
 

 

 

 

 

アデニル化酵素を利用した  

アミド化合物生産法の開発  
 

Development  of  Product ion Method for  

Various Amide Compounds Uti l izing 

Adenylat ion Enzymes  
 

 

 

 

 

 

 

 

2019 年 7 月  

 

 

鈴木 伸  

Shin SUZUKI 
 

  



 

 

 

 

 

アデニル化酵素を利用した  

アミド化合物生産法の開発  
 

Development  of  Product ion Method for  

Various Amide Compounds Uti l izing 

Adenylat ion Enzymes  
 

 

 

 

2019 年 7 月  

 

早稲田大学大学院 先進理工学研究科  

応用化学専攻 応用生物化学研究  

 

鈴木 伸  

Shin SUZUKI 
 

  



I 

 

目次  

 

 

第 1 章  総論･･･････････････････････････････････････････････････1  

1.1 アミド化合物････････････････････････････････････････････1  

1.2 アミド化合物合成法･･････････････････････････････････････1  

1.2.1 有機合成法･･････････････････････････････････････････1  

1.2.2 酵素合成法･･････････････････････････････････････････3  

1.3 アデニル化酵素を利用したアミド結合形成反応･･････････････4  

1.4 結言････････････････････････････････････････････････････5  

 

第 2 章  非リボソーム型ペプチド合成酵素のアデニル化ドメインを利用

した L-アミノ酸アミド合成･･････････････････････････････6  

2.1 非リボソーム型ペプチド合成酵素･･････････････････････････6 

2.2 アデニル化ドメイン単独での利用･･････････････････････････7 

2.3 L-アミノ酸アミド合成試験････････････････････････････････8  

2.4 結言･･･････････････････････････････････････････････････12  

 

  



II 

 

 

第 3 章  合成可能なアミド化合物の拡張･･････････････････････････13  

3.1 D-アミノ酸含有ジペプチド合成･･･････････････････････････14  

3.1.1 TycA-A の D-アミノ酸に対する基質特異性評価･･････････15  

3.1.2 TycA-A によるジペプチド合成･････････････････････････17  

3.1.3 D-アミノ酸を基質とする新規アデニル化ドメインの探索･･23  

3.1.4 候補アデニル化ドメインの基質特異性評価･････････････24  

3.1.5 BacB2-A によるジペプチド合成････････････････････････26  

3.2  -アスパルチルアミド合成･･･････････････････････････････29  

3.2.1 アスパラギン合成酵素の利用･････････････････････････30  

3.2.2   -アスパルチルアミド合成試験･･･････････････････････31 

3.3 脂肪酸アミド合成･･･････････････････････････････････････35  

3.3.1 脂肪酸をアデニル化可能な酵素の探索･････････････････35  

3.3.2 脂肪酸に対する基質特異性評価･･･････････････････････37  

3.3.3 脂肪酸アミド合成試験･･･････････････････････････････39  

3.4 芳香族カルボン酸アミド合成･････････････････････････････42  

3.4 .1 芳香族カルボン酸をアデニル化可能な酵素の探索･･･････42  

3.4.2 安息香酸一置換体に対する基質特異性評価･････････････43  

3.4.3 芳香族カルボン酸アミド合成試験･････････････････････45  

3.5 結言･･･････････････････････････････････････････････････50  

 

 

  



III 

 

 

第 4 章  AMP からの ATP 再生系の構築･･･････････････････････････51  

4.1 Class III PPK2 を利用した ATP 再生系･･････････････････････52  

4.1.1 利用酵素の選定･･････････････････････････････ ･･･････52  

4.1.2 ポリリン酸の活性への影響･･･････････････････････････53  

4.1.3 アミノアシルプロリン合成への適用･･･････････････････55  

4.1.4 ピロフォスファターゼ添加効果･･･････････････････････58  

4.2 PPDK を利用した ATP 再生系･････････････････････････････59  

4.2.1 利用酵素の選定･････････････････････････････････････59  

4.2.2 活性評価･･･････････････････････････････････････････60  

4.2.3 アミノアシルプロリン合成への適用･･･････････････････62  

4.2.4 酵素濃度の最適化･･･････････････････････････････････65  

4.3 結言･･･････････････････････････････････････････････････68  

 

第 5 章  総括･･････････････････････････････････････････････････69  

 

 

参考文献･････････････････････････････････････････････････････72  

 

謝辞････････････････････････････････････････････････････ ･････77  

 

 

  



1 

 

第 1 章  総論  

 

1 . 1  アミド化合物  

 アミド化合物は構造中にアミド結合 ( −C O− N H − )を有し、含窒素有

機化合物として広く分布している。自然界においては、ペプチドや

タンパク質として存在し、生体の構成成分や生体機能を支える機能

性分子としてはたらいている。また、ナイロンやポリアミドといっ

た人工の高分子化合物としても存在している。これらアミド化合物

は様々な機能性を示すことから、医薬品や生理活性ペプチド、機能

性食品添加剤、香料といった医薬・香粧品分野や、界面活性剤、機能

性ポリマーといった化成品分野など様々な用途に用いられる 1 )。し

たがって、産業上有用な化合物であり、その合成法開発には大きな

意義がある。  

 

1 . 2  アミド化合物合成法  

 アミド化合物の合成法は有機合成化学の技術を中心に利用した有

機合成法と、酵素の特性を利用した酵素法の二つに大別される。以

下に各合成法における既存の手法について概説する。  

 

1 . 2 . 1  有機合成法  

 アミド結合はカルボキシ基とアミノ基の縮合により形成されるが、

単に両者を混合するのみでは酸塩基反応により塩が生じるのみで、

熱力学的に不利な縮合反応は進行しない。 16 0~ 18 0°C の高温で加熱

することにより縮合が可能である 2 )が、エネルギー的に高コストで

あり、熱安定性の低い化合物の合成には適用できない。  

そこで有機合成法によるアミド結合形成反応では、反応性の低い

カルボキシ基をより反応性の高い分子種に活性化し、アミノ基と縮

合させる手法がよく利用される。例えば、カルボン酸と塩化チオニ

ルや塩化オキサリル等の塩素化剤により生成する酸塩化物は反応性

が 高 く 、 酸 塩 化 物 と ア ミ ン を 塩 基 性 条 件 下 で 反 応 さ せ る (S ch o t t en -

Baum an n  r eac t io n ) 3 )ことでアミド結合が形成可能である。本手法は高
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収率であるが、塩素化剤や副生成物の毒性、副反応の進行などの課

