
【解説】

組換え大腸菌を利用した光学活性化合物
生産プロセス
片岡道彦, 喜多恵子, 清水 昌

生体触媒を用いる有用物質生産プロセスの実用化が進んでい

る中, 遺伝子工学技術の発展により, 様々な生体触媒のクロ
ーニング・大量発現系の構築が達成されている. 本稿では, 生

体触媒を大量発現させた組換え大腸菌を触媒とする物質生産

プロセスについて紹介する.

近年, 生体触媒 (酵素) を用いる有用物質生産に関する

研究が盛んに行なわれ, 実際に工業化されている例 も多

くみられ るようになった(1～4). 生体触媒反応を通常の有

機化学反応 と比較 した場合の特長 としては, 反応条件が

常温 ・常圧 という穏和な条件であること, 基質特異性が

高いこと, 立体選択性が高い こと, 位置特異性が高いこ

と, 二酸化炭素の排出が低いなどの環境調和型プロセス

であることなどが挙 げられる. このように, 触媒 として

優れた特長をもつ生体触媒が, これまで工業用触媒 とし

て用いられる例が少なか った理由としては, 有機化学触

媒 と比較 した場合, その汎用性や安定性の低い ことな ど

が挙げられる.

生体触媒は本来, 生体内において特異性 (基質・立体・

位置) の高い反応 を触媒 してお り, これにより生体内の

生合成系 ・代謝系はスムーズに機能 している. 生体触媒

を物質生産の場に利用する場合 も, まさにこの生体触媒

のもつ高い特異性を利用 しようとしているのである. し

かし逆に言うと, その特長を生かすためには, 目的 とす

る反応 ごとに最適な特異性を有する酵素を探 し出すこと

が必須条件 となる. そして, この汎用性の低さが工業用

触媒 としての普及にネックとなっていた. 一方, その安

定性 について も, 生体内での反応条件が一般 に中性,

30～40℃付 近であり高度な安定性を必要としないため,

このことがやはり工業用触媒 としての利用を妨げてきた

原因の一つで もあった. しかし最近, これらのネガティ

ブな要因を克服 し, 工業生産プロセスにつなげられるよ

うな生体触媒 ( スーパー生体触媒) の発見 ・生産プロセス

の開発が成 し遂げられている.

本稿では, その中から, 筆者 らの研究室で研究 してき

た組換え大腸菌を触媒 として用いるキラルビルディング

ブロック (キラルシントン, 光学活性合成素子 とも呼ば

れる) の生産プロセスについて, 微生物の生産するカル

ボニル還元酵素による不斉還元反応を利用した光学活性

4-ク ロロ-3-ヒ ドロキシ酪酸エチル (CHBE) の生産を例

にとって解説する.

光学活性化合物 を生産するプロセスにおいて, 古 くか

ら用い られて きた方法の一つ として, キラル ビルディ

ングブロ ックを利用す る方法がある. 本稿 で紹介する
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CHBEは, (R)-体 がL-カ ルニチンなどに, また (S)-体

がHMG-CoA還 元酵素阻害剤などに転換 できる化合物

である. このような化合物は, 光学活性 を保持 したまま

他の化合物の合成単位 として利用でき, 結果 として様々

な光学活性有用化合物に変換可能な中間原料 となる.

したがって, このようなキラルビルディングブロックを

効率よ く生産することがで きれば, 非常に有効な手段 と

なる.

このような目的から, カルボニル基の不斉還元反応に

よるキラルビルディングブロックとしての光学活性アル

コール類の生産については, 古 くか ら多 くの研究がなさ

れてきた. 特に, 入手が容易な市販パ ン酵母を用いたプ

ロキラルなカルボニル化合物からの様々な光学活性アル

コール類の生産に関する研究は, 生化学 ・有機化学を問

わず現在で も盛んに行なわれている. パン酵母中には,

様々なアルコール脱水素酵素やカルボニル還元酵素が存

在 してお り, 様々なカル ボニル化合物 に対 して還元活性

を示す. 場合によっては, 1つ の基質 に対 して複数の還

元酵素が作用 して, 様々な立体選択性を伴 って還元する.

したがって, 生成するアルコール類の光学純度 を高める

ためには, 反応条件 を整えるな どの工夫が必要 となる.

