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 微生物の中にはユニークなアミノ酸の代謝を行うものが数多く存在しており、その代謝産物や代謝中間体

として様々な形の修飾を受けたアミノ酸が見出されている。これら修飾アミノ酸は遊離アミノ酸、もしくは

ペプチドやタンパク質の構成要素として多彩

な生理活性を発揮するものが多く、多方面に

おける産業利用展開が期待されている。本シ

ンポジウムでは、アミノ酸修飾酵素の一例と

してアミノ酸酸素原子添加酵素の一種である

Fe(II)/α-ケトグルタル酸依存性ジオキシゲナ

ーゼ（Fe/αKG-DO、右図）を取り上げ、その

産業用酵素触媒としての応用への試みについ

て紹介する。 

 

イソロイシン水酸化酵素 

 土壌分離菌 Bacillus thuringiensis 2e2 株より、Fe/αKG-DO の一種である L-イソロイシン水酸化酵素（IDO）

を取得している

[1]
。IDOはL-イソロイシンの4位炭素に対して高度に立体選択的な水酸基導入反応を触媒し、

(2S,3R,4S)-4-ヒドロキシイソロイシン（HIL）を生成する酵素である。HIL は経口摂取で血糖値依存的なイン

シュリン放出作用を持つことが知られており、糖尿病改善物質としての利用が期待されている。IDO に関し

て基質特異性と反応生成物の詳細解析を実施した結果、L-イソロイシンの他にも、L-ロイシン、L-ノルバリ

ン、L-ノルロイシンなどの疎水性脂肪族 L 体アミノ酸に対して、立体選択的な 4 位炭素の水酸化反応を触媒

することを明らかにした。反応産物である(S)-4-ヒドロキシ-L-ノルバリンは HIL と同様に抗糖尿病活性を持

つことが知られており、また 4-ヒドロキシ-L-ロイシンはある種の生理活性ペプチドの構成要素としてしばし

ば見出されている。さらに面白いことに IDO は含硫アミノ酸の立体選択的なスルフォキシド化を触媒して、

L-メチオニン-(S)-スルフォキシド、S-メチル-L-システイン-(S)-スルフォキシド（メチイン）、S-アリル-L-シス

テイン-(S)-スルフォキシド（アリイン）などを生成することを見出した。メチインやアリインはアブラナ科

の植物体内に蓄積する天然アミノ酸であり、抗酸化作用や抗炎症作用などの多彩な生理活性を示すことが知

られる物質である。 

 

微生物界における水酸化アミノ酸代謝の広がり 

 ゲノムデータベースからの in silico スクリーニングの結果、アミノ酸酸素原子添加酵素であると考えられ

る Fe/αKG-DO を多数の微生物が保持していることが明らかになった。Nostoc punctiforme PCC73102 株由来の

L-ロイシン水酸化酵素（LdoA）はこの細菌の産出する環状ペプチドの生合成経路の一部を担っており、L-

ロイシンの 5位炭素を立体選択的に水酸化して(4S)-5-ヒドロキシ-L-ロイシンを生成することを明らかにした

[2]
。本菌において(4S)-5-ヒドロキシ-L-ロイシンはさらに代謝され、最終的に(S)-4-メチル-L-プロリンへと変換

される。また LdoA は L-ノルロイシンとも反応し、光学活性な 5-ヒドロキシ-L-ノルロイシンを生成する。5-

ヒドロキシ-L-ノルロイシンはマメ科植物の種子に高度に蓄積する遊離アミノ酸であることが知られており、

その生理学的な機能性の解明に期待が膨らむ。次に Burkholderia ambifaria AMMD 由来の N 置換アミノ酸水

 



酸化酵素（SadA）がアミノ基に置換を持った疎水性 L 体アミノ酸類の 3 位炭素への立体選択的な水酸化反応

を触媒することを見出した

[3]
。SadA は L-イソロイシン、L-ロイシン、L-バリン、(S)-2-アミノ酪酸、L-フェ

ニルアラニンの N-スクシニル体を、それぞれ L-3-ヒドロキシイソロイシン、L-threo-3-ヒドロキシロイシン、

L-3-ヒドロキシバリン、L-スレオニン、L-threo-3-フェニルセリンの N-スクシニル体へ変換する。3 位に水酸

基を持つアミノ酸はペプチドなどの天然物構造に最も多く含まれる種類の水酸化アミノ酸であり、またキラ

ル医薬品の原料としても用いられる重要な化合物である。また本菌はアミノ酸スクシニラーゼ（LasA）も保

持していることから、SadA と LasA を含むユニークなN-スクシニル水酸化アミノ酸代謝経路の存在が示唆さ

れる。 

 

Fe/αKG-DO の立体構造情報を基にした機能改変 

 新規に取得できた Fe/αKG-DO 類に対して X 線結晶構造解析を実施し、基質結合部位および触媒部位の構

造解明を行った。SadA に関して基質結合部位に存在する α-へリックスが基質の側鎖認識に重要な壁構造を

形成していることを明らかにした

[4]
。この構造情報を基にして α-へリックスと周辺残基に部位特異的変異を

導入した変異体酵素類を作成したところ、幾つかの変異体においてよりかさ高い側鎖を持つアミノ酸に対す

る比活性の向上が確認できた。この結果は、既存の Fe/αKG-DO 類への変異導入が産業用に有用な酵素触媒

の新規創出を実現できることを実証するものであった。 

 

Fe/αKG-DO 触媒利用のためのプラットフォーム開発 

 この様にして得られた有用な Fe/αKG-DO 類を、産業レベルで酵素触媒として利用するためのプラットフ

ォーム作りを進めた。第一のプラットフォームとして、α-ケトグルタル酸を細胞内に著量蓄積する大腸菌変

異株 E. coli (∆aceAK, ∆sucBC)を利用した発酵生産系を構築した

[5]
。IDO を高発現させた本菌株を L-イソロイ

シン含有培地で培養することにより、23 kg/2 kL の HIL を収率 85%、光学純度 99%以上で生産することがで

きた。第二のプラットフォームとして、Fe/αKG-DO を高発現する大腸菌の菌体を触媒として使用する反応系

を構築した。SadA および LasA 高発現大腸菌を利用することで、N-スクシニル-L-ロイシンを非修飾の

L-threo-3-ヒドロキシロイシンへと収率 80%、99%以上の光学純度で変換することができた。これらのプラッ

トフォームは他の酵素と基質の組み合わせにも適用可能であり、多種多様な水酸化アミノ酸、アミノ酸スル

フォキシドを高光学純度で取得できる非常に優れた産業的生産法が開発できたといえる 

 以上で紹介した様に Fe/αKG-DO 類が触媒する反応は有機合成的な手法では再現困難なものが多く、産業

用触媒として高いポテンシャルを秘めた酵素である。今後触媒のバラエティを増やしていくことで、さらに

産業界での利用範囲を広げることを目指している。 
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