題がある。また、縮合剤 4 )を用いてカルボン酸を活性エステルへと

変換し、アミンと縮合する手法もよく利用されている。近年でもペ

プ チ ド 合 成 に 用 い ら れ る 固 相 合 成 法 ( so l id - ph as e  pep t i d e  s yn t h es i s ;  

SPPS) 5 )はその代表例である。本手法は高収率である利点の一方で、

目的物と当量の縮合剤が必要であり、その結果当量の副生成物が生

じる。さらに希望のペプチドを得るためには副反応を抑制するため

に官能基の保護・脱保護の過程が追加で必要となる。いずれの反応

系もカルボン酸の活性化が量論的反応である点が課題の一つであり、

触媒的手法が求められる。  

 有機合成法においても触媒的アミド合成法が報告されている 6 )。

ボロン酸触媒 7 )は毒性が低く様々なカルボン酸とアミンに対して縮

合反応を触媒的に進行させるが、反応温度が 85 °C 以上と高く、副反

応が生じる点が課題となる。チタンや亜鉛、ジルコニウムなどを中

心金属とした金属錯体を触媒とするカルボン酸とアミンの縮合法も

報告されているが 6 )、反応の効率化のためには高温条件が必要であ

る。また、異なる金属種を利用することで、ルテニウム触媒を用いた

アルコールのアミド化、銅触媒によるアルデヒドのアミド化、マン

ガン触媒によるアルキンのアミド化など、カルボン酸以外のアシル

供与体を原料とした酸化的アミド合成手法も報告されている 1 )。  

 以上のように有機合成法によるアミド合成では、幅広いアミド化

合物を収率高く合成できるものの、量論的反応であることや、反応

条件、副生成物の観点から環境調和性が低い点が課題である。  
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1 . 2 . 2  酵素合成法  

 様々な課題を抱える有機合成法に代わる手法として、近年触媒的

反応である酵素反応を利用した手法が高い注目を集めている。多様

な種類の酵素を利用した手法が研究・開発されている。  

 ペプチダーゼやプロテアーゼといった加水分解酵素の逆反応を利

用した手法 8 , 9 )では、カルボキシ基およびアミノ基の一方を保護した

アミノ酸同士を縮合可能である。ペプチド中のアミノ酸の順序を規

定するためには保護基の導入が必要である点が課題である。ハイド

ロラーゼを用いたアミノリシス反応 1 0 , 1 1 )ではアミノ酸エステルと無

保護のアミノ酸からジペプチドが合成可能である。 C 末端側となる

アミノ酸については保護が不要であるが N 末端側となるアミノ酸の

カルボキシ基は活性化されている必要がある点が課題である。基質

アミノ酸の修飾が不要な方法として L -アミノ酸リガーゼや D -アラニ

ン - D -アラニンリガーゼなどの AT P 依存型リガーゼ 1 2 - 1 4 )があげられ、

遊離のアミノ酸からジペプチドが合成可能である。  

 いずれの手法も触媒的反応、温和な反応条件、廃棄物が比較的少

ない点が利点であるが、高度な基質特異性により合成可能な化合物

が限定される課題がある。  
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1 . 3  アデニル化酵素を利用したアミド結合形成反応  

自然界においてはカルボキシ基の変換反応を触媒するアデニル化

酵素と呼ばれる酵素群が知られている。これらは AT P のエネルギー

を用いて基質のカルボキシ基をアデニル化することで活性化する。

活性化されたカルボン酸は、その後各酵素の反応特性に従ってエス

テル結合やチオエステル結合、あるいはアミド結合を形成する ( F i g .  

1 . 1 )。これら 2 段階の反応のうち、1 段階目の反応において基質のカ

ルボキシ基がアデニル化によって活性化されれば、求核性の高いア

ミンを共存させることで化学的な求核置換反応が進行し、アミド結

合を形成する ( F i g .  1 . 2 )と考えた。低分子の求核剤は酵素の基質特異

性の影響を受けにくく、多様なアミンを求核剤として用いることで

幅広いアミド化合物が合成可能になると推察した。本プロセスは既

存のアミド合成法の課題を克服する触媒的かつ広範なアミド化合物

の合成に適用可能な環境調和性の高い新規プロセスとなると考えた。 

一方、本プロセスの課題が 2 点挙げられる。 1 点目は、カルボン

酸側の基質は酵素の基質特異性の影響を強く受ける点である。アミ

ン側の基質と比較してその自由度は低くなるものと考えられる。 2

点目はアデニル化反応に必要な AT P が高価な化合物であるため多量

の外部添加はプロセスの高コスト化につながる点である。  

 

Fi g .  1 .1 .   R eac t i o n  m echan i sm o f  ad en yl a t io n  enz ym e .  

 

Fi g .  1 .2 .   Ami d e  s yn t h es i s  c a t a l yz ed  b y ad en yl a t io n  enz ym e .  

  

AMP

Adenylation

enzyme

ATP PPi

X=O, S, NH

AMP

Adenylation

enzyme

ATP PPi
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1 . 4  結言  

 アミド化合物は医薬品や化成品など、産業上重要な有用化合物が

多く、その効率的な合成法の開発には大きな意義がある。既存の合

成法では、縮合剤が不要な触媒反応であること、反応条件や副生成

物の観点から環境調和性が高いこと、多様なアミド化合物が合成可

能であること、の 3 点を同時に満たすことのできる手法は報告され

ていなかった。  

 そこで、自然界におけるアデニル化酵素によるカルボキシ基の変

換反応に着目し、アデニル化酵素によるカルボキシ基のアデニル化

による活性化と、つづくアミンによる求核置換反応によりアミド結

合を形成する新規プロセスを考えた。本プロセスではアミンは酵素

の基質特異性の影響を受けにくく、多様なアミンを求核剤として用

いることが可能であると推測しており、酵素反応でありながら多様

なアミド化合物が合成可能であるものと考えられる。しかし、本プ

ロセスの課題として、カルボン酸側の基質特異性とアデニル化反応

に必要な ATP の供給が挙げられる。  

 本研究では、アデニル化酵素を利用したアミド化合物生産プロセ

スの実用性を実証する (第 2 章 )とともに、本プロセスの課題解決に

向けて、様々な種類のアデニル化酵素を利用したカルボン酸側基質

の拡張 (第 3 章 )と効率的な ATP 供給法の開発 (第 4 章 )を検討した。  
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第 2 章  非リボソーム型ペプチド合成酵素のアデニル化ドメインを

