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1. はじめに

人が生活に酵素（発酵を含む）の利用を取

り入れたのは古く紀元前にさかのぼると言わ

れている. 酵素の商業化は, チーズ製造用の酵

素キモシンから始まり, 現在では, 洗剤, 食品分

野, 分析分野, 医療分野そして化成品の製造と

幅広く産業利用されている 1). 20 世紀後半, タ
ンパク質の X 線結晶構造解析技術と分子シミ

ュレーション技術そして遺伝子組換え技術と

進化分子工学 (2018 年にフランシス・アーノ

ルド氏が”酵素の指向性進化”についてノーベ

ル化学賞を受賞している) の急速な発展と連携

は, 酵素の機能を理解し産業利用するために目

的の特性を持つ酵素を開発するために重要な

役割を果たしている. また, 地球規模の汚染や

物質循環・生態系の破壊が問題となり, 持続可

能な技術として酵素を活用した効率の良い物

質生産技術の開発が期待されている. 
本稿では, １）非立体選択的ニトリルヒドラ

ターゼを利用した動的速度論的光学分割法に

よる光学活性 D-および L-α-アミノ酸の酵素

的合成法, ２）合理的なタンパク質設計に基づ

いたブタ腎臓由来 D-アミノ酸酸化酵素から新

規アミン酸化酵素への改変と光学活性アミン

のデラセミ化反応への応用, そして３）ストレ

ッカー反応の反応中間体イミンに着目した, D-
アミノ酸酸化酵素の反応機構に基づく新しい

酸化的シアノ化反応の開発と非天然アミノ酸

の合成について述べる.  

2. 非立体選択的ニトリルヒドラタ

ーゼの探索と動的速度論的光学

分割法によるα-アミノニトリル

から光学活性α-アミノ酸の合成

農薬や医薬品の中間体原料として重要な光

学活性アミノ酸のうち, L-α-アミノ酸の多くは

発酵法による製造が可能である. 一方で, 多く

の D-α-アミノ酸や非天然のアミノ酸の合成は, 
①不斉有機合成技術を利用する製造法, ②光学

分割剤を利用する製造法, および ③酵素触媒

を利用する製造法などが主に挙げられる. 酵素

を利用した製造法は, コスト高になる指摘があ
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るものの, 反応選択性が高く環境負荷が低いな

