクに由来すると結論した。
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1 2)各種阻害剤のハロパーオキシダーゼ活性に及ぼす影響

10μMKCN存在下で酵素活性を測定したところ、ハロパーオキシダー

ゼ活性は約50%阻害されたo 同様に0.18mMKF存在下では、約75%阻

害された o また、 10μMDAT存在下では、約80%阻害された o
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第3節 考察

本酵素は、エステル不斉加水分解酵素として自然界から単離した酵

素であり、その諸性質よりセリンエステラーゼファミリーの 1つである

カルボキシルエステラーゼ(EC.3. 1 . 1. 1)であると推定される o これまで

に知られている多くのプロテアーゼ、リバーゼ、エステラーゼと同様に、

アミド結合またはエステル結合の加水分解点として求核アミノ酸残基と

してのセリン、酸性アミノ酸残基としてのアスパラギン酸またはグルタ

ミン酸、ヒスチジンよりなる catalytictriadを活性中心とすることが特徴

であり、その活性中心であるセリン残基周辺にはGly・X-Ser-X-Glyといっ

た共通保存配列が存在する。本酵素にもセリン97 (N末端から 97番目の

セリン残基)付近にこの配列が存在することから、本酵素が典型的なセ

リンエステラーゼであり、セリン残基の水酸基の求核攻撃によりエステ

ル結合が加水分解されるものと推測される o セリンエステラーゼは、

DFPなどの有機リン化合物により著しく阻害されることが知られている o

しかしながら、本エステラーゼは、 DFP処理によりほとんど失活しなかっ

たo これは、第 4章で述べるように酵素の活性中心領域がrigidな構造を

持つため、活性中心であるセリンがDFPによりマスクされないためでは

ないかと思われる。

本エステラーゼは中性~弱アルカリ付近に至適pHを持ち、中性領域で

安定であった。反応至適温度は60--70tであり、中温菌由来の酵素であ

るが高い耐熱性を持つ点が興味深い。基質となるエステルは、比較的鎖

長の短い脂肪族カルボン酸のメチルエステルにほぼ限定されるため、酵

素の分類上、カルポキシルエステラーゼ (EC3.1. 1. 1)と思われる o

遺伝子のDNA塩基配列より推測されるアミノ酸配列は、 P.pyrrocinia 

ATCC15958由来のクロルパーオキシダーゼとアミノ酸配列レベルで70%

のホモロジーを示し、本エステラーゼにもハロパーオキシダーゼ活性が

あることが示唆された。実際にMCDを用いたアッセイにより、過酸化水

素、臭素イオン存在下で、ハロパーオキシダーゼ活性を示すことが確認

された o また、精製酵素の分子量、ダイマー構造、等電点、至適pH(ハ
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ロパーオキシダーゼ活性について)などの酵素学的諸性質もほぼ一致し、

熱失活プロフィールも同様であることから、両酵素は類縁酵素であると

考えられる o 51) 

また、近年報告された Su・'eptomyceslividans TK64由来のクロ jレバーオキシ

ダーゼ (CPO-L)ともアミノ酸レベルで70%のホモロジーを示すことがわかっ

た。 59)

本研究で得られたP.putida MR・2068由来のカルボキシルエステラーゼ

がP.pyrrociniαATCC 15958由来のクロルパーオキシダーゼと高い相向

性を示し、両活性を示すことは、自然界における酵素の多様性という観

点から考えると、興味深い結果と言える。また、エステラーゼ活性の至

適pHが中性領域であるのに対して、ハロパーオキシダーゼ活'性の至適pH

はpH4.8付近である o このことは、 pH環境の違いにより両酵素活性が制

御されている可能性を示唆するものである o

多くのカピやバクテリアがハロゲン含有化合物を生産し、自然界にお

けるハロゲン関連化合物の代謝に深く係わっていることが知られている。

60・63) そのひとつとして、 Streptomyces属の産生する抗生物質の中にも

ハロゲン原子を含有するものが知られている。例えば、 S.venezuelaeの

産生するchloramphenicolや、 S.aureofaciensの産生するchlortetracycline

などはクロル原子を含有する。これらの抗生物質の生合成経路について

はよく研究されているもののハロゲン化のメカニズムに関する情報は乏

しい o 抗生物質のクロル化に関与するとされるクロルパーオキシダーゼ

の単離が試みられているが、単離された酵素にプロムパーオキシダーゼ

活性は確認されるものの、クロル化に関しては確認が困難な状況である。

近年、 tetracyclineのクロル化に関与する可能性のある酵素遺伝子がクロー

ニングされたo 64} 

ハロゲンイオンの取り込みにはハロパーオキシダーゼが関与している

と考えられており、酵素化学的には鉄ープロトポルフィリン医を補欠因

子として要求するヘム型酵素と非ヘム型金属酵素及ぴ非金属酵素に分類

される。近年相次いで報告されている非ヘム型酵素は、有用物質の生産

に応用できる可能性を秘めていることから、詳細な研究が望まれる D 65) 
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興味深いのは、これらの非ヘム型ハロパーオキシダーゼに共通してセリ

ンエステラーゼモチーフが存在する点であり、弱いながらもエステラー

ゼ活性の認められているものもある。

Pelletierらによると、 P.fluorescens SIK Wl由来のアリルエステラー

ゼは、 S.aureofaciens ATCC 10762由来のプロムパーオキシダーゼ

(BPO・Al)とアミノ酸レベルで68.8%のホモロジーを示し、エステラーゼ

活性と共にハロパーオキシダーゼ活性も示した 54)。さらに、セリンエス

テラーゼの活性中心であるcatalytictriadを形成するセリン、アスパラギ

ン酸、ヒスチヂンに変異を導入するとハロパーオキシダーゼ活性も失わ

れた55)。従って、ハロパーオキシダーゼ活性の発現には、セリンエステ

ラーゼの活性中心であるcatalytictriad motifが関与していることが示唆さ

れる o 自然界における酵素の多様性を示す例として興味深い。

多くのセリンヒドロラーゼはその本来の加水分解活性のほかに非天然

基質である過酸化水素(H
2
0

2
)を基質とすることが知られている 56.57}O

Mucor miehei， Pseudomonas sp.， Candida antarctica 由来のリバーゼを

用いたH
2
02存在下での過酸(peroxicarboxylicacids， peracids)生成はよく

知られている 58)。

エステラーゼによるハロゲン化の反応メカニズムは、リバーゼにより

触媒される H
2
0

2
とカルポン酸の反応と同様のメカニズムと考えられてい

るo すなわち、第一段階としてH202とカルボン酸より過酸が生成し、第

2段階として過酸によりハロゲン原子が酸化され、ハロゲン化に適した

分子種としてBr2
の生成が続いて起こるというものである日 o Pelletierら

によれば、 P.fluorescens S IK W 1由来のアリルエステラーゼやハロパー

オキシダーゼによるによるハロゲン化は酢酸(アセテートバッファー)

に強く依存するという。これは、ハロゲン化のステップに過酸(過酢酸)

生成が含まれていることを示唆している o 次のステップとして、ハライ

ドイオンが過酢酸により酸化され、ハロゲン化に適した分子種としてBr
2

が生成するものと推測されている。

このように、一つの酵素が全く異なる 2種類の酵素活性を示し、周囲

の環境により両酵素活性がコントロールされている可能性が示唆される
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結果は、生体触媒の多様性といった観点で興味深いものである o これら

の2つの酵素活性が生体内で実際にどのような役割を果たしているかは

不明であり、その解明が望まれる o
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第 3章 酵素法による D-(一)-s-Acety1thioisobutyric acid 

(DAT)工業生産技術の開発

第 1章で分子育種されたE.coli C600/pPEl17 (MR・2103と命名)は、-

親株と比較して200倍以上のエステラーゼ活性を示した。そこで、本菌

株を実生産に用いるためのプロセスの開発を試みた o

P. putidaとE.coli問では、自然界においても遺伝子交換を行ってい

ることが知られている o 従って、大腸菌におけるP.putidaの遺伝子発現

は、ナチュラルオカレンス(自然界において遺伝子交換が非人為的に起

こりうる)に相当するため、基本的には遺伝子操作微生物のあらゆる法

規制の対象外と判断される o 本件においては安全性を重視し、通産省

「組み換えDNA技術工業化指針」の、 GILSP(GoodIndustrial Large 

S cale Practice)に準拠した生産設備、取り扱いを実施しており、通産省

より工業化製造承認を取得した D 酵素は菌体内に存在するため、培養菌

体を fbagof enzymeJ として酵素反応工程に使用可能である o 酵素反応

終了液より未反応のエステルを抽出除去した後に、酸析、抽出、蒸留精

製を経て目的物を得ることができる o 形質転換株を用いて生産したDAT

は、光学純度、化学純度共に親株と同等であり、副反応等は認められな

治、った o

第 1節組換え体の保存培養法

1. 1.ストックカルチャーの調製

MR-2103株をLBAgarプレート上に接種し、コロニーを形成させた。こ

のコロニー中から、エステラーゼ高生産株を選択し、 3mlのampicillin

(50問 Iml)を含むLB培地に接種し、 37oCで 3時間振とう培養した。

OD610 nmが0.6・0.8に達したとき、その培養液1mlをampicillin(50問 Iml)

を含むLB培地100mlに接種し、さらに37oCで3時間振とう培養したo

その培養液のOD610nmが0.6・0.8に達したとき、その培養液に殺菌済みグ

リセロールを20g加え、 3mlずつバイアルに分注し、 -80oCにて保存し
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たo

スケ}ルアップ培養

MR-2103株のストックカルチャー (-80oc保存)3mlをampicillin(50 

問 1m1)を含むLB培地300mlに接種し、 370Cで3時間振とう培養し、種

培養液とした。種培養液600ml(300 ml x 2)を10μg/mlのampicillinを含

むLB培地60Lに接種し、 37oCで3時間培養し、前培養液としたo前培

養液を700LのSOB培地を含む1m3発酵装置に植菌し、 370Cで20時間培

養した。培養終了後、連続遠心分離器で濃縮し、菌体濃縮液を-40oCで

冷凍保存し、酵素源として利用したo 培養の経時変化をFig.21に示した D
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Fig. 21. Time course in esterase production. 