利用した L -アミノ酸アミド合成  

 

2 . 1 非リボソーム型ペプチド合成酵素  

 非リボソーム型ペプチド合成酵素 ( NRPS )は細菌やカビなどの微生

物が産生するペプチド系抗生物質等の二次代謝産物の生合成に関与

する巨大酵素複合体である 1 5 )。 N R PS は触媒機能の異なるドメイン

と呼ばれる単位により構成されるモジュールが複数連結した構造を

とっている ( F i g .  2 .1 )。これらが順番に作用することでアミノ酸を原

料としてペプチドが合成される。  

 NRPS によるペプチド合成において、アデニル化ドメイン ( A ドメ

イン )は基質アミノ酸の認識と AT P 依存的なアデニル化による活性

化を担う。アデニル化されたアミノ酸はチオール化ドメイン (T ドメ

イン )上の 4 ’ -ホスホパンテテインにチオエステル結合を介して連結

される。続いて、縮合ドメイン (C ドメイン )によりアミノ酸同士が縮

合することでペプチド結合が形成される。  

 

Fi g .  2 .1 .   S t r u c tu r e  o f  NRPS .  

 

アデニル化酵素を利用したアミド化合物生産プロセスの開発にあ

たり、本章ではこの NRPS の A ドメインが触媒する基質アミノ酸の

アデニル化による活性化に着目し、アミド化合物合成の可否を検証

した。  
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2 . 2 アデニル化ドメイン単独での利用  

 NRPS のアデニル化ドメインを単独で利用した例として、大腸菌で

発現させた t yr o c i d in e  s yn t h e t a se  1 (TycA)の A ドメインが L -P h e - L -P h e ,  

L - Ph e - L - A l a ,  L - P he - L - Ph eNH 2 ,  L - Ph e - L - Leu N H 2 の合成を触媒したとの

報告 1 6 )がある。しかし、本報告はアミノ酸およびアミノ酸アミドの

組み合わせのみで、生成物はジペプチドに限られていた。  

 一 方 、 当 研 究 室 で は Brev ib ac i l l u s  pa ra b rev i s  IA M 1 03 1 由 来 の

t yr o c i d i ne  s yn t h e t a se  A の A ドメイン (TycA - A )が L - Tr p - L - P r o をはじ

めとする 6 種類のアミノアシルプロリン ( L - X aa - L - P r o )が合成可能で

あることを報告している 1 7 )。  

 複数のアミノ酸およびアミノ酸アミドが C 末端に導入可能である

ことから、これらの反応におけるアミド結合形成はアミノ基による

非酵素的な求核置換反応により進行しており、アミノ酸のみならず

一 般 的 な ア ミ ン を 利 用 し た 場 合 に も 成 立 す る も の と 推 測 し た ( F i g .  

2 . 2 )。  

 

Fi g .  2 .2 .   Ami no  ac i d  am id e  s yn t h es i s  c a t a l yz ed  b y A d o mai n  o f  NRPS .  

 

  

Amino acid Aminoacyl adenylate Amino acid amide

AMP

A domain

ATP PPi
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2 . 3 L -アミノ酸アミド合成試験  

実験方法  

・ TycA - A を用いた L - Tr p -N -アルキルアミド合成試験  

 Tab l e  2 . 1 に示す反応液を調製し、37 °C で 24  h 反応させた。求核剤

と し て は m et h ylam in e ,  d im et h yl a min e ,  t r i m eth yl am in e ,  β - Al a ,  γ -

ami no bu t yr i c  a c id ,  az e t i d i ne ,  p yr r o l i d i ne ,  p i p e r id in e ,  az epan e ,  azo cane ,  

L - P ro ,  D -P ro ,  c i s - 4 - h yd r ox y- L - P ro ,  c i s -4 -h yd r ox y- D - P ro ,  L - P ro N H 2 ,  L -

az e t i d i ne - 2 -ca r box yl i c  a c id の 1 6 種類のアミンを利用した。  

 

Tab l e  2 .1 .  R eac t io n  mix tu r e  f o r  L - T r p -

N - a l k yl amid e  s yn t h es i s  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

L - T r p  10  mM  

Nu cl eop h i l e  10  mM  

ATP  20  mM  

M gS O 4  20  mM  

T ycA - A  0 . 1  m g/m L  

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 10 0  L  

 

・ HP LC 分析  

HP LC  Ch rom as t e r  HP LC s ys t em ( H IT AC H I)  

Co l umn  XT er r a  MS C 18  2 .5  m 4 . 6×20  m m IS  co l umn  (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 
B:  M e th an o l  

Wav e l en g th  21 4  nm  
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T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  0  1 . 0  

2 . 0  10 0  0  1 . 0  

12 .0  0  10 0  1 . 0  

12 .1  10 0  0  1 . 0  

15 .0  10 0  0  1 . 0  

 

・ M S/M S 分析  

MS:  T r i p l e  T O F4 60 0  m ass  sp ec t r om et e r  (SC IE X )  

Po l a r i t y  Pos i t i v e  

Io n  sp r a y b o l t age  f lo a t i n g  5 . 5  kV  

D ec lu s t e r in g  p o t en t i a l  80  V  

Sou r ce  t emp .  0°C  

D es o lv a t io n  t emp .  50 0°C  

Io n  so u rce  ga s  2  20  ps i  

Co l l i s i on  en e r g y  30  V  

An a l ys i s  An a l ys t  T F so f t w a r e  (S C IE X )  

 

 