ど有利な点が多くあるため, 基礎から応用研究

に至るまで非常に注目されている.  
アミノ酸のような光学活性体の酵素変換法

において動的速度論的光学分割法 (dynamic 
kinetic resolution) は, 最もエレガントな合成

法の一つと言われている. 動的速度論的光学分

割法とは, 基質をラセミ化させながら一方のエ

ナンチオマーのみを光学分割する方法で, 速度

論的光学分割法 (kinetic resolution) が理論収

率50%で光学活性体を得られるのに対し, 動的

速度論的光学分割法は理論収率 100%で光学

活性体を得られる非常に効率の良い合成法の

一つである. また, 後述する酸化酵素を利用し

たデラセミ化反応もラセミ体の基質に対し, 一
方のエナンチオマーのみを酸化し, 生成した反

応中間体を化学的還元剤で強制的にラセミ体

の基質へ変換する. この反応が永続的に続くこ

とで, 最終的にラセミ体の基質の一方のみが立

体反転し理論収率 100%に近づき目的の光学

活性体が得られる.  
富山県立大学の酵素化学工学研究室では, 安

価な原料であるアルデヒドからストレッカー

法によって得られる α-アミノニトリルを出発

原料として, その酸水和物である α-アミノ酸ア

ミドに着目し, 多くの D-または L-立体選択的

に α-アミノ酸アミドに作用するアミダーゼの

取得に成功して来た 2,3,4,5,6). さらに α-アミノ-
ε-カプロラクタム (ACL) ラセマーゼが α-アミ

ノ酸アミドのラセミ化を触媒することを明ら

かにし, これらの酵素を組み合わせることで α-
アミノ酸アミドから動的速度論的光学分割に

よる光学活性 α-アミノ酸の合成に成功してい

る 7,8,9). しかし, α-アミノ酸アミドを得る化学

反応は, 酸を使用すること, そして副生成物とし

てラセミ体 α-アミノ酸が生成する等の課題があっ

たことから α-アミノニトリルから α-アミノ酸アミ

ドへ変換する酵素の探索を開始した. 
ラセミ体 α-アミノニトリルから光学活性 α-

アミノ酸を得る酵素的方法としては, 1) ニト

リルヒドラターゼ (NHase) と立体選択的なア

ミダーゼを組み合わせた方法, および 2) 立体

選択的なニトリラーゼを用いた方法がある. し
かし, 両方法とも, 速度論的光学分割法である

ので, 得られる光学活性 α-アミノ酸の収率は, 
最大で50%を上回ることはない. さらに生成物

の光学純度が高い場合でも, その反応液中には

未反応の基質や反応中間生成物が含まれ収率

は50%を大きく下回り, 生成物の精製工程は煩

雑であった. また, α-アミノニトリルに対して

R または, S 立体選択的に作用する NHase が

注目されて来たが, それらの酵素化学的諸性質

や基質特異性等の詳細な知見は得られていな

い. 報告例としては, S 体のフェニルグリシノ

ニトリルにわずかに立体選択性 (E値が 7.4) を
示す報告など数例しかない 10). このような結果

を踏まえ, 本研究では, あえて非立体選択的にα-アミ

ノニトリルに作用する NHase の探索を行い,  ACL 
ラセマーゼと立体選択的なアミダーゼを組み合わ

せることで α-アミノニトリルから光学活性 α-アミ

ノ酸の合成を計画した (図1).  
α-アミノブチロニトリルとの構造上の類似

性からブチロニトリルを炭素源および窒素源

として, 土壌サンプルから NHase 生産菌の分

離を行った . 分離した Rhodococcus opacus 
71D が生産する NHase は, 培地中へのブチロ

ニトリルの添加により誘導され, α-アミノブチ

ロニトリルに対して非立体選択的に α-アミノ

ブチルアミドへと変換する高い NHase活性を

有していた. R. opacus 71D 由来 NHase を,
種々のカラムを用い均一に精製し, α-アミノニ

トリルに作用する NHaseとして初めて酵素化

学的諸性質を明らかにした 11). 基質となる α-
アミノニトリルと対応する α-アミノ酸アミド

の多くは市販されていない, このことが未だ α-
アミノニトリルに作用する NHaseの詳細な基

質特異性等が研究されていない理由の一つで

ある. そこで, 各種 α-アミノニトリルと対応す

る D- および L-α-アミノ酸アミドを化学合成す

ることで, 本酵素の基質特異性を明らかにした．

本酵素は，α-アミノブチロニトリルの他, アラ

ニノニトリルやロイシノニトリルなどの脂肪

族 α-アミノニトリルやフェニルグリシノニト

リルやフェニルアラニノニトリルのような芳
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香族 α-アミノニトリルに対しても高い活性を

示し, 非常に幅広い基質特異性を示した. また, 
種々の α-アミノニトリルに対して, E 値は 1.0
～1.6 と算出された. 一般的に立体選択性の無

い酵素の E 値は 1.0 を示し, 立体選択性のある

酵素は, 最低 50, 高いものだと 100 以上の E 値

を示すので, 本酵素は極めて低い立体選択性を

示す目的の反応に合致する性質を示した 11). さ
らに, 本酵素遺伝子を大腸菌で高発現させたと

ころ, α-アミノブチロニトリルに対して, 乾燥

菌体 1 g 当たり野生株 R. opacus 71D の 30 倍

に値する 11,100 U を示した. この NHase 遺伝

子組換え大腸菌 (E. coli pNH2) と ACL ラセマ

ーゼそして D-立体選択的アミダーゼ 2)とを組

み合わせることで α-アミノブチロニトリル 
(200 mM) から効率良く D-アミノ酪酸 (収率

99%, 99%ee) を合成した. しかし, ACL ラセマ

ーゼの狭い基質特異性のため, 側鎖の大きい α-
アミノ酸アミドのラセミ化は効率が悪かった.
そこで, 野生型と比較して L-フェニルアラニン

アミドに対する Km値が 5.6 倍減少し, Vmax値

が 52 倍上昇した変異型 ACL ラセマーゼ

(L19V/L78T) を用いた. 変異型 ACL ラセマー

ゼ遺伝子と D-立体選択的アミダーゼ遺伝子 4)