o : OD610 

• : Specific activity 
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1. 3.酵素活性の評価

培養終了液10mlを80，000rpm x 5 minの遠心分離により集菌し、イオ

ン交換水で洗浄し、再度遠心分離により集菌し、 10mlのイオン交換水に

牒濁した。 105ocの乾燥機で5時間乾燥した後、重量を測定しミ菌体乾燥

重量(drycell weight)とした。

培養終了液を酵素活性評価に用いた o 190 gの50mMリン酸バッファー

(pH 7.0)に10gのDL・エステルを添加し、培養液 0.5mlを加えた。反応、

液のpHをpHコントローラーを用いてpH7.0に維持し、初期 1時間におけ

る酵素反応で消費されたO.INNaOHより、次式によって酵素活性を求め

た。

酵素活性 Unit(μmole / min / mg dry cell ) = 
a/600 

b 

a; 1時間に消費されたO.lN NaOH (ml) 

b; 菌体乾燥重量 (g)"

第 2節酵素法によるDATの製造

2. 1.酵素反応工程

50 mMリン酸バッファー(pH7.0)700 mHこ300g(l. 70 mole)のDL-エス

テルを仕込み、 450Cに昇温し、 pHを調整した。菌体豚濁液(固形分8.7

%、比活性46.8units) 7.2 gを添加し、酵素反応を開始した o 反応中、

pHコントローラーを用いて10%(w/w) N aOHを連続添加し、 pHをコント

ロールした。 8時間後、 355gの10%(w/w) NaOH(O. 889 mole)が消費され

た時点で酵素反応を終了した。アルカリ添加量の経時変化をFig.22に示

した o
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2. 2.抽出精製工程

酵素反応終了液に214gのかヘキサンを加え、未反応のしエステ jレを抽

出した o 抽出後、水相に48.3gの濃硫酸を添加し、 pH2.0に調整した。

水相を560gのメチルイソプチルケトンで 2回抽出し、有機相をあわせて

濃縮し、 140.8gの粗 DATを得た。さらに蒸留精製し、 110gの精製

DATを得た。得られたDATのHPLCクロマトグラムをFig.23に示した。

光学純度の決定は、ジアステレオマー法によった o

化学純度 >99% (HPLC) 

光学純度 98.2% e. e. (diastereomar， GC) 
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CHROMATOP白C C-R6A 
SAMPLE NO B 
REPORT 1'10 989 
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Fig. 23. HPLC chromatogram ofDAT. 

column: TOSOH ODS 120 A 

FILE 
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mobile phase: H20 / MeOH / 85 % H3P04 = 55 / 45 / 0.1 

flow rate: 0.7 ml / min 

detect: 220 nm 
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第 3節考察

遺伝子操作をほどこした微生物を実用化する際、目的遺伝子の発現安

定性が大きな問題となる D 本件に関しては、組み換え体プラスミドを保

有する大腸菌を大量培養する際、 Pseudomonas由来のエステラーゼ遺伝

子の発現安定性が得られるか否かがポイントとなる。当初、通常のスケー

ルアップ培養を試みたが、基礎スケールの 1/5---1/10程度のエステラーゼ

活性しか示さなかった D これは、プラスミドの安定性に問題があり、ス

ケールアップ時にプラスミド欠失株が混入したためと思われた o pUC19 

の選択マーカーとして用いられているアンピシリン耐性遺伝子産物はp

.ラクタマーゼであり、分泌型の酵素である o s-ラクタマ}ゼは培地中に

選択圧として添加されているアンピシリンを分解するため、培養後期に

は選択圧の低い状態となることが当然予測される o このため、スケール

アップの際には対数増殖期前期の培養液を植菌することとしたo 対数増

殖期前期より、定常期に到達するまでに 17---18世代かかっていたが、こ

の間プラスミドの保持率はほぼ100%を維持していた。

酵素反応の基質である DL・エステルは、チオ酢酸中にメタクリル酸メチ

ルを滴下することにより、高収率で合成される o DL-エステルは、分子内

にメチルエステルのみでなく、化学的に加水分解を受けやすいチオエス

テル基を有する。副反応としてメチルエステル基の化学的加水分解が起

こった場合、 D-型だけでなく L-型も加水分解されるため、反応生成物で

あるDATの光学純度が低下する D また、副反応としてチオエステル基が

化学的に加水分解されるとトメルカプトイソ酪酸が不純物として副生す

る。これは、 DATと類似した物性を示すため、抽出、蒸留等の操作によ

る精製が困難である。したがって、これらの化学的加水分解をできるだ

け抑える条件下で酵素反応を行う必要がある o

ラセミ体の光学分割では、目的とする光学活性体の対掌体が不要物と

して副生するため、コスト上の制約となることが多い o 本プロセスにお

いては、 L-エステルが未反応のエステルとして回収される o このL-エス

テルをラセミ化し、原料のDL-エステルとして回収できれば、コスト上、
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有利であると考えられる。各種ラセミ化触媒および、反応条件の検討を

行った結 果、 強 塩 基 性 触媒である DBU(1，8・diazabicyclo-[5.4.0]・

undecene・7)を用いることにより、効率よくラセミ化されることがわかっ

たo ラセミ化反応にメタクリル酸メチル(MMA)を溶媒として用いると収

率が向上することから、ラセミ化の反応機構はチオ酢酸の脱離再付加で

はないかと推測された D

これらの諸条件の最適化により、工業生産技術として確立し、現在、

アクリエステ jレDATの工業生産が実施されている。
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第 4章 エステラーゼの応用研究

ー
" 

¥これまで述べてきたように、 P.putida MR・2068の生産するエステラー

ゼは、立体選択性に優れ、高い耐熱性を持った工業的に有用な酵素であっ

たo 本酵素をできるだけ幅広く応用するためには、その基質特異性をコ

ントロールする要因を把握しておくことが必要である。これまで、いく

つかのグループより、加水分解酵素のアクテイプサイトモデルが報告さ

れており、新しい基質に対する立体選択性の予想に用いることが可能と

なっている。 66・71)加水分解されやすい基質の共通骨格は、立体認識の

「経験則Jとしてまとめられている。例えば、リバーゼによる 2級アル

コールのエステルに対する光学分割に関しては、立体認識の「経験則」

がよく知られている o 72.73)これらの経験則は、新しい基質に対して酵素

反応を試みる際の一つの指標となる。本章ではエステラーゼの基質特異

性、他の光学活性化合物の合成への応用、 P.putidaMR・2068由来のエス

テラーゼの活性中心モデルの構築について以下に述べる o

第 l節 光学活性α.置換ア jレカンカルボン酸の合成

先に述べたように、 P.putid，αMR・2068由来の特徴は、カルボン酸エス

テルとチオ酢酸エステルが存在する DL・エステルにおいて立体障害の大き

なカルボン酸エステルのみを立体選択的に加水分解することである o そ

こで、 α位に置換基を持つ各種カルボン酸エステルに対する加水分解活性

を調べることにより、本酵素の活性部位と基質の化学構造の関係を明ら

かにすることを試みた。本酵素を用いた光学分割の応用例を次に示す。

同Goo d c o o c H 3 L同COOCふCOOC同竺2

H"ICOOC‘ J 向、

曹 、，/ -COOCH3 + H3COOCJCOOH 

2b (unreacted ester) 

F i g. 2 3. Optical resolution of racemic dimethyl methylsuccinate. 
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DL・エステルと似た構造を持つメチルコハク酸ジメチル(Table11，基質

No.2a)は本酵素の非常に良い基質である。 2aを50mMリン酸バッファー

(pH7.0)に豚濁し、エステラーゼによる光学分割を試みた o 酵素反応中、

反応液のpHは第 3章の第 2節と同様にpHコントローラーを用いて調整し

たo 酵素反応は、仕込みエステルに対して1/2モ jレ等量のアルカリが消費

された時点でほぼ終了した。酵素反応の経時変化をFig.24に示したo

60 
仁

4トー

/ 
)ロ340 
工

O 国 30
Z 

そ0M 20 
守ー・

10 

O 
O 5 

Tim1e O (hr) 
15 20 

Fig. 24. Time course of optical resolution of dimethyl methylsuccinate. 

酵素反応終了液に112量の酢酸エチルを加え、未反応のエステルを回収

した。抽出後、水相に希硫酸を加え、 pH2.0に調整し、酢酸エチjレで抽

出し、酵素反応生成物であるカルポン酸を回収した o 未反応のエステ jレ

は、 (S)・メチルコハク酸ジメチル(Table11， ester No.2b)であり、光学純

度はほぼ100%enantiomeric excess(e. e.)であった。 lHおよび 13CNMR分

析の結果、酵素反応生成物は(R)・3・カルポキシ酪酸メチル(Table11， acid 

No.2c)であり、光学純度は98.8%e.e.であった o 2cのNMRスベクト Jレを

Fig.25、Fig.26に示した。
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3・メトキシカルボニル酪酸、メチルコハク酸はほとんど検出きれない

ので、酵素反応では化学的にほとんど等価であるメチルエステル基の違

いを厳密に区別していることがわかる。 (S)・ジエステルの光学純度がほ

ぼ100%e.e.であるのに対し、 (R)・モノエステルの光学純度は 98.8%e.e. 

であり、若干低めである。これは、基質であるエステルの化学的加水分

解によるものと推測される。エステラ}ゼによる光学分割で得られた

(R)・モノエステルを 50モル等量のメタノールおよぴ、1/10モル等量の

硫酸と共に室温で一晩撹祥し、 (R)・ジエステル(98.8 %e.e.)を得た o 再

度エステラーゼにより光学分割し、同様に硫酸メタノールで処理するこ

とにより、ほぼ 100%e.e.の(R)・ジエステルを得ることができた。 (Fig.

27) 
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F i g. 2 7 Preparation of (R)-dimethyl methylsuccinate ( high purity ). 