実験結果  

 HP LC 分析の結果、 3 級アミンである t r im et h yl amin e を除くすべて

のアミンとの反応で目的とする L - Trp -N -アルキルアミドと考えられ

る新規ピークが検出された。得られた生成物が目的のアミドである

ことを明らかにするために、 HP LC にて分取・精製した後、 MS 分析

および MS/ MS 分析による構造決定を行った。MS 分析の結果、 15 種

類すべてについてプロトン化された L - Tr p - N -アルキルアミドの分子

量が親イオンとして検出された (Tab l e  2 . 2 )。さらに、 MS/M S 分析に

おいては、Fi g .  2 . 3 に示す 2 種類の結合開裂により生成するフラグメ

ントイオンが検出された (Tab l e  2 . 2 )。したがって、 L - Tr p と使用した

アミンの間にアミド結合が形成された L - Tr p - N -アルキルアミドが生
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成していることが明らかとなった。本結果は基質 L - Tr p が TycA - A に

よりアデニル化された後、各種アミンが反応しアミド結合を形成す

るという仮説を支持するものであり、予測通りの反応が進行してい

ることが実証できた。  

 

 

 

 

Fi g .  2 .3 .   F r agmen ta t io n  p a t t e rn  o f  t h e  L - Tr p -N - a l k yl ami de .  

( A)  Typ e  1  c l eavag e .  ( B)  Typ e  2  c l eav age .  

Methylamine 218.1302 159.0923 58.0300 130.0655 87.0552

Dimethylamine 232.0858 159.0915 72.0446 130.0648 101.0705

β-Ala 276.1371 159.0930 116.0508 130.0674 145.0653

γ-Aminobutyric acid 290.1532 159.0934 130.0663 ND ND

Azetidine 244.1457 159.0927 84.0450 130.0657 113.0713

Pyrrolidine 258.1301 159.0916 98.0598 130.0646 127.0863

Piperidine 272.1783 159.0930 112.0767 130.0661 141.1038

Azepane 286.1944 159.0933 126.0927 130.0663 155.1198

Azocane 300.2090 159.0936 140.1087 130.0665 169.1350

L-Pro 302.1259 159.0916 142.0649 130.0649 171.0765

D-Pro 302.1566 159.0917 142.0647 130.0647 171.0760

cis -4-Hydroxy-L-Pro 318.1136 159.0910 ND 130.0642 187.0707

cis -4-Hydroxy-D-Pro 318.1481 159.0934 ND 130.0662 187.0742

L-ProNH2 301.1682 159.0940 ND 130.0666 170.0626

L-Azetidine-2-carboxylic acid 288.1772 159.0918 128.0342 130.0649 157.0604

Table 2.2.  MS detection of amide products formed by activation of L-Trp by TycA-A

followed by nucleophilic substitution

a
Type 1

b
Type 2

ND, not detected
a 
Fragment ion generated by the cleavage described in Fig. 2.3A.

b 
Fragment ion generated by the cleavage described in Fig. 2.3B.

MS/MS fragment ion (m/z )Protonated

parent ion

(m /z )

Nucleophile

Type 1

cleavage

Type 2

cleavage

(A)

(B)
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生成した各 L - Tr p - N -アルキルアミドについて、その合成量の定量

を試みた。得られた生成物の多くは市販されておらず、直接的な定

量が不可能であったため、基質である L - Trp の減少量から副生する

L - Tr p - L - Tr p の合成量を差し引くことで算出した。その結果、 10  mM

の L - Tr p から 0 .4 6  mM ~1 .4 0  mM の L - Tr p -N -アルキルアミドが生成し

ており、対添加 L - Tr p 収率として 4 . 6% ~1 4 . 0 %であった (Tab l e  2 .3 )。  

 

  

Methylamine 0.81 8.1

Dimethylamine 0.81 8.1

β-Ala 0.96 9.6

γ-Aminobutyric acid 1.16 11.6

Azetidine 0.82 8.2

Pyrrolidine 0.92 9.2

Piperidine 1.40 14.0

Azepane 0.52 5.2

Azocane 1.35 13.5

L-Pro 0.82 8.2

D-Pro 0.46 4.6

cis -4-Hydroxy-L-Pro 0.94 9.4

cis -4-Hydroxy-D-Pro 0.78 7.8

L-ProNH2 0.85 8.5

L-Azetidine-2-carboxylic acid 0.78 7.8

b
 Calculated against the added L-Trp concentration.

a
 Calculated from the amount of decrease in L-Trp minus the amount

of L-Trp-L-Trp generation.

Table 2.3.  Yield of amide products formed by activation of L-Trp by

TycA-A followed by nucleophilic substitution

Nucleophile a
Product (mM)

b
Conversion (%)
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2 . 4 結言  

 本章では、ペプチド系抗生物質の生合成に関与する NRPS を構成

するドメインの一つで、基質アミノ酸のアデニル化を触媒する A ド

メインに着目し、アミド合成プロセスへの利用可否と検証した。  

Tyr o c id i n e  s yn t h e t as e  A の A ドメインである TycA - A を利用し、そ

の基質となる L - Tr p に対して直鎖状アミン、環状アミン、プロリン誘

導体など種々のアミンを求核剤として反応させた。その結果、三級

アミンを除くすべてのアミンに対応する L - Tr p -N -アルキルアミドが

生成した。したがって、予測通り N RPS の A ドメインによりアデニ

ル化された基質アミノ酸に対してアミンを作用させることで、酵素

の基質特異性の影響を受けない化学的な求核置換反応によりアミド

結合が形成される新規な反応が進行することを明らかにした。  
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第 3 章  合成可能なアミド化合物の拡張  

 

本章では第 1 章にて挙げたアデニル化酵素を利用したアミド化合

物生産プロセスの課題の一つであるカルボン酸側基質の制限を解決

し、合成可能なアミド化合物を拡張することを目的とした。異なる

種類のカルボン酸を基質とするアデニル化酵素を探索し、アミド合

成試験を試みた。  
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3 . 1 D -アミノ酸含有ジペプチド合成  