すなわち, 目的 とする物質の光学純度 を常に高 く保つた

めには, 特定の還元酵素のみが作用する条件を設定 しな

ければならない.

微生物の生産するカルボニル還元酵素

1. 微生物の生産するカルボニル還元酵素の多様性

4-ク ロロ-3-オ キソ酪酸エチル (COBE) を基質 として,

立体選択的にCHBEを 生成する微生物のスクリーニ ン

グを行なった ところ, 様々な微生物が還元活性 を示 し,

その立体選択性 も様々であった(5)(図1). 一般的 に, こ

のような反応を触媒するカルボニル還元酵素は, 補酵素

としてNADHま たはNADPHを 要求する. そこで, 菌

体のもつ還元活性の強さのみを評価するために, 反応液

中にNAD+, NADP+, グルコース, グルコース脱水素

酵素 (GDH) を添加 し, 補酵素の供給系 (グルコースの

酸化に伴いNADH, NADPHが 生成する) を付加 してス

クリーニングを行なった. (R)-体 のCHBEを 優先的に

生成す る菌株 はそれほど多 くはな く, Sporobolomyces

salmonicolor が最 も高い光学純度 (62% ee) で (R)-体 を

与えた. 一方, (S)-体 を生成す る菌株 は Candida 属酵

母に多 く見いだされ, Candida magnoliae では90% ee

以上の光学純度で (S)-体 を与 えた.

2. Sporobolomyces salmonicolor 由来のアルデヒ ド

還元酵素

S. salmonicolor 菌体中にはCOBEを 還元する酵素が

少な くとも2種 類存在 していた(6～9)(表1). (R)-CHBE

を与 える酵素 (ARI) は, 哺乳類 などにその存在が知 ら

れているアル ド-ケ ト還元酵素ファミリーに属する酵素

で あ り, (S)-CHBEを 与 える酵素 (ARII) は, 哺乳類

3β-ヒ ドロキシステロイ ド還元酵素/植 物 ジヒドロフラ

ボノール-4-還 元酵素 ファミリーに属する酵素であるこ

とが明 らか となった. いずれの酵素 もNADPH依 存性

で, 各種アルデヒド類に広 く作用することから, アルデ

ヒ ド還元酵素の1種 と考 えられた. また, ARIお よび

ARIIは 厳密な選択性をもって, それぞれ(R)-体 な らび

に(S)-体 に還元することが明 らか となった. スクリー

図1 ■微生物 によるCOBEの 還 元 とその立体選択性

バクテリア, 放線菌, 酵母, カ ビなどを用いて, COBEに 対する不

斉還元能の検討を行なった. 休止菌体反応, 反応18時 間. □: バク

テリア, ■: 放線菌, △: 酵母, ○: カビ

用語解説

生体触媒:
 生物のもつ触媒活性を実用的生産に用

いる場合, 精製された酵素以外にも,

微生物細胞, 動植物細胞, 細胞内小器官などを, 生き

ている状態, あるいは増殖性などの活性のない状態

で利用する. これらを総称して生体触媒と呼ぶ.

キラル ビルデ ィングブロック:
 不斉中心を有する

低分子量化合物で

あり, 天然物 ・生理活性物質などの分子内に不斉中

心を有する光学活性な化合物を合成する際の合成素

子として用いられる.

不斉還元反応:
 プロキラルなケトンを, 光学活性

なアルコール類へ変換する還元反

応. 2-ブ タ ノンか ら(S)-あ る いは(R)-2-ブ タ ノー

ルへの変換反応が簡単な例 である.
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ニ ングにおいてS. salmonicolor 菌体 を用いた反応で

は, これ らの酵素が ともに作用 して, 見かけ上(R)-体 ・

(S)-体 の混合物を与えていると推察 される.