11 ISODUtylene ~ esterase 
HOOC. .J七 一 ご tBuOOC. A 一一一一一-~

¥-'‘COOCH3 H2 、ザ， -COOCH3 

tBuOOC. よ』
、./ COOCH3 

+ tBuOOC~COOH 
F i g. 2 8. Optical resolution of racemic 4・t-butyl-l・me出ylmethylsuccinate. 

イタコン酸1・モノメチルに酸触媒存在下イソプチレンを付加するとイタ

コン酸1・メチル・4・t・プチルが得られる。これを接触還元するとメチルコ

ハク酸1・メチル・4・t・プチルが得られる。これを基質に用いると、酵素反

応生成物は(R)圃 3・カルボキシ酪酸t・プチルが得られる。未反応のエステル

は、 (S)・メチルコハク酸1・メチル-4 -t-プチルエステルであり、 トリプルオ

ロ酢酸などで処理することで(S)-3・メトキシカルボニル酪酸を97%e.e.以
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上の高純度で得ることができる o (Fig. 28) 

(S)・3・メトキシカルポニル酪酸はメチルコハク酸ジメチルのPorcine

pancreatic Lipase(PPL)による光学分割で作る例も報告されているが、光

学純度は73%e.e.と低い。 74)

S esterase 
A λ 一一一~H3COOC/¥¥/¥COOCH3 ~ H3COOC /¥¥/〆、COOCH3

3a 3b (unreacted es胞の

;3COocへ人∞H
3c 

F i g. 29. Optical resolution of racemic dimethy12・me也ylglu抱rate.

メチレン鎖が伸びた2・メチルグルタル酸ジメチjレ(Table11，基質 3a)も

本エステラーゼにより光学分割された o (S)-2・メチルグルタル酸ジメチル

(Table 11， ester 3 b)が未反応のエステルとして回収され、 lHおよび13C

NMR.分析の結果、反応生成物は(R)-4・カ jレポキシ吉草酸メチル(Table11， 

acid 3c)であった o 3cのNMRスペクト jレをFig.30、Fig.31示したo

酵素反応終了液中に4・メトキシカルボ、ニル吉草酸、 2・メチルグルタル酸

は検出されない。また、 3・メチルグルタル酸ジメチルや2，4-ジメチルグ

ルタル酸ジメチルは基質にならないことから加水分解点であるエステル

のp位、 yf立にあるメチル置換基は活性部位に対して立体障害となってい

ると思われる。
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Fig.31. 13C NMR spectrum of methyl (R)-4-carboxyvalerate. 
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Fig. 32. Optical resolution of dimethy12・methyl-5・methylene-adipate.

2・メチル-5・メチレンアジピン酸ジメチ jレはMMAダイマーとして知ら

れているが、本酵素により光学分割される。酵素反応生成物は(R)・2・メ

チル・5-メチレンアジピン酸6-モノメチルであり、 2-メチル-5-メチレンア

ジピン酸トモノメチルはほとんど得られない。これは8位のメチレン基は

立体障害にならないが、イタコン酸ジメチル(Table11，基質 9a)が酵素

反応の基質にならないのと同様にα位のメチレン基が酵素反応を阻害して

いるからであると思われる。

p置換基としてメトキシカルポニル以外のものについても酵素反応を

試みた。

S esterase ~ I 
'・.

HO_ ~入、 一ー一一--.HO‘ J 入、 + HO _ .J、、..， -COOCH3 、"r -COOCH3¥./ -COOH 

4a 4b (unreacted ester) 4c 

Fig. 33. Optical resolution ofmethyl s-hydroxyisobutyrate. 

s-ヒドロキシイソ酪酸メチル(Table11，基質 4a)は、本酵素により

立体選択的に加水分解されて (R)-s-ヒドロキシイソ酪酸(Table11， acid 

4c)と未反応の(S)-s-ヒドロキシイソ酪酸メチル(Table11， ester 4 b)に分

割される o

~ esterase . ~ I 
MeO ""人COOCH3 ー~MeO\/入COOCH3 + MeO¥/人COOH

5a 5b (unreacted ester) 5c 

F i g. 3 4 Optical resolution of methyl s・methoxyisobutyrate.

49 



トメトキシイソ酪酸メチル(Table11，基質 5a)も同様に加水分解されて

(R)-s-メトキシイソ酪酸(Table11， acid 5c)が生成し、 (S)-s-メトキシイ

ソ酪酸メチル(Table11， ester 5 b)は未反応エステルとして得られる。

CI esterase CI CI 

HO ""人COOCH3 ~ HO .......... 人 COOCH3 + HO ""人COOH

6a 6b (unreacted ester) 6c 

F i g. 3 5 Optical resolution of methyl 2・chloro・3・hydroxypropionate.

α・クロロ-sーヒドロキシプロピオン酸メチル(Table11，基質 6a)は本

酵素により立体選択的に加水分解されて(R)・α・クロロ-s-ヒドロキシプ

ロピオン酸(Table11， acid 6c)を与える。しかしながら、バッファー中で

は基質が不安定であり、化学的に加水分解されるため、光学純度は30

%e.e.とかなり低くなる。しかし、未反応の(S)・α・クロロ-sーヒドロキシ

プロピオン酸メチル(Table11， ester 6 b)は98%e. e.以上の純度で得られ

るo

~ esterase a: I 
AcNH .，.s、 一一一~AcNH γ 入 + AcNH _ ./人

¥，/ -COOCH3 . ._. .. . ""、COOCH3 、"-COOH 

7a 7b {unreacted es悼の 7c 

F i g. 3 6. Optical resolution of methyl N-acetyl-s-aminoisobutyrate. 

s1立の置換基としてアミノ基誘導体でも本酵素は有効である。 s-アセ

チルアミノイソ酪酸メチル(Table11，基質 7a)からは本酵素により立体

選択的に加水分解されて(S)-s・アセチルアミノイソ酪酸(Table11， acid 

7c)が高純度で得られるが、バッファー中からの単離が困難である。しか

し、未反応の(R)-s-アセチルアミノイソ酪酸メチル(Table11， ester 7b) 

は高純度で単離できる。

これらの結果をTable11にまとめた。
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R1y人C02R4竺!512131よCO:zR4+R1 J人02H

Fig. 37. Enzymatichydrolysis ofα-substituted carboxylates. 

Table 11. Enzymatic hydrolysis ofα・substitutedCa.Iもoxylates.

No. Substrate (a) Conv. ester (b) acid (c) E 

R1 ~ ~ R4 (%) (%e.e.) (%e.e.) 

1 AcS H Me Me 49.9 98.0 98.5 622 

2 Me02C H Me Me 50.3 99.8 98.8 1690 

3 Me02C(CH2) H Me Me 50.3 99.0 98.0 545 

4 HO H Me Me 98.0 ND 

5 MeO H Me Me 50.0 98.0 98.0 458 

6 HO H Cl Me 76.6 98.0 30.0 3.6 

7 AcNH H Me Me 98.0 ND 

8 Me02C(CH2) Me H Me NR 

9 Me02C H Cllz Me NR 

10 Me Me H Me NR 

11 Me H Me Me 100 。
Conv. = e e. / (eち+ee.). 

E ln[l-c (l+ee
p
)]/ln[l+c (l-eち)].75) 

NR; not reacted. 

ND; not determined. 

e e.， e e
p 
shows enantiomeric excess of substrate， enantiomeric excess of 

product， respectively. 
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第 2節 アルカンジカルポン酸モノメチルの合成

第 4章の第 l節に示したように、ある種のα置換アルカンジカ jレポン

酸ジメチルからは光学活性モノメチルエステルが得られるが、無置換ア

jレカンジカルボン酸ジメチルからはFig.38に示す様に高い選択率でア jレ

カンジカルボ、ン酸モノメチ jレが得られた。対応する酸無水物が容易に得

られない場合、ア jレカンジカルボン酸モノエステルの調製法は有用であ

る。マロン酸またはアジピン酸のモノエステルは、多くの用途が期待さ

れる化合物であり、その調製法に関しでも広く研究されている。 76・78)生

体触媒を用いる方法としては、 porcineliver回 teraseσLE)によるモノエステル

の生成がよく知られている。 79)

CH300C(CH2)nCOOCH3一一一争 CH300C(CH2)nCOOH

F i g. 3 8 . Enzymatic preparation of a1kanedicarboxylic acid monoesters. 

アルカンジカルポン酸ジメチルを50mMリン酸バッファー(pH7.0)に牒

濁し、エステラーゼによる酵素反応を試みた。酵素反応中のpHは、第 3

章の第 2節と同様にpHコントローラーを用いて調整した。酵素反応は、

仕込みエステルに対して等モルのアルカリが消費された時点でほぼ終了

した(Fig.39)。酵素反応終了液に 1/2量の酢酸エチルを加え、未反応のエ

ステルを除去した o 抽出後、水相に濃硫酸を加え、 pH2.0に調整した後、

酢酸エチルで抽出し、酵素反応生成物であるカルボン酸を回収した o 酵

素反応生成物はアルカンジカルボ、ン酸モノエステルであり、アルカンジ

カルポン酸の生成量は1%以下であった D

Table 12にエステラーゼの各種ジエステルに対する相対活性を示したが、

マロン酸ジエステルに対する酵素活性は、アジピン酸ジエステルに対す

る活性の1/10以下であった。また、メチレン鎖が lつ伸ぴたピメリン酸

ジメ'チルは本エステラーゼの基質とはならなかった。
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Fig. 39. Time course of enzymatic hydrolysis of dimethyl adipate. 

Table 12. Esterase catalyzed hydrolysis of alkanedica出oxylicacid dimethyl esters. 