 D -アミノ酸は多くの生体分子を構成する L -アミノ酸の光学異性体

であり、物理的・化学的性質は同一であるが生物学的性質は異なる。

近年、 D -アミノ酸や D -アミノ酸を含有するペプチドの生理的意義や

生理活性に関する研究が盛んになり 、 D -アミノ酸含有ジペプチドに

は L -アミノ酸のみからなるジペプチドより高い機能や異なる機能を

示すものがあると報告されている。例えば、D - G l u - D - T r p ,  D -  G l u -  

D - T r p ,  D - G l u - L - T r p ,  D -  G l u - L - T r p は骨髄造血幹細胞の増殖抑制

効果を示すが、 L - G l u - L - T r p および L -  G l u - L - T r p には効果がない

1 8 )。 環 状 ジ ペ プ チ ド で あ る c yc l o ( D - T y r - D - P h e ) は c yc lo ( L - T y r - L -

P h e ) よりも高い抗菌活性や抗がん作用を示す 1 9 )。また、c yc l o ( L - T r p -

D - P r o ) は 心 拍 数 を 上 昇 さ せ る が c yc l o ( D - T r p - L - P r o ) は 低 下 さ せ る

2 0 )。このように D -アミノ酸含有ジペプチドは様々な生理活性を示す

有用化合物であるが、その酵素的な合成法については報告が少なく、

多様な D -アミノ酸含有ジペプチドを合成可能な手法の開発には大き

な意義がある。  

本節では、第 2 章にて述べた NR PS の A ドメインによるアミノ酸

アミド合成機構に着目した。本機構の 2 段階目の反応であるアミン

による求核置換反応は非酵素的であり、 C 末端側のアミノ酸として

D -体と L -体の両方が導入可能であると考えられる。また、 N 末端側

のアミノ酸は 1 段階目のアデニル化反応により規定されるため、 D -

アミノ酸を基質としてアデニル化可能な A ドメインを利用すること

で、 D -アミノ酸を導入可能であると考えられる。これらの予測 に基

づき D -アミノ酸含有ジペプチドの合成可否を検証した。  
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3 . 1 . 1 TycA - A の D -アミノ酸に対する基質特異性評価  

実験方法  

・基質特異性評価  

 酵素によりアデニル化された基質とヒドロキシルアミンの反応に

より生成するヒドロキサム酸が Fe 3 +存在下で波長 49 0  nm の吸光を

示すことを利用した簡便な比色分析法 ( F i g .  3 .1 ) 1 7 )を用いた。本手法

により有意な吸光度が検出されれば、ヒドロキサム酸が合成されて

おり、すなわち基質がアデニル化されていると判断可能である。  

 

Fi g .  3 .1 .   H yd r ox amat e - b as ed  co lo r im et r i c  as s a y.  

 

 Tab l e  3 . 1 に示す反応液を調製し、 37 °C で 24  h 反応させた。 8%ト

リクロロ酢酸 10 0  L により反応停止後、 3 . 4%  FeC l 3  i n  2  M  HCl を  

10 0  L 添加して呈色させた。遠心分離後、上清 1 00  L をマイクロプ

レートリーダーにて 49 0  nm の吸光度を測定した。  

 

Tab l e  3 .1 .   R eac t i on  mix tu r e  f o r  

h yd r ox ama t e - b as ed  co l o r im et r i c  as s a y  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

D - X aa  5  m M  

H yd r o x yl amin e  20 0  m M  

ATP  10  mM  

M gS O 4  10  mM  

T ycA - A  1 . 0  m g/m L 

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L  

 

  

ATP

PPi

AMP

+ NH2OH

Fe
3+

Adenylation

enzyme

lmax=490 nm
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実験結果  

TycA - A が一部の D -アミノ酸を基質にできるという知見の基、改め

てタンパク質構成性アミノ酸の D -体および D -O r n に対して基質特異

性評価を行った。その結果、 TycA - A は D -A l a ,  D - Tr p ,  D - Tyr,  D -P h e ,  D -

Leu ,  D - M et の 6 種類の D -アミノ酸を基質とすることが明らかとなっ

た。本結果より、TycA - A を利用することでこれら 6 種類の D -アミノ

酸を N 末端に配するジペプチドが合成可能であるものと考えられる。 

 

 

Fi g .  3 . 2 .   Su bs t r a t e  s p ec i f i c i t y  o f  TycA - A to w ard  D - ami no  ac i d s .  

F i l l ed  b a r s ,  r e ac t i on  mix tu r e  wi t h  TycA - A ;  op en  b a rs ,  r e ac t i on  

mix tu r e  wi t ho u t  TycA - A .  
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3 . 1 . 2 TycA - A によるジペプチド合成  

実験方法  

・ X aa-P r o 合成  

 C 末端側アミノ酸を 2 級アミンであり求核性が高いと推測される

Pr o に固定し、 N 末端側アミノ酸には 3 . 1 . 1 にて TycA - A の基質とな

ると判明した 6 種類のアミノ酸を用いた。いずれのアミノ酸も D -体

および L -体を用いて D D -体、 D L -体、 L D -体の 3 種類の D -アミノ酸含

有ジペプチド合成を行った。 Tab l e  3 .2 に示す反応液を調製し、 37 °C

で 24  h 反応させた。  

 

Tab l e  3 .2 .   R eac t i on  mix tu r e  f o r  D D - ,  

D L - ,  L D - d i p ep t id e  s yn t h es i s  b y T ycA - A  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

D - X aa  o r  L - X aa  10  mM  

D - P r o  o r  L - P ro  10 0  m M  

ATP  20  mM  

M gS O 4  20  mM  

T ycA - A  1 . 0  m g/m L 

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L  

 

 

・ D - Tr p - D - X aa 合成  

 N 末端側アミノ酸を TycA - A が基質とする D - Trp に固定し、C 末端

側アミノ酸をタンパク質構成性アミノ酸の D -体および D -O r n として、

C 末端側に任意を D -アミノ酸を配する D - Trp - D -X aa の合成を試みた。

Tab l e  3 .3 に示す反応液を調製し、 37 °C で 24  h 反応させた。  
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Tab l e  3 .3 .   R eac t ion  mix t u re  fo r  D -

Tr p - D - X aa  s yn th e s i s  b y T ycA - A  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

D - T rp  10  mM  

D - X aa  10  mM  

ATP  20  mM  

M gS O 4  20  mM  

T ycA - A  1 . 0  m g/m L 

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L  

 

・ HP LC 分析  

HP LC  Ch rom as t e r  HP LC s ys t em ( H IT AC H I)  