を共発現させた組換え大腸菌を用い, ラセミ体

のフェニルアラニンアミド (400 mM) から変

換率 98%以上で D-フェニルアラニン (395 
mM) を得た. 反応後、再結晶することで D-フ
ェニルアラニンを収率 84%, 光学純度 99%ee
で単離した. また, 変異型 ACL ラセマーゼ遺伝

子と L-立体選択的アミダーゼ遺伝子 6)を共発

現させた組換え大腸菌を用いることで, ラセミ

体フェニルアラニンアミド (400 mM) から L-
フェニルアラニン (390 mM) を得ている. さら

に NHase 遺伝子組換え大腸菌と変異型 ACL
ラセマーゼ遺伝子と D-立体選択的アミダーゼ

遺伝子 4)を共発現させた組換え大腸菌を用い

ることにより, 動的速度論的光学分割法による

フェニルアラニノニトリル (100 mM) から D-
フェニルアラニン (収率 95%, 90%ee) への合

成に成功した 12).
以上のように, α-アミノニトリルに対し基質

特異性が広くかつ非立体選択的に作用する

NHase を開発し, 各種基質特異性が異なる

ACL ラセマーゼや D-または L-立体選択的なア

ミダーゼを組み合わせることで, アルデヒドか

ら容易に合成が可能な α-アミノニトリルから，

一段階の反応で脂肪族および芳香族側鎖を持つ D-
またはL-α-アミノ酸の合成が可能となった. 

図 1.  α-アミノニトリルの動的速度論的光学分割法による光学活性 α-アミノ酸の合成 

(文献 11)参照) 
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3. 変異型 D-アミノ酸酸化酵素を用