Selectivity (% t Relative 

activity(% t 
Substrate 

>99 

>99 

>99 

9 

79 

81 

Dimethyl malonate 

Dimethyl succinate 

Dimethyl glutarate 

Dimethyl adipate >99 100 

。Dimethyl pimelate 

a; Relative activities were expressed by initial rate of hydrolysis部 apercentage血atof

d泊le血yladipate taken as 100%. 

b; Selectivities were expressed出 apercentage of mono回ter/(mono凶ter+dicarboxylic
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第 3節 エステラーゼの活性部位モデルについて

本エステラーゼの活性部位モデルを以下のように推定した(Fig.40)。

1 )本酵素はセリンエステラーゼであり、活性中心は97番目のセリン

である。

2 )基質となるエステルのアルコール部分の炭素数は厳密に認識され、

加水分解点であるエステルは、メチルエステルにほぼ限定される o

3 )α置換基に相当するR2ポケットは、疎水性領域と推定され、基質の

疎水性領域と疎水性相互作用等により結合するものと思われる。

このポケットは、紙面の前方に向いており、平面上にある側鎖

(不飽和側鎖)は、基質として受け入れられないものと思われる o

4) f3置換基に相当する Rlポケットは、比較的フレキシプルであり、親

水性領域と推定される o 基質の親水性領域が、この領域にある極

性アミノ酸側鎖と水素結合により安定化され、活性部位における

立体認識に関与しているものと思われる D

Fi g. 40. An empirical rule to predict也eenantiorecognition of血e田ter，ぉe.百出

schematic shows the favored enantiomer for α・substitutedcarboxylates. 
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第 4節考察

イタコン酸ジメチルとメチルコハク酸ジメチルとの違いは側鎖がメチ

ル基およぴメチレン基のみであるが、イタコン酸ジメチルは全く加水分

解を受けない o イタコン酸の場合、 α・炭素周辺の主鎖と側鎖は同一平面

上にある。しかしながらメチルコハク酸の場合、 αー炭素周辺の主鎖と側

鎖は正四面体構造を形成しているものと思われる o したがって、基質のα

置換基に相当するR2ポケットの向きは厳密に認識されており、主鎖を紙

面に平行に考えた場合、 α側鎖の向きは紙面の前方に向いているものと思

われる。また、光学分割にはアクテイプサイトモデルのRlポケットに相

当する位置に極性官能基が存在することが必須であり、例えば、 2・メチ

ル酪酸メチルは光学分割されず、ラセミ体の2・メチル酪酸を与える。 2

.メチル吉草酸メチル、 2・メチルヘキサン酸メチルなどはほとんどエステ

ラーゼの基質とはならない。これらの結果より、 Rlポケットは比較的親

水性アミノ酸側鎖に固まれた領域であり、酵素反応基質の主鎖とこの領

域と水素結合等の相互作用が立体選択的加水分解に重要な役割を果たし

ていると思われる o

近年、数種の加水分解酵素結晶のX線構造解析により、リバーゼによる

加水分解反応の詳細なメカニズムが考察されている。また、 Candida

rugosa由来のリバーゼ(CRL)では、基質のアナログを用いることにより、

酵素反応の中間生成物について詳細に考察されている o 80.81)これらの報

告によると、まず、基質のエステ jレのカルポニ jレ基が酵素のオキシアニ

オンホールに存在するアミドNH2と水素結合により活性化され、セリン

残基による求核攻撃を受けやすくなる o その後、基質一酵素複合体を経

て水による求核攻撃を受け、カルボ、ン酸として解放される。このモデル

は、本エステラーゼによる加水分解反応に応用可能であると思われる。

酵素による基質の立体及ぴ位置の認識は、酵素反応の早い時期に行われ

ると考えることができる o すなわち、基質が酵素の活性部位にフィット

するか否かで立体及び位置特異的な酵素反応がなされるかどうかが決定

されるものと考えられる o メチルコハク酸ジメチルや、 2・メチルグルタ
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ル酸ジメチルの加水分解反応時に見られる高い位置選択性は、アクテイ

プサイトモデルのp位、 y位の側鎖に相当する位置に立体障害となるアミ

ノ酸側鎖が存在するためと推測される D ラセミ体メチルコハク酸ジメチ

ルのエステル部位の加水分解を考えた場合、 (R)ー体、 (S)・体それぞれの 1

.メチルエステル、 4・メチルエステルの4種類が加水分解点となり得る D

(S)・体ジエステルは未反応エステルとして回収されるため、 (R)ーメチルコ

ハク酸ジメチルの酵素活性部位への結合を考えた場合、 2つのパインデイ

ングモデル(コンプレックスA，B)(Fig. 41)が考えられる o コンプレッ

クスAに比較してコンプレックスBは、図中斜線で示した部位が立体障害

となるものと推測される。従ってコンプレックスAが基質のパインデイン

グモデルとして適当であり、酵素反応生成物は、 (R)・3・カルボキシ酪酸

メチルのみとなる D また、高い立体選択性は、 α・置換基と水素が厳密に

認識されているためと推測できる o

アルカンジカ jレボン酸ジエステルに対する酵素活性は、主鎖の長さに

より相対活性が大きく異なり、マロン酸ジメチルではアジピン酸ジメチ

ルの1/10以下であった。これはp位のメトキシカルボニル基が酵素活性部

位に対して立体障害になるためと思われる o コハク酸ジメチル、グルタ

ル酸ジメチルになるとyーあるいは8ーメトキシカルボニル基がp位の立体

障害から緩和されるために活性はアジピン酸ジメチルの場合に比べて大

きく低下しないと推察される。

また、ピメリン酸ジメチルのようにアジピン酸ジメチルから 1つメチレ

ン鎖が伸ぴると全く酵素による加水分解を受けない o これは酵素が厳密

に基質の大きさを認識しているためと思われる。

これらの酵素加水分解ではいずれも 99%以上の選択率でモノメチルエ

ステルを合成する D これは酵素により加水分解を受けたカルボン酸は速

やかに中和されて塩となるが、塩は静電的な反発により基質として酵素

活性部位に受け入れられないためではないかと考えられる。

光学活性メチルコハク酸合成の先行技術としてはBinap触媒を用いたイ

タコン酸の不斉還元が知られている 82，問。我々の開発した酵素法は、不

斉還元法に比較して立体選択性および生産性ともに有利である o 光学活
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性メチルコハク酸をLAH(Lithiumaluminium hydride)還元すると、光学活

性2・メチル・1，4・ブタンジオールが得られる。このジオールは高分子液晶

ポリマーの成分として有用であり、商品化が進められている 84)。また、

(R)・メチルコハク酸モノエステ jレは、 Moriらにより、昆虫フェロモンの

原料として用いられている他85)、医薬原料として有用であり、複数の医

薬メーカーにおいて開発が進められている o これらの需要に対応するた

め、現在、酵素法による光学活性メチルコハク酸誘導体の製造が工業ス

ケールで実施されている o
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総括

医薬品の候補となる化合物が分子内に不斉炭素を持つ場合、各エナンチオマー

で生理活性が全く異なることもあり、安全性の面からも純粋な光学活性化合物を

使用することが必要となる。近年、天然由来の生理活性物質のアナログを医薬品

開発の候補とするケースが多く、その合成原料として化学的且つ光学的に純粋な

各種光学活性化合物を工業的スケールで安定に供給可能な技術開発は重要な意義

を持つと考えられる o

自然界より単離されたPseudomonasputidlαMR・2068の生産するエステラーゼ

は、耐熱性且つ立体選択性に優れている加水分解酵素である o 精製酵素の諸性質

を調べた結果、本酵素は他の微生物由来のエステラーゼと同様に97セリンを活性

中心とするセリンエステラーゼであることわかった D 基質となるエステルは、比

較的鎖長の短い脂肪族カルボ、ン酸のメチルエステ jレにほぼ限定されることより、

酵素の分類上カルボキシルエステラーゼ(EC 3. 1. 1. 1 )であると考えられる。本菌

株より単離したエステラーゼ遺伝子のDNA塩基配列より推測されるアミノ酸配

列は、酸化還元系酵素であるハロパーオキシダーゼと 70%のホモロジーを示し、

実際にMCD(Monochlorodimedone)を用いたアッセイにより、過酸化水素、臭素

イオン存在下、ハロパーオキシダーゼ活性を示すことが確認された。本酵素はエ

ステラーゼ活性を指標として自然界より単離された酵素であるが、同時にハロパー

オキシダーゼ活性をも示すユニークな多機能酵素であることを明らかにした。こ

れらの異なる機能が実際にどのような生理的意義を持つかは不明であるが、自然

界における酵素の多様性という点で興味深い結果といえる。

本エステラーゼの特徴はカルボン酸エステルとチオ酢酸エステルが存在する

DL・エステ jレにおいて立体障害の大きなカ jレボン酸エステルのみを立体選択的に

加水分解することである。そこで、 α位に置換基を持つ各種カルボン酸エステ jレ

に対する加水分解活性を調べることにより、酵素の活性部位と基質の化学構造の

関係を明らかにすることを試みた。例えばDL・エステルと似た構造を持つメチル

コハク酸ジメチルは本酵素により 98% e.e.以上で光学分割されたo 酵素反応生成

物は(R)・3・カルボキシ酪酸メチルであり、 3・メトキシカルポニル酪酸、メチルコ

ハク酸はほとんど検出されないので、酵素反応では化学的にほとんど等価である

メチルエステル基の違いを厳密に区別していることが分かったo これは酵素反応

においてエステルの p位のメチル置換基が酵素活性部位に対して立体障害となっ
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ているためと推測した o また、高い立体選択性は、 α・置換基と水素が厳密に認

識されているためと推測した o

本研究成果は汎用化学品プラントにおける各種光学活性カルポン酸およびその

誘導体合成技術として実用化されている。ひ(一)-s-Acetylthioisobutyricacid (DA:ηは、

カプトプリル合成原料として医薬メーカーに供給中である。また、光学活性s-ヒ

ドロキシイソ酪酸およびその誘導体や光学活性メチルコハク酸およぴその誘導体

も医薬原料として製薬メーカーに供給中である。これらの医薬品開発が進み、医

療に貢献することを期待したい。
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実験の部

一般的操作

1 )使用菌株

. Pseudomonas putida MR・2068(工業技術院生命工学工業技術

研究所寄託番号FERMBP 3846) 