3. Candida magnoliae 由来のカルボニル還元酵素

C. magnoliae 菌体中には, COBEを 還元する酵素が

少なくとも4種 類存在 していた(5,10,11)(表1). このうち,

最も多 く存在する酵素は(S)-体 のみを生成するS1で あ

った. S1は, アミノ酸配列の比較により短鎖アルコール

脱水素酵素/還 元酵素 ファミリーに属することが判明 し

た. S1以 外に, (S)-CHBEを 優先的 (約50% ee) に生

成するS3, S4と, (R)-CHBEの みを生成す るRが 得 ら

れた. S3, S4はS1と 同様 に短鎖 アル コール脱水素酵

素/還 元酵素ファ ミリーに, またRはS. salmonicolor

のARIと 同様にアル ド-ケ ト還元酵素 ファミリーに属

する酵素であることがわかった. これらの酵素はいずれ

もNADPH依 存性であ り, S1の 安定性が最 も高 く, C.

magnoliae の菌体反応でも S1の みが主 に作用 して(S)-

体のみが生成 したもの と考 えられる.

このように, 2種 の菌株だけをとってみても, 数多 く

のカルボニル還元酵素が存在 していることがわかる. ス

クリーニングにより, 目的 とする酵素活性を有する菌株

は必ず見つかるはずである. また, こうして得 られた

種々の酵素についても, 基質特異性の検討を行ない, 基

質 となる化合物の幅 を広げてい くことで, さらに異なる

有用化合物生産への応用が期待される.

水-有 機溶媒2相 系による反応の効率化

1. S. salmonicolor 由来ARIに よ る(R)-CHBEの

生産

S. salmonicolor 菌体中には, 目的とする(R)-CHBE

を生成する酵素 (ARI) 以外 にも, (S)-CHBEを 生成す

る酵素 (ARII) が存在 していた. そこで, この酵素活性 を

除去するための検討 を行なったところ, S. salmonicolor

の粗抽出液に対 して, 熱処理およびアセ トン分画を施す

ことで, 光学純度の大幅な向上が認 め られた(12). そこ

で, この画分 を触媒 として, 補酵素NADPH再 生系を添

加 した反応系で反応を行なわせた ところ, 約30mg/ml

の(R)-CHBEが モル収率74%, 光学純度85% eeで 得

られた(12). 基質は完全に消費 されていたにもかかわ ら

ず, 収率が74%に とどまった原因を検討 した ところ, 次

のような点が判明 した. すなわち, (1)基質COBEが 水溶

液中では不安定であること, (2)ARIお よび補酵素再生

系のGDHが 高濃度基質により失活すること, (3)ARI

が高濃度の基質および生成物により反応阻害を受けるこ

と, が挙げられる(13).

この問題 を解決 し, 収率 を上 げるために水-有 機溶媒

2相 系反応 の導入 を試みた. 本2相 系反応 システムで

は, 基質COBEお よび生成物CHBEの ほ とん どは有機

相に存在 し, 一部水相 に移動 した基質が酵素反応の基質

となるという原理である (図2). この場合, 水相中に存

在する基質 ・生成物の濃度を低 く抑えることがで き, 上

述の収率低下の原因 をすべて回避できるもの と考 えられ

た. 実際の反応では, 添加する有機溶媒の酵素に対する

影響 を最小限にしなければならない. そこで, 様々な有

機溶 媒を用いて, 基質 ・生成物の抽出効率 ならびにAR

I・GDHに 対する失活効果 を検討 した結果, 酢酸ブチル

を有機相に用いることが最適であることがわかった. そ

こで, この水-酢 酸 ブチル2相 系で反応 を行なわせた と

ころ, 期待通 り収率の向上がみられ, 77mg/mlの(R)-

CHBEが, モル収率95%, 光学純度86% eeで 生成 し

た(13).

2. C. magnoliae 菌体による(S)-CHBEの 生産

C. magnoliae 菌体中には, (S)-CHBEの みを生成す

表1 ■ S. salmonicolor および C. magnoliae 由来 のアルデ ヒド還元酵素 とカルボニル還元酵素の諸性質

ND: 未測定, AKR: アル ド-ケ ト還元酵素, HSR/DFR: 3β-ヒ ドロキシステロイド還元酵素/ジ ヒドロフラボノール-4-還 元酵素, SDR:

短鎖 アルコール脱水素酵素/還 元酵素
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る酵素であるS1が 主に存在 し, 洗浄菌体 を用 いる反応

では主 として本酵素が作用す ることによ り(S)-CHBE

が高い光学純度で生成することがわか った. また, S1

は, S3, S4, Rに 比べ ると, 酢酸ブチル添加に対する耐

性が高 く, ARIと 同様の水7-酢酸ブチル2相 系反応に供

することで生成物の光学純度のさらなる向上が期待され

た. C. mgnoliae の洗浄菌体 を触媒 として, NADPH

再生系を添加 した水-酢 酸 ブチル2相 系反応を行 なった

ところ, 90mg/mlの(S)-CHBEを, モル収率99%, 光

学純度97% eeで 生成させることに成功 した(14).