Co l umn  XT er r a  MS C 18  2 .5  m 4 . 6×20  m m IS  co l umn  (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 
B:  0 . 1%  (w /v )  f o rm ic  ac id  i n  a ce t on i t r i l e  

Wav e l en g th  21 4  nm  

 

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  0  1 . 0  

15 .0  80  20  1 . 0  

15 .1  0  10 0  1 . 0  

17 .0  0  10 0  1 . 0  

17 .1  10 0  0  1 . 0  

20 .0  10 0  0  1 . 0  

 

  



19 

 

・ LC -MS/ MS 分析  

UP LC  A cq u i t y U P LC s ys t em  (W a te r s )  

Co l umn  A cq ui t y U P LC BE H C 18  1 .7 μm 2 . 1× 10 0  m m (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  a ce t on i t r i l e  

 
B:  0 . 1%  (w /v )  f o rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  5  95  0 . 25  

1 . 0  5  95  0 . 25  

16 .0  20  80  0 . 25  

16 .1  95  5  0 . 25  

19 .0  95  5  0 . 25  

19 .1  5  95  0 . 25  

22 .0  5  95  0 . 25  

 

MS  X ev o  G2 - XS  Q to f  MS s ys t em (W at e r s )  

Por a r i t y  Pos i t i v e  

Cap i l l a r y  0 . 5  kV  

Sam pl i n g  co n e  20  

Sou r ce  t emp .  12 0 °C  

D es o lv a t io n  t emp .  45 0 °C  

D es o lv a t io n  ga s  f l o w  80 0  L/h ou r  

Co l l i s i on  en e r g y  6  

An a l ys i s  Mass Lynx  
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実験結果  

・ X aa-P r o 合成  

 反応液の HP LC 分析の結果、Al a と P r o を用いた 3 種類の反応液で

は新規ピークは検出されなかったが、他の 1 5 種類の反応液では新規

ピークが検出された。これらの生成物が目的とする D - Xaa - D -P ro ,  D -

X aa- L - P ro ,  L - X aa - D - P r o であるかを確認するために LC-M S 分析を行

った。併せて、 H P LC 分析では Al a -P ro の検出が難しかったと考え、

LC - MS 分析に供した。 M S 分析の結果、 Al a -P r o も含めたすべての組

み合わせで、プロトン化された X a a -P ro の分子量と一致するピーク

を検出した (Tab l e  3 . 4 )。本結果より、 TycA - A がアデニル化可能な D -

体および L -体のアミノ酸を用い、キラリティの影響を受けない非酵

素的な求核置換反応と組み合わせることで、使用するアミノ酸のキ

ラリティを反映したジペプチドが合成可能であることを明らかにし

た。  

 

  

D-Ala D-Pro 7.70 187.1085

D-Ala L-Pro 8.52 187.1082

L-Ala D-Pro 8.47 187.1084

D-Leu D-Pro 3.45 229.1555

D-Leu L-Pro 4.60 229.1535

L-Leu D-Pro 4.57 229.1529

D-Met D-Pro 1.59 247.1118

D-Met L-Pro 3.27 247.1116

L-Met D-Pro 3.19 247.1118

D-Phe D-Pro 4.89 263.1396

D-Phe L-Pro 6.28 263.1396

L-Phe D-Pro 6.29 263.1396

D-Tyr D-Pro 2.73 279.1348

D-Tyr L-Pro 3.61 279.1347

L-Tyr D-Pro 3.65 279.1343

D-Trp D-Pro 6.35 302.1507

D-Trp L-Pro 6.97 302.1503

L-Trp D-Pro 6.96 302.1501

Table 3.3.  MS detection of Xaa-Pro synthesized by TycA-A

Substrate Nucleophile
Retention time

 (min)

Protonated ion

(m /z )
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・ D - Tr p - D - X aa 合成  

 HP LC 分析の結果、C 末端にいずれのアミノ酸を利用した反応液に

おいても、新規ピークを検出することができた。一方で、D -P h e のよ

うな TycA - A の基質となる D -アミノ酸を用いた場合には複数のピー

クが検出され、結合順序の異なる D -Ph e - D - Tr p やホモジペプチド D -

Ph e- D -Ph e が副生しているものと考えられる。目的とする D - Trp - D -

X aa が 合 成 さ れ て い る か を 確 認 す る た め 、 LC - M S 分 析 お よ び LC -

MS/MS 分析による構造決定を行った。 MS 分析の結果、すべての反

応液でプロトン化された D - Trp - D -X aa に対応する分子量が親イオン

として検出された (Tab l e  3 .5 )。さらに、 M S/M S 分析の結果、 Fi g .  3 . 3

に 示 す 結 合 開 裂 に よ り 生 じ る フ ラ グ メ ン ト イ オ ン が 検 出 さ れ た

(Tab l e  3 . 5 )。したがって、C 末端側アミノ酸として利用した D -X aa に

対応する D - Tr p - D - X aa が合成されていると判断でき、任意の D -アミ

ノ酸を C 末端に導入可能であることが明らかとなった。  
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Fi g .  3 .3 .   F r agmen ta t io n  p a t t e rn  o f  t h e  D - Trp - D -X aa .  

( A)  Typ e  1  c l eavag e .  ( B)  Typ e  2  c l eav age .  