. Escherichia co/i JMI09 [e14-(McrA・)， recA1， endA1， gyrA96， 

的i・1，hsdR17(rk
・mk+)， supE44， reIAIs(lac-proAB)， 

[F' traD36 proAB /，αc/q Zsル115]]

. E. co/i C600 [F-， thi-1， thr・1，/euB6， /acY 1， tonA21， sup E44，λ-] 

. E. co/i XLI-Blue [recA 1， endA 1， gyrA96， thi・1，hsdR17， supE44， 

/ac[F'， proAB， /acr Z品 415，Tn10(Te{)]] 

2 )使用培地

. LB-broth polypeptone 10g 

yeast ext. 5g 

NaCl 5g/liter 

(Agar 15g) 

. 2 X YT broth polypeptone 16g 

yeast ext. 10g 

N aCl 5 g/liter 

(Agar 15g) 

. SOB broth polypeptone 20g 

yeast ext. 5g 

NaCl 0.6g 

KCI 0.2g 

MgC12/6H20 2g 

事MgS04/7H2
0 2.43g 

事glucose 40g/liter *別殺菌
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. M9 broth Na2HP04 6g 

KH2P04 3g 

NaCl 0.5g 

NH4Cl 19 

agar 15g/1iter 

事1M MgS04 1ml 

牢2M glucose 5.6ml 

* 1 % vitaminB 1 (Thiamine) 1 ml 

申1M CaC12 O.lml 

寧別殺菌 (Thiamineは無菌諒過)

3 )機器分析

NMR分析はJEOLEX・270を用いた。溶媒として重クロロホルムを用い、

テトラメチルシランを referenceとして用い、 lHは 270MHz、 13Cは

68MHzで測定した。質量スベクトル分析は、 HewlettPackard G 1800A GCD 

systemを用い、 70eVで測定した。旋光度の測定は、 HoribaSEP A-200 

high-sensitivity polarimeterを用いた。
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各章の実験

1、第 l章の実験

1 )染色体DNAの調製

①試薬

TEG buffer (25 rnMTrislHCl， 10 rnMEDTA， 50 rnM Glucose， pH 8.0) 

Lysozyme soln. (10 mglml in TEG buffer) 

12.5 % Sodium dodecyl sulfate(SDS) 

5 M Sodium perchlorate 

Chloroform / isoamyl al∞hol (24/1 v/v) 

lOx SSC (1.5 MNaCl， 0.15 MN~・Cl仕ate)

O.lxSSC 

A田旬.te-EDTA(3 MNa-acetate， O.OIM EDTA， pH 7.0) 

RNase (2 mglml， 0.15M NaCl， pH 5.0， 90
0

Cで5min熱処理し、 DNase活d性

のみを失活させたもの)

②操作

P.punぬ MR・2068株を50mlのLB培地の入った500ml容の坂口フラスコに植菌

し、 30t、24時間振とう培養した。 5000X gの遠心分離で集菌し、 50mlのTEG

bufferで洗浄した。得られた洗浄済み菌体ペレット3gを24mlのTEGbuff町に豚

濁し、 1mlの塩化リゾチーム溶液を加え、 32
0

Cにて， 30分 mωbateしたo 次に、

2 mlの12.5% SDSを加え、よく混合し、得られた溶菌液に6.75mlの過塩素酸

ソーダを加え、混合した。さらに33.8mlのクロロホルムーイソアミルアルコー

ルを加え、室温にて約30分緩やかに振とうした。 4000中m，5 min， 15 oCの遠心

分離により得られた上清に、 2vol.の冷エタノールを静かに加え、染色体DNA

を殺菌済みガラス棒に巻き付けた。余分のエタノールを除いた後、 9mlの0.1x 

SSCに溶解し、 1mlの 10xSSCを加えた。このDNA溶液に、 0.2mlのRNaseを

加え、 37
0

C，20分 incubateし、1O.2mlのクロロホルムーイソアミルアルコール

を加え、さらに20分 mωbateした。 4000叩m，5.min， 15 oCの遠心分離により得ら

れた上清に、 1mlのA印匂.te-EDTAを加え、殺菌済みガラス棒で撹祥しながら5.4

mlのイソプロパノールを滴下し、染色体DNAをガラス棒に巻き付けた o 得られ

た染色体DNAを80%エタノーjレで一晩殺菌し、1.8mlの 0.1x SSCに溶解し、
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0.2mlのlOxSSCを加え、 DNA溶液とした。得られたDNA溶液のOD260nmを測定

し、次式より濃度を求め、エステラーゼ遺伝子のクローニングに用いた。

DNA濃度(開/ml) = 50 x OD2仙 mX (希釈率)

2) プラスミドDNAの調製

①試薬

Sol. 1 2 mg/mllysozyme in TEG buffer 

Sol. II 1 % SDS， 0.2N NaOH 

Sol. m 3 MNa-acetate， pH 4.8 

Phenol-Chloroform 1 : 1 saturated with H20 

DNA buffer II 10 mM TrislHCl， 1 mM EDT A， pH 7.5 

②操作

プラスミド保有菌株をLB培地で培養し、このうち100μlをとり、 12000中m， 4

OC，5minの遠心分離により集菌した。得られた菌体ペレットをTEGbufferで洗

浄し、 140μlのSol.1に豚濁し、氷中に30min静置した。 280μlのSol.IIを

加え、よく撹祥し、氷中に5min静置した後、 210~l の Sol. mを加え、さらに

氷中に 1hr静置した。 12000中町 5
0

C，10 minの遠心分離により得られた上清に、

等量のフエノール/クロロホルムを加え、よく撹排した。 12000中m，15 oC， 15 

mmの遠心分離により得られた上清に、 0.8vol.の冷イソプロパノールを加え、

室温で15分静置した。 12000中m，5 t， 10 minの遠心分離により得られたベレッ

トを冷80%エタノールで洗浄し、減圧乾燥した後、 20μlのDNAbuffer IIに溶解

し、プラスミド溶液とした。

この操作を必要に応じてスケールアップし、プラスミドDNAを調整した。

3)制限酵素によるDNAの切断

①試薬

各種制限酵素は、宝酒造(株)より購入した。反応条件、反応バッファーは、

メーカーの取扱説明書に従った。

②操作

DNAの制限酵素による切断は、1.5ml容エツベンドルフマイクロチユ}プ中
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で、行った。試料DNA0.1---2階、必要量の制限酵素、反応用濃縮バッファー、

粗精製DNAの場合は 1μ1の RNaseを混合し、総量を20---30μ!として各反応至

適温度で1---3時間反応させた。反応終了液に等量のフェノールークロロホルム

を加え、よく混合し、 12000中m，15 .C， 5 minの遠心分離により上清を得た後、

0.1 vol.の3M sodium acetate (pH 5.2)を加え、さらに 2.5vol.冷エタノールを加

え、-80.Cにて 30min静置した12000叩m，5 .C， 10 minの遠心分離により得ら

れたベレットを冷80%エタノールで洗浄し、減圧乾燥した後、 20μlのDNA

buffer nに溶解し、 DNA溶液とした。

4)アガロースゲル電気泳動及び:nNA断片の回収

①試薬

Agarose， Agarose L (低融点タイプ) ナカライ(株)より購入

τ'BE buffer 89 mM Tris.OH， 89 mMBoric acid， 2 mMEDTA， pH 8.3 

dye solution 0.1% Bromocresol blue， 0.1 M EDTA， 0.25% SDS， 50 % glycerol 

Ethidium bromide溶液 0.5 mwm1 

τ'E buffer 10 mM Tris圧王Cl，0.1 mM EDTA， pH 8.0 

Phenol sa加ratedwith TE buffer 

Chloroform-Isoamylalcohol = 24/1 v/v 

3 M Sodium acetate pH 5.2 

レHindrn (λ ファージ DNAのHind皿消化物で、 23.1kb， 9.4 kb， 6.6 kb， 

4.4 kb， 2.3 kb， 2.0 kb， 0.56 kb， 0.13 kbの断片を含む)宝酒造(株)より購入

②操作

-アガロースゲル電気泳動

0.8 ---1.2 %濃度となるようにアガロースをTBEbufferに加熱溶解し、最終

濃度 0.5μglmlとなるように Ethidiumbromide溶液を加えて固化させた。電気泳

動用サンプルに1/4vol.のdyesolutionを加え、ゲルのスロットに loadし、 80---

120Vで 2---3時間泳動した。この際、 A-Hind皿を分子量マーカーとして用い

た。

. Agarose Lからの DNA断片の回収

Agaroseの代わりにAgaroseLを用いて上記と同様に電気泳動し、必要なパ
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ンドを確認後切り出し、1.5ml容遠心チュープに移したo 切り出したゲル片と

等量の百bufferを加え、 65・Cで5min保温し、ゲルを完全に溶解した。溶解液

と等量のフェノール(百buffer飽和)を加えて混合し、 12000中m，15・C，5 min 

の遠心分離により抽出し、得られた上清を新しいチュープに移した。フェノー

ル抽出を 3回繰り返し、等量のクロロホルムーイソアミルアルコールで2回抽

出し、得られた上清に1/10vol.の3M酢酸ナトリウムを加え、 2.5vol.の冷エタ

ノールを加え、 -80'Cで 30min静置した。 12000中m，5 'C， 5 minの遠心分離に

よりDNAを回収し、 80%エタノールで洗浄し、減圧乾燥後、 TMbufferに溶解

し、Ligation反応に用いた。

5) プラスミドベクターのCIP処理及びT4DNA Ligaseによる連結

①試薬

CIP (Alkaline phosphatase from calf int回 tine)東洋紡(株)より購入

CIP buffer 50 mM TrislHCl pH 8.0 

DNA Ligation Kit宝酒造(株)より購入

TM buffer 100 mM Tris/HCI， 5 mM MgClz， pH 7.6 

② CIP処理

プラスミドベクターを適当な制限酵素で切断し、反応終了液に等量のフェ

ノール (TEbu官官で、飽和したもの)を加え、よく混合し、 12000叩m， 15 'C， 5 

mmの遠心分離で、得られた上清を新しいチュープに移した。フェノール層に等

量のDNAbuffer IIを加え、抽出し、先の上清と合わせ、 2vol.のエーテjレ(百

bufferで、飽和したもの)を加え、 12000rpm， 15 'C， 1 minの遠心分離で、上清を除い

た。エ}テル抽出を3回繰り返し、水相に1/10vol.の3M酢酸ナトリウムを加え、

2.5 vol.の冷エタノールを加え、エタノール沈殿により DNAを回収した。得ら

れた20凶のCIPbufferに溶解し、同bufferで希釈したCIP(l uni印1)を1μl加えた。

37'Cで30min間保温した後、さらに1μlのCIPを加え、 30min間保温を続けたD

先と同様にフェノ}ル処理、エタノール沈殿により DNAを回収し、Ligation用

サンプルとした。

③Ligation Kitを用いたDNA断片の連結

プラスミドベクター及び:nNAfragmentを合わせて7.5μlの TMbufferに溶解
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し、 4倍量のA1夜。oμ1)を加え、混合した。次に7.5μlのB液を加え、混合し、