いたα-メチルベンジルアミンの

デラセミ化法による(S)-α-メチ

ルベンジルアミンの合成

3-1.  R 立体選択的アミン酸化酵素活性を有す

る変異型ブタ腎臓由来 D-アミノ酸酸化

酵素の開発

動物, 植物および微生物など天然から広くア

ミン酸化酵素 (AOx) が報告されている. 一般

的な AOx の良好な基質は, β-フェニルエチル

アミンや n-ブチルアミンのように α 炭素に他

の置換基を持たないアミンであり, α-メチルベ

ンジルアミン (MBA) のような α 位が不斉炭素

であるアミン化合物には, ほとんど作用しない

ため光学活性なアミン合成に応用した例はほ

とんどない. わずかな例として, Aspergillus 
niger由来モノアミンオキシダーゼにランダム

変異を導入することで S 立体選択的に MBA
を酸化する AOx を開発して, 酵素と還元剤を

反応系内で同時に用いるラセミ体アミンから

R 体アミンへのデラセミ化法を報告している

13). しかし, R 立体選択的な AOx の報告は未だ

無く, それを用いたデラセミ化法による S 体ア

ミンの合成は不可能であった.
このような背景から, 自然界に存在しない R 

立体選択的 AOx の開発を行う際, AOx を出発

酵素としてタンパク質工学的手法により立体

選択性の改変を行うのが一般的なアプローチ

であるが, S 立体選択的 AOx, L-アミノ酸酸化

酵素  (LAAO) および  D-アミノ酸酸化酵素 
(DAAO) の立体構造の類似点と相違点を注意

深く洞察し, ブタ腎臓由来 DAAO を出発酵素

として選出した (図 2). 野生型 DAAO の立体構

造を基に, 基質のアミノ酸の α-カルボキシル基

と相互作用している Arg283 と Tyr228 に着目

して飽和変異を導入しスクリーニングを行っ

た. Arg283 に対する飽和変異ライブラリーか

ら得られた, Gly, Ala そして Cys に置換した変

異型酵素は (RS)-MBA に対して R 立体選択的

に酸化し, 本来の基質であるD-フェニルアラニ

ンに全く作用しなかった. 一方, Tyr228 に対す

る飽和変異ライブラリーからは, (RS)-MBA を

基質とする変異型酵素は得られなかった. さら

に, (R)-MBA に対する酵素活性の向上を目的

に, R283G, R283A そして R283C のそれぞれ

の変異型酵素を親酵素としてTyr228に飽和変

異を導入した結果 , 得られた目的の酵素は

R283G/Y228L, R283A/Y228LそしてR283C/Y228Lと

いずれもTyr228がLeuに置換していた. 特に活性

の高かった変異型酵素 (Y228L/R283G)を, 変
性ポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)
上で単一のバンドになるまで精製し基質特異

性の検討を行った. 野生型と比較して変異型酵

素 (Y228L/R283G) の至適 pH 及び至適温度に

変化は見られなかったが (それぞれ 9.0 及び

45℃), 耐熱性がわずかに上昇している結果が

得られた. 変異型酵素は, 本来基質となるよう

な D-フェニルアラニン, D-メチオニンそして

D-プロリン 14)に全く作用せず, (R)-MBAや(R)-
α-エチルベンジルアミンそして 2-フェニルピ

ロリジン等を基質とするが, アミノ基結合炭素

が不斉炭素でないベンジルアミンにはほとん

ど作用しないことを明らかにした 15). 従来, ア
ミノ酸酸化酵素とアミン酸化酵素はそれぞれ

全く別の基質特異性を示すが, 今回, 基質特異

性の変換を行うことができた. また, 精製した

変異型酵素  (Y228L/R283G) を用い還元剤

NaBH4存在下で(RS)-MBA (5 mM, 0.24 g) か
ら光学純度 99%eeで(S)-MBA へ効率良く変換

するデラセミ化法の開発に成功した 15).  

3-2. 開発した R-アミン酸化酵素の基質特異性

の改良

変異型酵素 (Y228L/R283G) と基質複合体の

結晶構造解析を行った (図 3) 15). 既知の野生型

DAAO の結晶構造中の安息香酸 (阻害剤) のフ

ェニル環が補酵素 FAD のウラシル環上にある

のに対し 16), 変異型酵素 (Y228L/R283G) の基

質 (R)-MBAのフェニル環は, Y228LとR283G
の変異により FAD のキシレン環上に新たに形

成された疎水性ポケットに位置し ,FAD と
Tyr224 のキシレン環にはさまれる形で π-π ス
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タッキングを形成していた. 結果, (R)-MBA の

α-H は, FAD の N5 原子の方向に位置し反応可

能な距離を形成していた. よって, 本変異型酵

素は, (R)-アミンの触媒反応に必要な構造を形

成していることを明らかにした 15). 一方で, 本
酵素はナフチルエチルアミンやベンズヒドリ

ルアミンのような大きい基質に対しての活性

が低いことから, 変異型酵素 (Y228L/R283G)
の結晶構造を基に基質特異性の改変を行った.
ナフチルエチルアミンに対する活性の向上を

目的に, 変異型酵素 (Y228L/R283G) の基質

(R)-MBA のフェニル環と π-π スタッキングを

形成している Phe242 に着目し飽和変異を導

入することで, (R)-1-(2-ナフチル)エチルアミ

ン (NEA) に対し高い特異性を示す変異型酵素

(Y228L/F242I/R283G) が得られた (図 3)17). 次
に, ベンズヒドリルアミンに対して特異的な酵

素を開発するため , Leu51, Ile215 そして

Ile230 から構成される疎水ポケットに着目し,

変異型酵素  (Y228L/R283G) と変異型酵素 
(R283G)を親酵素として, それぞれのアミノ酸

残基に飽和変異を導入した. その結果, 変異型

酵素 (R283G) を親酵素とした変異ライブラリ

ーから , (S)-4-Cl-ベンズヒドリルアミン  (4-
CBHA) に 高 活 性 を 示 す 変 異 型 酵 素 
(I230A/R283G) が 得 ら れ た . 変 異 型 酵 素 
(I230A/R283G)と基質(S)-4-CBHA 複合体の