  

Gly D-Trp-Gly 262.1198 130.0657 131.0455 159.0923 102.0208

D-Ala D-Trp-D-Ala 276.1350 130.0654 145.0613 159.0922 116.0366

D-Val D-Trp-D-Val 304.1670 130.0659 173.0920 159.0925 144.0568

D-Leu D-Trp-D-Leu 318.1820 130.0662 187.1096 159.0926 158.0842

D-Ile D-Trp-D-Ile 318.1822 130.0662 187.1113 159.0925 158.0848

D-Ser D-Trp-D-Ser 292.1301 130.0658 ND 159.0923 132.0275

D-Thr D-Trp-D-Thr 306.1461 130.0649 175.0734 159.0924 146.0477

D-Cys D-Trp-D-Cys 308.1074 130.0657 177.0330 159.0923 148.0041

D-Met D-Trp-D-Met 336.1389 130.0659 205.0646 159.0925 176.0442

D-Pro D-Trp-D-Pro 302.1511 130.0658 171.0704 159.0924 142.0486

D-Asn D-Trp-D-Asn 319.1412 130.0659 188.0706 159.0925 159.0454

D-Gln D-Trp-D-Gln 333.1566 130.0640 202.0828 159.0924 173.0520

D-Asp D-Trp-D-Asp 320.1253 130.0658 189.0513 159.0924 160.0189

D-Glu D-Trp-D-Glu 334.1406 130.0656 203.0622 159.0923 174.0465

D-Lys D-Trp-D-Lys 333.1932 130.0659 202.1197 159.0924 173.0971

D-Arg D-Trp-D-Arg 361.1990 130.0658 230.1257 159.0924 201.0988

D-His D-Trp-D-His 342.1568 130.0659 211.0900 159.0921 182.0624

D-Phe D-Trp-D-Phe 352.1667 130.0659 221.0918 159.0925 192.0658

D-Tyr D-Trp-D-Tyr 368.1612 130.0657 237.0898 159.0923 208.0615

a 
Fragment ion generated by the cleavage described in Fig. 3.3A.

b 
Fragment ion generated by the cleavage described in Fig. 3.3B.

a
Type 1

b
Type 2

ND, not detected.

Table 3.5.  MS detection of D-Trp-D-Xaa synthesized by TycA-A

Nucleophile
Putative

product

Protonated

parent ion

(m/z )

MS/MS fragment ion (m /z )

Type 1

cleavage

Type 2

cleavage

(A)

(B)
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3 . 1 . 3 D -アミノ酸を基質とする新規アデニル化ドメインの探索  

 TycA - A での検討結果より、D -アミノ酸を基質とする A ドメインを

用いることで D -アミノ酸含有ジペプチドが合成可能であることが明

らかとなった。そこで、さらに合成可能なジペプチドの幅を広げる

ために、 D -アミノ酸を基質とする新規 A ドメインを探索した。  

 探索に当たり、” E ドメインの上流に位置する A ドメインは L -アミ

ノ酸のみならず D -アミノ酸も基質とする ”という仮説を立てた。多く

の A ドメインは L -アミノ酸のみを基質とし、二次代謝産物中に D -ア

ミノ酸を導入する際には A ドメインによる L -アミノ酸の活性化、 T

ドメインへのロード、 E ドメインによる D -体への変換を経て C ドメ

インにより縮合される 2 1 )。この機構を考慮すると、一般的な A ドメ

インが D -アミノ酸をアデニル化すると C ドメインによる縮合の際に

基質特異性の影響で反応が停止するが、 E ドメインの上流の A ドメ

インが D -アミノ酸をアデニル化する場合 C ドメインによる縮合に影

響は出ない。したがって、 E ドメインの存在が目的とする A ドメイ

ンの探索において重要な指標になるものと推測し、上述の仮説に至

った。これまでに D -アミノ酸を基質とすると報告のある A ドメイン

2 2 , 2 3 )や TycA - A についても本仮説には矛盾しない。  

 本仮説に基づき、 t y r o c i d i ne  s yn t h e t as e の A ドメインである TycA -

A ( Fi g .  3 . 4A ) に 加 え て 、 Ba ci l l u s  l i ch en i f or mi s  N BRC  12 199 由 来 の

bac i t r ac in  s yn t h e t a se 2 2 )の A ドメインである BacB2 - A ,  B acC4 - A ( Fi g .  

3 . 4 B)  および Pa en iba c i l l u s  t h i a mi no l y t i cus  O SY-S E 由来 p aen i b ac t e r in  

s yn th e t a s e 2 3 ) の ホ モ ロ グ P a en i ba c i l l u s  a l ve i  N BRC  33 43 由 来

paen i bac t e r in  s yn t he t as e の A ド メ イ ン で あ る Pbt A 1- A ,  P b t B2 - A ,  

Pb t B3- A ( Fi g .  3 .4 C )の計 5 つの A ドメインを候補として選択した。  
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Fi g .  3 . 5 .   Mo du l e  o rgan iza t i on  o f  t yr oc id i n e  s yn t h e t as e  ( A) ,  b ac i t r a c i n  

s yn th e t a s e  ( B) ,  an d  p aen ib ac t e r i n  s yn th e t a s e  ( C) .  Ta rge t ed  A d om ai ns  

a r e  h i gh l i gh t ed .  

 

 

3 . 1 . 4 候補アデニル化ドメインの基質特異性評価  

 候補として選択した 5 つの A ドメインを用いて D -アミノ酸および

L -アミノ酸に対する基質特異性評価を行った。手法は 3 . 1 . 2 において

TycA - A を対象とした場合と同様である。  

 基質特異性評価の結果、 BacB2 -A ,  P b t A1 - A,  P b t B2 - A は L - Lys のみ

ならず D - Lys をも基質とすることが明らかとなった ( F i g .  3 . 6 AC D,  F i g .  

3 . 7AC D )。一方で BacC 4- A および P bt B3 - A はそれぞれ L - A s p、 L -S e r

のみを基質とした ( F i g .  3 .6 BE ,  F i g .  3 .7 BE )。  

 TycA - A を含めると試験した 6 つの A ドメインのうち、4 つが仮説

通り L -アミノ酸と D -アミノ酸の両方を基質としており、完全とは言

えないが有効な探索方法であったと考えられた。  

 

T CAsnC T CGln T CTyr T CVal T COrn T ELeuT EPhe C T CPro T CPhe TPhe E

module 5 module 6 module 7 module 8module 3 module 4module 1 module 2
module 9 module 10

TycA-A

TycA TycB TycC

TIle T CCys T CLeu T CGlu TC E Ile

module 3 module 4module 1 module 2

BacA

module 5

T CLysC TOrn E

BacB2-A

module 6 module 7

BacB

C T CIle T EPhe THis T EAsp TLysCC C

module 10 module 11

BacC

module 12module 8 module 9

BacC4-A

C T CVal T ELys TSer TIle TProCC CE

PbtB2-A PbtB3-A

module 8

PbtB

module 6 module 7 module 10module 9

T CValC TLys C Ile T

module 13module 12module 11

PbtC

TOrn T CVal T CThr T COrn TC E SerC E

PbtA1-A

module 3 module 4module 2 module 5module 1

PbtA

(A)

(B)

(C)
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Fi g .  3 . 6 .   S ub s t r a t e  s pec i f i c i t y  o f  A dom ai ns  t o w ar d  D - ami no  ac i d s .  