15.Cで30min保温した。このLigationmixtureを形質転換に用いたo

6)大腸菌competentcellの調製及び、形質転換

①試薬

50mM CaC12 

LB培地

100 mM IPTG (Isopropyl-s・D・thiogalac旬pyranoside)

アンピシリン水溶液 10 mglml 

2 % X-gal inD阻 (5・Bromo-4-chloroふ indolyl-s・D-galactoside)

②大腸菌competentcel1の調製

大腸菌typeωl旬reをスラントより 5mlのLB培地に植菌し、 37.Cで一晩培養

した。このうち、 0.5mlを50mlのLB培地に接種し、菌濃度が 10
7
/mlとなるま

で37.Cで培養した。このうち20mlを8000中m，3min， 4.Cの遠心分離により集

菌し、等量の冷却mMCaC~ で洗浄し、等量の冷50 mM CaC~ に牒濁し、 0 ・C で

30 min静置した。集菌後、 1mlの冷却mM CaC~ に牒濁し、 o .Cで 1hr以上静置

し、∞mpetentcellとした。

③大腸菌の形質転換

200μlの∞mpetent回 11溶液に 20~lの DNAligation mixtureを力日え、氷中に30

mm静置した。 42.Cで2minの heatshock処理をした後、 1mlのLB培地を加

え、 37.Cで1hr incuba倍した。このうち、 150μiずつを LBagar plate ( 100μglml 

ampicillin， 1 mM IPTG， 0.02 % X-gal )上に広げ、 37.Cで 12時間培養した。発現し

た白色コロニーを選択し、 insertion領域を含むプラスミドを保有している株と

した。

7)エステラーゼ活性株のスクリーニング

①試薬

基質溶液 1 % DL-ester， 0.01 % Bromocresol pu中le，10 mM TrislHCl pH 7.5 

②操作

'基質溶液をi慮紙にしみこませ、 6)・③で得られた形質転換株をi慮紙上に load
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し、 30.Cで3hr静置したo コロニー周辺の色調を青紫色から黄色に変化させる

コロニーを選択し、目的の遺伝子を持つ株とした。

8)サプクローンの調製

7)・②で得られたエステラーゼ活性菌株の保有するプラスミドのms町tion領

域(約1.3kbの Sma1 -Cla 1 DNA fragment )を種々の制限酵素で切断し、アガ

ロースゲル電気泳動後、ゲル断片より回収した。各フラグメントを M13mp 18 

または mp19に連結し、全ての断片をカバーするように各種クローンを調製し

た。

9)鋳型一本鎖DNAの調製

①試薬

H soft agar 10 g polypeptone， 5 g agar in 1L water 

Indicator cell大腸菌タイプカルチャーをLB培地で一晩培養したもの

X-gal plate 10 g polypeptone， 2.5 g NaCl， 15 g agar， 1 ml of 40 mglml X-gal in 

DMF in 1L water 

PEG溶液 20 % PEG 6000， 2.5 MNaCl 

②プラーク形成

8)で調製した各種M13mp18または mp19由来のRFDNAをEcoliJM109のコ

ンペテントセルと混合し、 O"C， 60 min静置した。 42.C， 2 minのヒートショック

後、インジケーターセル 200μ1，

ともにX-galpl蹴上に広げた o

DNAの調整に用いた。

③鋳型一本鎖DNAの調製

100 mMIPTG 20μ1， H soft agar 2.5 ml (55 .C)と

37.C， 8 hr培養し、生じたプラークを一本鎖

宿主菌 (Ecoli品1109)をLB培地で一晩培養したものを前培養液とした。 2

xYf培地に 11100vol.の前培養液を接種し、 37.Cで 2--3時間培養した (OD

550 = 0.2 --0.3 )。そのうち3mlずつを殺菌済み試験管に分注し、②で得られた

プラークを接種し、 37.Cで約8hr培養した。 12000叩m，4 .C， .10 minの遠心分離

で沈殿を除き、さらに上清を12000叩m，4 .C， 30 minの遠心分離で沈殿が混入し

ないように上清を得た。得られた上清に 1/5vol.のPEG溶液を加え、撹祥後、
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室温に30min静置した。 12000中m，15 oC， 10 minの遠心分離で上清を完全に除

いき、得られた沈殿を100凶の百bufferに溶解した。1/2vol.のフェノール(水

で飽和したもの)を加え、撹祥し、 12000中m，15 oC， 1 minの遠心分離で上清を

得た。得られた上清より、エタノール沈殿により DNAを回収し、 20μlの百

buffedこ溶解し、一本鎖DNA溶液とした。

1 0)シークエンス反応

①試薬

Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (United States Biochemical 

corporation) 東洋紡(株)より購入

[α_ 32p ] dCTP 10μCi/~ll or 1 OIlM ( 100 Cilmmol ) 

②アニーリング反応

Primぽ 1μ1，Reaction buffer 2μ1， DNA soln. 7μ1 (approx. 1μg) の反応組成液

を650Cで 5min保温した後、室温に 30min静置した。 30OC以下に下がればア

ニーリングは完了する。反応終了液は、氷中保存した。

③ラベリング反応

ラベリングミックスを純水で 5倍に希釈した。 Sequenase溶液を希釈液で5

.......8倍に希釈し、以下の反応液組成でラベリング反応を行った。

Annealing mix 

0.1 MDTI 

Diluted labeling mix 

[α_ 32p] dCTP 

10.0μ1 

1.0μ1 

2.0μl 

0.5μl 

Diluted Sequenase 2.0μl 

上記組成の反応液をよく混合し、室温で5min反応を行った。

④ターミネーション反応

4本のチュープに2.5μlのddGTP，ddA:τ'P， ddCTP， ddTIP termination mixを分

注し、③のラベリング反応液を3.5μlずつ分注し、 37・Cで5min保温した。そ

の後、それぞれのチュープに 4μlのsωpsolutionを加え、氷中に保存した。

1 1)変成ポリアクリルアミドゲル電気泳動及ぴオートラジオグラフ
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①ポリアクリルアミドゲルの作成

ガラス製ゲル板の l面をシリコン処理(ジメチルジクロロシラン溶液処理)

し、風乾させたo 生化学用尿素42g， 40%アクリルアミド溶液(アクリルア

ミド;ピスアクリルアミド = 39; 1) 15 ml， 10 xτ'BE buffer 10 mlを脱イオ

ン水に溶解し、 100mlとした。尿素を溶解し、 i慮過後、脱気し、過硫酸アンモ

ニウム 60μg，τB伍D(N凡N'，N'-Tetramethylethylenediamine)50μlを加え、よく

混合し、ゲル板に流し込んでゲルを作成した。

②ポリアクリルアミドゲル電気泳動

1 0)一④の反応終了液を 95oC， 5 min熱処理し、氷中に移して急冷した。

あらかじめ prerunさせたゲルに、 2.5μlのサンプルを applyし、 1800--2000 Vで

電気泳動した。泳動後のゲルは、 10%MeOH-10% Aceticacidで10min固定化し、

議紙上に移し取り、ゲル乾燥機で乾燥させた。乾燥したゲルをフィルム(

KodakXAR・5)に一晩露光させ、現像後、塩基配列を解析した。
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2、第2章の実験

1 )エステラーゼの精製

①無細胞抽出液の調製

E coli C600 / pPE117の培養液 6Lより得られた湿菌体(約160g) を200ml

buffer A ( 20 mM Phosphate buffer， 1 mM EDTA， pH7. 0 )に豚濁し、超音波細胞破

砕機で処理した。 13000叩m，5 oC， 20 minの遠心分離で得られた上清を無細胞抽

出液 (cellfree叙 tract)とした。

②硫安分画

無細胞抽出液 200mlに35%飽和となるように硫酸アンモニウム(硫安)

を加えた。 13000中m，5 oC， 20 minの遠心分離で沈殿を除去し、得られた上清に

60%飽和となるように硫安を加え、 13000中m，5 oC， 20 minの遠心分離で沈殿を

回収した。得られた沈殿を少量の bufferAに溶解し、透析チュープにいれ、同

bufferにて透析した。

③ DEAE Sephadex 7Jラムクロマトグラム

buffer Aで平衡化したDEAE-S叩hadexA・50カラム (2.6x 25cm)に、透析サンプ

ルを吸着させた。 NaClのo--0.4 M linear gradientで、タンパク質を溶出し、エ

ステラーゼ活性を示す画分を集めて硫安濃縮した。

④ゲルj慮過

Sephad依 G・100カラム ο.6x50 cm)に、③の濃縮サンプルをかけ、 bufferA 

で溶出させた。エステラーゼ活性を示す画分を集めて硫安濃縮した。

2)タンパク質濃度の測定

タンパク質濃度の測定は、 A280によるモニタリングまたは、 Folin-Lowry

法により測定した。 85)

①試薬

A液 2%N~C03 (0.1 NNaOH) 