X-線結晶構造解析の結果から, 推測したとおり

I230A の変異により(S)-4-CBHA の 4-Cl-フェ

ニル基が位置するために十分な疎水ポケット

が新たに形成されていることを明らかにした

(図 3)18). そして, 本変異型酵素を用いたラセミ

体 4-CBHA (5 mM) のデラセミ化法により(R)-
4-CBHA を光学純度 98 %で得た.
以上のように, D-アミノ酸酸化酵素から合理的

設計により, 基質特異性が全く異なる 3 種類の

アミン酸化酵素を開発し, デラセミ化法による

光学活性アミン合成に応用した.

図 2. FAD 含有酸化酵素の構造同一性
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図 3. 基質特異性の異なる変異型 DAAO の活性中心構造の比較  (文献 15,17,18) 参照) 

4. 変異型ブタ腎臓由来 D-アミノ

酸酸化酵素を用いた酸化的シア

ノ化反応による光学活性アミン

の合成

ストレッカー反応は, ケトンやアルデヒド

とアンモニアそしてシアン化物イオンからア

ミノニトリルを合成しその後, 加水分解する

ことでアミノ酸を合成する主要な化学反応と

して知られている. しかし, この反応を触媒す

る酵素はこれまでに報告されていない. 本研

究では, ストレッカー反応がイミン中間体に

シアン化物イオンが付加することでアミノニ

トリルが生成されることに着目し, 酵素反応

中にイミンを経由する酵素 (図 4) を選抜し, シ
アン化物イオン存在下で反応させることで中

間体イミンにシアン化物イオンが求核付加す

ることでアミノニトリルが生成されると推測

した. 結果として, L-または D-アミノ酸酸化酵

素が, シアン化物イオン存在下でそれぞれの

基質である L-または D-フェニルアラニンから

α-炭素にシアノ基が付加した 2-アミノ-2-シア

ノ-3-フェニルプロパン酸を得ることを確認し

た. また, 開発したアミン酸化活性を有する

DAAO (Y228L/R283G) をシアン存在下で

(R)-MBA と反応させることで, 1-フェニルエ

チルイミン (1-PEI)の α-炭素にシアン化物イ

オンが求核攻撃することで 2-メチル-2-フェニ

ルグリシノニトリル (2-MePGN) を生成する

新規酵素反応 (酸化的シアノ化反応) を見出し

た. さらに, この反応系に R 立体選択的ニトリ

ラーゼ AY487533 を加えることで 2-メチル-2-
フェニルグリシン  (2-MePG) を収率 96%,
40%ee (R-form) で合成した 19). 以上のように,
本反応は, アミンから α-アルキルアミノ酸を

容易に合成できる新しい酵素的手法である.
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最近では、本研究を踏まえ, 変異型 DAAO 
(Y228L/R283G) が基質である(R)-MBA から

生じた 1-PEI に対して, 水より求核性の高い

基質が 1-PEI の α-炭素を攻撃することで (1-
フェニル-N-(1-フェニルエチリデン)エタンア

ミン) を与える手法や変異型酵素が基質とし

ないアルキルアミンを求核剤として添加する

ことで N-アルキルイミンを合成し, その後, 系
内に化学還元剤を加えることで N-アルキルア

ミンを得る手法へと展開されている 20). この

ように DAAO の変異型酵素を用いて, 従来と

は全く異なる構造の生成物を与える新しいイ

ミン合成法は, 学術的にも興味深く, また物質

生産への応用も期待されるところである.

図 4. 反応中間体にイミンを経由する酵素反応 
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