組換え大腸菌による生産プロセスの開発

S. salmonicolor のARIに ついては, 遺伝子 レベル

での解析 も行 なった. クロー ン化 されたARI遺 伝子

を, 大腸菌の高発現ベクターpKK223-3の tac プロモー

ターの支配下に発現させたところ, ARIタ ンパ ク質の

発現量は全可溶性タンパク質の約17%に 達 した(8). 組換

え体大腸菌か ら得 られた酵素は, S. salmonicolor 由来

の酵素 と同じ性質を示したこと, また宿主大腸菌には,

COBEを 還元する酵素活性が認められないことから, こ

の組換 え大腸菌 を直授接触媒 として用いれば, ARIを 精

製 して用いる前述の生産システムに比べて, より実用性

が高 くなると考えられた. そこで, 組換 え大腸菌 を用い

た生産プロセスの開発 を行なった結果 について紹介す

る.

1. 還元酵素大量発現大腸菌による生産プロセス

ARIを 大量発現 させることに成功 した E. coli JM

109 (pKAR) の洗浄菌体 を触媒 として, GDHな どの補

酵素再生系を添加 した水-酢 酸ブチル2相 系反応 を行 な

った. その結果, モル収率91%, 光学純度91% eeで255

mg/mlの(R)-CHBEが 生成 した(15). これにより, 酵素

を大量発現させた組換え大腸菌を触媒 として用いること

が可能なことが示された. そこで, これまで補酵素再生

系酵素 として用いていた市販GDHに 関 して も, 同酵素

を発現 させた組換 え大腸菌 を用いることができないかを

検討 した.

Bacillus megaterium 由来のGDH遺 伝子を大量発現

させた大腸菌 E. coli JM109 (pGDA2) を E. coli

JM109 (pKAR) とともに水-酢 酸 ブチル2相 系反応 に

供 した ところ, 市販GDHを 用いた ときと同様 に(R)-

CHBEを 生産で きることが明 らか となった(表2)(16).

GDHは, NADPHだ けでな くNADHも 再生できるこ

とか ら, GDH高 発現大腸菌は他のNADH, NADPH要

求性の還元酵素 を触媒 とする反応プロセスにも応用でき

るものと考えられる.

2. 還元酵素 および補酵素再生系酵素共発現大腸菌によ

る生産 プロセス

ARI遺 伝子ならびにGDH遺 伝子を個々に大量発現

させた組換え大腸菌が触媒 として有効であることが示さ

れたことか ら, さらにARIとGDH両 遺伝子 を同じ大

腸菌菌体内に共発現させ ることを試みた(17). 2つの遺伝

子を大腸菌で同時に発現 させる方法 として, 2つ の方法

を検討 した. 1つ 目は, それぞれの遺伝子を異なるプラ

スミド (pKK223-3お よびpACYC177) に組み込み, 2

つのプラスミドが共存 ・共発現する組換え大腸菌 とする

方法であり, 2つ 目は, プラス ミドpKK223-3の tac プ

ロモ ー ター 下 流 にARI-GDH遺 伝 子 の順 また は

図2 ■水-有 機溶媒2相 系反応の概念図

基質 ・生成物のほとんどは有機相に存在し, そのうちの一部が水相に移動して酵素反応を受ける. このため, 基質 ・生成物による酵素反応

阻害 ・酵素失活が抑制され, 基質の安定性も向上する.
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GDH-ARI遺 伝子の順 に組み込んだ組換 えプラス ミド

を形質転換する方法である.