B液 0.5% CuSOi5~O( 1 %酒石酸カリウム)

C液 A液 50ml+ B 液 1ml 

D液; フェノーjレ試薬

②操作
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2.5 mlのC液に、 0.5mlのサンプルを加え、室温で 10min静置した。 D液

0.2mlを加え、 30min後に OD750nmを測定した。アルプミンを用いた検量線を

作成し、タンパク質濃度を測定した。

3)ポリアクリルアミドゲル電気泳動及びゲル鴻過

① SDSPAGE 

タンパク質濃度が500μglmlとなるように調製し、 10μlのサンプルに 1111

の 11% SDSを添加し、沸騰水中に 5min静置した。得られた変性タンパク液を

Phannacia Phastsystemを用い、 SDSPAGEを行った。

②IEF (Isoelec凶cfocusing) 

Phannacia Phastsystemを用いてIEF(Isoelectric foωsing)を行い、エステラーゼ

の等電点を測定した。

③田LCによるゲル鴻過

未変性状態のエステラーゼの分子量は、 HPLCによるゲル鴻過により求めた。

TSK-gel G4000SWとG3000SW(7.8 x 450 mm 共に東ソー(株)製)をタンデム

に連結し、 0.2Mリン酸バッファー (pH6.8)を1mVminで、流出させた。分子量

既知のマーカーとの比較により、分子量を求めた。

4)エステラーゼ活性の測定

20mlの50mMリン酸buffer(pH 7.0)に50mM濃度となるように DL-田町を

添加した。適当量の酵素溶液を添加し、 30.Cで酵素反応を行った o 0.05 N 

NaOHで滴定し、初期10分間の加水分解速度より酵素活性を求めた。酵素活性

1 U (unit)は、 1分間に1μmのDATを生成する酵素量とした。

5)エステラーゼの pH安定性及ぴ至適pH

①試薬

Mcllvaine buffer pH 20 mM Citric acid 

3.0 79.45 ml 

4.0 61.45 

5.0 48.50 
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40 mMN~HP04 

20.55 ml 

38.55 

51.50 



6.0 

7.0 

50 mM TrislHCl pH 7.0，8.0，9.0 

②操作

36.85 

17.65 

63.15 

82.35 

各buffer20mlに酵素溶液 100μl(5 mglml)を添加し、 50Cにて 24hr静置し

た。静置後、各bufferを pH7~0 に調整し、基質を添加し、酵素活性を測定し、

pH安定性とした。

各pHにおける酵素活性を測定し、反応至適pHとした。

6)エステラーゼの熱安定性及び反応至適温度

①熱安定性

酵素溶液を 40-80 oCで30min熱処理し、残存活性を測定した。

②反応至適温度

30-80・Cの各温度における酵素活性を測定した。

7)各種メタルイオンの酵素活性に及ぼす影響

酵素溶液を PD-I0カラムで溶出し、 EDTAフリーとした。 20mlの 50mM

リン酸バッファー (pH7.0)に、最終濃度 lmMとなるように各種金属塩を添加

し、酵素溶液を加え、室温で20min静置した。その後、基質を添加し、酵素活

性を測定した。

8)各種界面活性剤及ぴ有機溶剤の酵素活性に及ぼす景簿

20mlの50mMリン酸バッファー (pH7.0)に、各最終濃度となるように各

種界面活性剤または有機溶剤を添加し、基質、酵素溶液を添加して酵素活性を

測定した。

9) ミカエリス定数の測定

20 mlの 50mMリン酸バッファー (pH7.0)に、各最終濃度となるように

DL・エステルを溶解した。酵素溶液を添加して酵素活性を測定し、酵素反応速

度と基質濃度の逆数をLineweaver，..Burkプロットし、 Km及びVm慌を求めた。
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1 0)ハロパーオキシダーゼ活性の測定

ハロパーオキシダーゼ活性の測定は、 Hagerらの方法問tこしたがった。すな

わち、 3mlの0.5M sodium蹴旬.tebu伽(pH 5.5 )に、 monochlorodim:edon(50 

m刈， H202(7.8 m附， potassium bromide (100 m附を加えた。適当量の酵素溶液を

加えてアッセイを開始し、 290nmの吸光度の変化を測定した。プランクに対す

る吸光度の変化より、酵素活性を求めた。酵素活性の1U (unit)は、 1分間に1μm

01のmonobromomonochlorodimedonを生成する酵素量と規定した。

monochlorodimedonε=20.2mM1αn-1 at 290 nm 

monobromomonochlorodimedon ;ε=0.2mM1αn-1抗 290nm

1 1)ハロパーオキシダーゼ活性の至適pHの測定

pH3.0 ....... 5.8の0.5Msodium acetate bu妊erを調製し、 pHの異なる各バッファー

中におけるハロパーオキシダーゼ活性を 10) と同様に求めた。
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3、第3章の実験

1) DATの化学純度の測定

DATの化学純度の測定は、田LCを用いた。 試料を1.0g量り、移動相で

希釈して 100mlとし、以下の条件で田LC分析し、ピーク面積比を化学純度と

した。

カラム TOSOHODS 120 A 

移動相 H20/MeOH/85% H3P04 = 55/45/0.1 

流速 0.7mVmin 

検出 220nm

2) DATの光学純度の測定

DATの光学純度の測定は、ジアステレオマー法を用いた。

①試薬

. 10 % (v/v)塩化チオニル溶液 0.5mlの塩化チオニルに 0.5μ1DMF 

を加え、ヘキサンで希釈し、総量を 5mlとした。

. 8 % (v/v)(s)・(+)・2-オクタノール 0.4mlの(s)・(+)-2・オクタノールを

トルエンで希釈し、総量を 5mlとした。

②操作

1 mlの10% (v/v)塩化チオニル溶液に、 15μlのサンプルを入れ、よく撹祥

し、室温で 30min静置した。過剰の試薬をトッピングで除去し、 1mlの 8%(

v/v) (s)・(+)-2・オクタノールを加え、 1000Cで 1時間保温した。反応、液を室温ま

で冷却し、下記の条件でガスクロ分析した。

カラム: キャピラリーカラム DB・51162235 

カラム温度 200
0

C

インジェクション/検出温度 220・c

検出器 FID

H2 1.8 kg/αn
2， Air 2.4 kg /αn2， He 3.8 kg/αn

2 

③計算式

光学純度 (% e.e.) = (D体のピーク面積 一 L体のピーク面積)x 100 

D体のピーク面積 + L体のピーク面積
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4、第4章の実験

1 )メチルコハク酸ジメチルの光学分割

50mlの 50mMリン酸 buffer(pH 7.0)に 5gのラセミ体メチルコハク酸ジ

メチルを牒濁し、 0.5mlの乱1R・2103株培養菌体豚濁液(菌体乾燥重量として約

7%含有)を加えた。 300C，pH 7.0にて酵素反応を行い、この間、 10%(w/w) 

NaOHを用いて pHをコントロールした。反応終了後、 30mlの酢酸エチルで2

回抽出した。有機相をあわせ、無水硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮し、 2.1

gの未反応ジエステルを得た。抽残水相に30% ( w/w ) H2S04を加え、 pH2.0に

調整し、 30mlの酢酸エチルで 2回抽出した。有機相をあわせ、無水硫酸ナト

リウムで脱水後、減圧濃縮し、1.9gのモノエステルを得た。 lHおよび 13C

NMR分析の結果、酵素反応生成物は、 (R)・3・カ jレボキシ酪酸メチルであった。

光学純度は、下記の条件でHPLC分析により決定した o モノエステルは、

HClIMeOH処理でジエステルに誘導後、分析した D 残存ジエステルは、

(S)-Dimethyl methylsuccinateであり、光学純度は 100% e.e.で、あった。酵素反応

生成物の光学純度は 98.8% e.e.であった。

カラム.Chiralcel OD 

移動相.HexanelIsopropanol!Trifluoroacetic acid = 90/10/0.1 

流速 0.5mVmin 

検出 220nm

(R)-Me血y13・carboxybutyr蹴 lHN乱仮 (CDC1
3
)o=1.27 (3H， J =7.2 Hζ d)， 2.44 

(IH， J =5.67， 16.7 Hζdd)， 2.75 (IH， J =8. 37， 16.7 Hζdd)， 2.95 (IH， dqd)， 3.69 

(3H， s)， 10.58 (IH， s); 13C NMR(CDC13) o=16.57 (CH
3
)， 35.31 (CH)， 36.66 (CH

2
)， 

51.43 (CH3)， 172.11(C，邸旬。， 181.20 (C， acid). MS mlz (%): 128 (29)， 115 (94)， 100 

(54)，87 (90)， 74 (77)，59 (65)， 43 (100)， 41 (60). 

2)メチルコハク酸-4-ιプチル・1・メチルエステルの光学分割

①ラセミ体メチルコハク酸・4・bプチル・1・メチルエステルの合成

イタコン酸・1・メチルエステル 50gを 100mlのトルエンに溶解し、ガラス

製オートクレープに仕込み、 20gのイオン交換樹脂 (RCP-160H、三菱化学)

を添加した。 29gのイソプチレンを冷却下、添加し、室温にて5時間反応した。

反応終了液よりイオン交換樹脂を鴻過し、等量の10%炭酸ソーダ水溶液で2回
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洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、濃縮し、 48.9gのイタ

コン酸4・t・プチル・1・メチルエステルを得た。

得られたイタコン酸・4-ι プチル・1-メチルエステル全量を 50mlのメタノー

ルに溶解し、 0.25gの5%パラジウム/カーボン(和光純薬)を添加した。こ

れに 1kg I cm2となるように水素を添加し、 2時間反応した。反応終了後、触媒

を鴻別し、減圧濃縮することにより、 44.2gのラセミ体メチルコハク酸・4-t-プ

チル・1-メチルエステルを得た。

②メチルコハク酸・4・bプチル・1・メチルエステルの光学分割

基質としてラセミ体メチルコハク酸・4・bプチル・1・メチjレエステルを用い

た以外は全て 1)と同様にエステラーゼにより光学分割した。 5gのラセミ体

エステルより、 2.2gの光学活性メチjレコハク酸・4・ふプチル・1・メチルエステ

ル及ぴ1.9gの光学活性メチルコハク酸・4-ι プチルエステルを得た。得られた

光学活性メチルコハク酸4・bプチル・1-メチルエステルをトリフルオロ酢酸で

処理したのち、 3倍モルの水酸化ナトリウム水溶液で加水分解し、光学活性メ

チルコハク酸とし、 5・1)と同様に光学純度を測定したところ、 (S)・体95.5% e.e. 