これら3種 類の組換え大腸菌の粗抽出液を調製 し, そ

れぞれの酵素活性 を測定 した ところ, 別々のプラスミド

で共発現 させた (E. coli JM109 (pKAR, pACGD))

場合, ARI・GDH活 性 ともに十分量発現 していた. 一

方, ARI-GDH遺 伝子の順に同じプラス ミド上 に組み

込んだ場合 は両酵素の発現 はみ られたものの, E. coli

JM109 (pKAR, pACGD) と比較すると1/3程 度であっ

た. また, GDH-ARI遺 伝子の順で組み込んだ場合は,

ARIが ほ とんど発現 していなかった. これは, GDH遺

伝子 とARI遺 伝子の間にGDH遺 伝子由来のステムル

ープ構造が存在 しているため, その下流のARI遺 伝子

の転写効率が低下したためと考 えられ る. ARI遺 伝子

との共発現系の構築では, 別々のプラス ミドを用いる方

法が効果的であったが, 他の還元酵素遺伝子 との共発現

系を構築する場合, それぞれに適した方法を検討する必

要がある.

両酵素活 性が十 分量発 現 して いた E. coli JM109

(pKAR, pACGD) の洗浄菌体 を触媒 として, 水-酢 酸ブ

チル2相 系で反応を行なった. この場合, 補酵素再生系

に必要なグルコースお よび触媒量のNADP+を 添加 す

る必要がある. この結果, モル収率94%, 光学純度92%

eeで268mg/mlの(R)-CHBEを 生産で きた(18). この

結果を, 精製ARIお よび市販GDHを 用いる系, な ら

びに2つ の酵素遺伝子 を別々の大腸菌で発現させた菌体

を用いる系 と比較 した場合, モル収率 ・光学純度 ともに

ほとん ど差はみ られなかった (表2). さらに, 共発現大

腸菌を用い る系では, 反応時間の短縮, 収量 の増加,

NADP+の 回転数の向上な どの改良がみられた. 反応時

間の短縮は, 大腸菌菌体 内でARIとGDHが 近い場所

にあるため, 還元反応 と補酵素再生反応の共役が効率よ

く起 こっているのではないか と考 えられる. また, 収量

の増加やNADP+の 回転数の向上は, 反応時間が短縮 さ

れることで基質やNADP+の 分解が抑制され, これ らを

途中添加することなく反応が行なえることに起因するも

の と思われる.

同様にして, C. magnoliae 由来のS1遺 伝子をGDH

遺伝子 とともに共発現 させた大腸 菌 を用 いる と, 250

mg/mlの(S)-CHBEを モル収 率89%, 光学純度99%

eeで 生産することができた(18).

＊

本稿で紹介 した共発現組換 え大腸菌 を触媒 とする物質

生産プロセスは, これ までの有機化学的合成法 を凌駕す

るほどの高濃度 ・高モル収率で, 高い光学純度のCHBE

を得ることがで きる. また本 システムは, 他のカルボニ

ル還元酵素を用いる不斉還元 プロセスにも応用が可能で

ある. すなわち, 上述のシステムのARI遺 伝子 を他のカ

表2 ■組換 え大腸菌な どによる(R)-CHBE生 産 システムの比較

NADP+ の回転数: NADP+ 1分 子がCHBE何 分子を生成するために使われたかを表わす値. 反応後に生成したCHBEの モル数 と反応液

に添加 したNADP+の モル数から計算した. NADP+は 反応液に添加するものの中で最も高価であることから, 反応効率, 生産コス トなど

の指標 として用いられる.

図3 ■共 発現大腸菌によ る光学活性 アル コールの生産シス

テム

NADHあ るいはNADPHを 補酵素 とするカルボニル還元酵素遺

伝子 とGDH遺 伝子を共発現させた大腸菌を用いて, 様々なカル

ボニル化合物の不斉還元が可能である.
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ル ボニル還元酵 素遺伝子 に置 き換 えるこ とで, 様 々 な化

合物 の生産 プロセ ス に応用 で きる もの と考 え られ る (図

3).

本 稿 で紹 介 したARIやS1以 外 の カル ボ ニル還 元 酵

素, た とえばS. salmonicolor のARIIやC. magnoliae

のS3, S4, Rに つ いて も, 共 発現大腸 菌 のシス テム を用

いる ことによ り, さ らに様 々 な化合物 の不斉還 元反応 に

応用 で きる もの と期 待 してい る. また, 遺 伝 子工学 的手

法 を利 用 したカルボニル還 元酵素 の改良や大腸 菌以外 の

宿主 の利 用, 菌 体 の固定化 な どに関す る検討 も, この種

の還元 シス テムの さ らなる利 用拡大 へ とつなが る もの と

期待 され る.
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