であった。酵素反応生成物である光学活性メチルコハク酸 4・bプチルエステ

ルを上記と同様に処理し、光学純度を測定したところ、 (R)-体99.5% e.e.であっ

た。

(S)・4-t-Butyl-1・me血ylme血ylsu∞inate;lH NMR(CDC~) o=1.20 (3H， d， -CH3)， 1.44 

(9H， s， -t-Bu)， 2.34 (IH， dd， -CH2・)， 2.65 (IH， dd， -CH2-)， 2.83-2.91 (IH， m， -CH今，

3.69 (3H， s， -CαJCH3); 13C NMR(CDC~) o=16.90 (CH3)， 28.05 (ふBu)，35.76 (CH2)， 

39.06 (CH)， 51.77 (CH3)， 171.00 (C，t・Bu・ester)，175.84 (C， Me・es旬r); 

[α]J5=・2.11(neat). 

(R)-4-t-Butyl me血y1suω泊ate;lH NMR (CDC~) o=1.24 (3H， d，・CH3)，1.44 (9H， s， 

-t-Bu)， 2.36 (lH， dd，・CH2・)， 2.64 (IH， dd，・CH2・)， 2.86-2.93 (IH， m，・CH-)，9.80 

(1H， s，・C∞H);13C NMR(CDC13) o=16.69 (CH3)， 28.02 (t.・Bu)，35.91 (CH2)， 38.75 

(CH)， 81.01 (t-Bu)， 170.98 (C，t-Bu-ester)， 181.53 (C， acid); 

[αIJ5=+474(c=230，EのH).

3) 2-メチルグルタル酸ジメチルの光学分割
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基質としてラセミ体 2・メチルグルタル酸ジメチルを用いた以外は全て5・1)

と同様にエステラーゼにより光学分割した。 5gのラセミ体エステjレより、 2.3

gの光学活性2・メチルグjレタ jレ酸ジメチル及ぴ1.8gの光学活性2・メチjレグル

タル酸モノメチルエステルを得た。 lH および 13CN~低分析の結果、酵素反応

生成物は、 (R)-4・カルボキシ吉草酸メチルであった。光学純度は、下記の条件

で GLC分析により決定した。モノエステルは、 HCl/MeOH処理でジエステルに

誘導後、分析した。残存ジエステルは、 (S)・Dime也yl2・me出ylglutarateであり、

光浮純度は 99.0%e.e.であった。酵素反応生成物の光浮純度は 98.0%e.e.であっ

た。

カラム CP-ChirasilDex CB (0.25mm x 25m) 

カラム温度 105
0

C

インジェクション/検出温度. 2300C 

検出器 FID

H2 1.8 kg /αn2， Air 2.4 kg /αn
2， He 3.8kg/αn

2 

(R)・m伯 y14・carboxyvalerate;lH m仮 (CDC13)o=1.23 (3H， J=7.2Hζd)， 1.79・1.87

(lH， m)， 1. 96-2. 04 (IH， m)， 2.40 (2H， t)， 2.54 (IH， ddφ， 3.68 (3H， s)， 11.58 (IH， 

s); 13C NMR (CDC13) o=17.02 (CH3)， 28.59 (CH2)， 31.64 (CH2)， 38.65 (CH)， 51.70 

(CH3)， 173.69 (C，回記r)，182.21 (C， acid). MS mlz (%): 142 (7)， 129 (48)， 114 (87)， 

101 (53)，87 (55)， 74 (53)，55 (100)，43 (42)，41 (26). 

4)ジメチル2・メチル・5・メチレンアジピン酸の光学分割

基質としてラセミ体ジメチル2・メチル・5-メチレンアジピン酸を用いた以外

、は全て5・1)と同様にエステラーゼにより光学分割した。 5gのラセミ体エステル

より、 2.4gの光学活性ジメチル2・メチル・5・メチレンアジピン酸及び 2.0gの光

学活性モノメチルエステルを得た。 lHおよび13CNMR分析の結果、酵素反応

生成物は、 (R)・5・カルボキシ・2・メチレンヘキサン酸メチルであった。光学純

度は、 5・3)と同じ条件で GLC分析により決定した。モノエステルは、

HC肋1eOH処理でジエステルに誘導後、分析した。残存ジエステルは、

(S)・到me血y12・methyl-5・methyleneadipateであり、光学純度は 99.0%e.e.であっ

た。酵素反応生成物は (R)-methyl5・ωboxy・2・methylenehexano縦であり、光学純

度は 98.0% e.e.であった。
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(S)・Dime由y12・me血ylふ methyleneadipate;lH N乱依(CDC13)o=1.18 (3H， d，・CH3)，

1. 61， 1. 87 (2H， ddd， -CH2-)， 2.32 (2H， dd，・C~-)， 2.40-2.55 (1H， m，・CH-)，3.68 

(3H， s，・COOCHみ 3.75(3H， s，・cαJCH3)，5.56，6.16 (2H， S， CH2=); 13C 

NMR(CDC13) o=17.12 (CH3)， 29.59 (CH2)， 32.30 (CH2)， 38.95 (CH)， 51.57，51.84 

(COOCH3)， 125.42 (CH2=)， 139.87 (-C=)， 167.49 (C=O)， 176.88 (C=O); 

[α]0
25
=+ 16.0(c=2.0， CHC13). 

(R)・me血yl5・carboxy・2・脱出ylenehexanoate; lH NMR(CDC~) o=1.24 (3H， d， 

・CHム1.64，1.90οH， ddd，・CH2-)，2.37 (2H， dd，・CH2・)， 2.46-2.54 (1H， m， -CH今，

3.76 (3H， s， -C∞CHみ5.59，6.18(2H， s， CH2=)， 8.00・10.00(1H， br， -C∞H); 13C 

NMR(CDC13) o=17.08 (CH3)， 29.50 (CH2)， 32.02 (CH2)， 38.84 (CH)， 51.91 

(COOCH3)， 125.47 (CH2=)， 139.72 (・C=)，167.58(C=O)， 180.72 (C=O); 

[α]J5=・10.4(c = 2.0， CHC13). 

5)トヒドロキシイソ酪酸メチルの光学分割

基質としてラセミ体Pーヒドロキシイソ酪酸メチルを用いた以外は全て5・1)

と同様にエステラーゼにより光学分割した。 5gのラセミ体エステルより、1.9

gの光学活性Pーヒドロキシイソ酪酸メチルを得た。比旋光度を測定したところ、

[α]0
25 
= + 24.9 (c = 2.0， CH30H)であり、残存するエステjレは(S)体で光学純度

はほぼ 100% e.e.であった。しかしながら、酵素反応生成物であるトヒドロキ

シイソ酪酸の水相中からの回収は困難であヮた。

6)αークロロ-sーヒドロキシプロピオン酸メチルの光学分割

基質としてラセミ体αークロロ-s-ヒドロキシプロピオン酸メチルを用いた

以外は全て5・1)と同様にエステラ}ゼにより光学分割したo ただし、酵素反応

温度は 15。C，中和には14%アンモニア水を用いた。 5gのラセミ体エステルよ

り、1.7gの光学活'性αークロロートヒドロキシプロピオン酸メチル及ぴ2.0gの

光学活性カ jレボン酸を得たo 光学純度は、 5・3)と同じ条件で GLC分析により決

定したo カjレボン酸は、 HClIMeOH処理でエステルに誘導後、分析した o 残存

エステルは、 (S)-me血y13・chloro・2・hydroxypropionateであり、光学純度は 99.0%

e.e.であった。酵素反応生成物は (R)・2・chloro・3・hydroxypropionicacidで、あり、光
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学純度は 30.0% e.e.であった。

(S)-me血yl2・chloroふ hydroxypropionate; lH m恨 (CDC13)o=3.79 (1H， s，・OH)，

3.83 (3H， s， -C∞CH3)， 3.98-4.03 (2H， m，・CH2・)， 4.43 (lH， t， -CH-); 13C 

N乱依(CDC13)o=53.31 (-CH3)， 56.88 (ーCH-)，64.14 (-C~-)， 169.08 (C=O); 

[α]D
25 
= -6.74 (neat) 

7) N・アセチル-s-アミノイソ酪酸メチルの光学分割

基質としてラセミ体N・アセチル-s-アミノイソ酪酸メチルを用いた以外は

全て5・1)と同様にエステラーゼにより光学分割した。 5gのラセミ体エステjレよ

り、 2.0gの光学活'性N・アセチル-s-アミノイソ酪酸メチルを得た。光学純度は、

5・3)と同じ条件で GLC分析により決定した。残存するエステルは(R)体で光学純

度はほぼ 100% e.e.であった。しかしながら、酵素反応生成物である光学活性

N-アセチル-s-アミノイソ酪酸の水相中からの回収は困難であった。

(R)-methyl 3・acetylaminoisobutyrate;lH NMR(CDC13) o= 1.20 (3H， d， -CH3)， 1.95 

(3H， s，・COCH3)，2.62-2.78 (IH， m， -CH-)， 3.20・3.60(2H， m， -CH2・)， 3.70 (3H， s， 

-CαJCH3)， 6.00 (IH， br， -NH-); 13C NMR(CDC13) o= 14.9 (・CH3)，23.3 (-COCH3)， 

39.5 (・CH-)，41.6 (・C~-)， 51.9やCOOCH3)，170.2 (C=O)， 176.1 (ーCOO-);

[α]D
25
=+53.12 (c=2.9， MeOH) 
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