( A)  BacB2 - A ,  ( B)  BacC 4 - A ,  (C )  Pb t A 1 - A ,  ( D)  Pb t B2 - A ,  (E )  Pb t B3 - A.  

Fi l l ed  b a r s ,  w i th  en z ym e ;  op en  b ar s ,  w i th ou t  enz ym e .  

 

 

Fi g .  3 . 7 .   S ub s t r a t e  s p ec i f i c i t y  o f  A dom ai ns  to w ar d  L - ami no  ac i ds .  

( A)  BacB2 - A ,  ( B)  BacC 4 - A ,  (C )  Pb t A 1 - A ,  ( D)  Pb t B2 - A ,  (E )  Pb t B3 - A.  

Fi l l ed  b a r s ,  w i th  en z ym e ;  op en  b ar s ,  w i th ou t  enz ym e .  
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3 . 1 . 5 BacB2 - A によるジペプチド合成  

実験方法  

・ D - Lys - D - X aa 合成  

 D -アミノ酸を基質とする新規 A ドメインの探索にて見出した 3 つ

の A ドメインはいずれも D - Lys を基質とした。そこで、代表として

BacB2- A を用いて D - Lys - D - X aa の合成を試みた。 Tab l e  3 .6 に示す反

応液を調製し、 37 °C で 24  h 反応させた。  

  

Tab l e  3 .6 .   R eac t i on  mix tu r e  f o r  D -

L ys - D - Xaa  s yn t h es i s  b y BacB2 - A  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

D - L ys  10  mM  

D - X aa  10  mM  

ATP  20  mM  

M gS O 4  20  mM  

BacB2 - A  1 . 0  m g/m L 

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L  

 

 

・ LC -MS/ MS 分析  

UP LC  A cq u i t y U P LC s ys t em  (W a te r s )  

Co l umn  A cq ui t y BE H  Am id e  1 . 7μm  2 .1× 10 0  mm (W at e r s )  

Ov en  30 °C  

E lu en t  A:  1 0  m M C H 3 C O O NH 4  (p H 10 .0  ad jus t ed  wi t h  N H 3 )  

i n  a ce t n i t r i l e :  H 2 O = 95 :5  

 

B:  1 0  mM  C H 3 CO O NH 4  (p H 10 .0  ad jus t ed  wi t h  N H 3 )  

i n  a ce t n i t r i l e :  H 2 O = 40 :6 0  
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MS  X ev o  G2 - XS  Q to f  MS s ys t em (W at e r s )  

Por a r i t y  Pos i t i v e  

Cap i l l a r y  0 . 5  kV  

Sam pl i n g  co n e  20  

Sou r ce  t emp .  12 0℃  

D es o lv a t io n  t emp .  30 0℃  

D es o lv a t io n  ga s  f l o w  10 00  L/ ho u r  

Co l l i s i on  en e r g y  6  

An a l ys i s  Mass Lynx  

 

 

実験結果  

 反応液は LC -M S 分析および LC - MS/M S 分析に供し、生成物の確認

および構造決定を行った。M S 分析の結果、すべての反応液でプロト

ン化された D - Lys - D - X aa に対応する分子量が親イオンとして検出さ

れた (Tab l e  3 . 7 )。さらに、 MS/ MS 分析の結果、 Fi g .  3 . 8 に示す結合開

裂により生じるフラグメントイオンが検出された (Tab l e  3 . 7 )。したが

って、 BacB2 -A を利用した D - Lys - D - X aa 合成反応においても C 末端

側アミノ酸として用いた D -X aa に対応するジペプチドが生成してい

ることが明らかとなった。  

  

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  80  20  0 . 20  

1 . 0  80  20  0 . 20  

16 .0  28  72  0 . 20  

22 .0  28  72  0 . 20  

22 .1  80  20  0 . 20  

28 .0  80  20  0 . 20  
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Fi g .  3 .8 .   F r agmen ta t io n  p a t t e rn  o f  t h e  D - Lys - D - X aa .  

( A)  Typ e  1  c l eavag e .  ( B)  Typ e  2  c l eav age .  

  

Gly D-Lys-Gly 204.1352 84.0814 ND 129.1030 74.0268

D-Ala D-Lys-D-Ala 218.1507 84.0815 116.0360 129.1027 88.0403

D-Val D-Lys-D-Val 333.1928 84.0814 231.0796 129.1025 203.0820

D-Leu D-Lys-D-Leu 278.1542 84.0814 176.0419 129.1028 148.0455

D-Ile D-Lys-D-Ile 260.1974 84.0812 ND 129.1031 130.0863

D-Ser D-Lys-D-Ser 248.1612 84.0815 146.0462 129.1028 118.0549

D-Thr D-Lys-D-Thr 246.1817 84.0811 144.0621 129.1025 116.0713

D-Cys D-Lys-D-Cys 250.1228 84.0824 147.9908 129.1015 120.0120

D-Met D-Lys-D-Met 261.1563 84.0816 159.0387 129.1031 131.0510

D-Pro D-Lys-D-Pro 275.1719 84.0810 173.0522 129.1024 ND

D-Asn D-Lys-D-Asn 244.1660 84.0812 142.0518 129.1027 114.0555

D-Gln D-Lys-D-Gln 151.0849 84.0815 230.1219 129.1030 173.1073

D-Asp D-Lys-D-Asp 262.1405 84.0811 ND 129.1029 132.0318

D-Glu D-Lys-D-Glu 276.1559 84.0814 ND 129.1028 146.0456

D-Arg D-Lys-D-Arg 234.1444 84.0814 132.0218 129.1023 104.0391

D-His D-Lys-D-His 284.1728 84.0805 182.0543 129.1041 154.0724

D-Phe D-Lys-D-Phe 294.1820 84.0813 192.0709 129.1027 164.0713

D-Tyr D-Lys-D-Tyr 310.1769 84.0818 208.0622 129.1024 180.0598

D-Trp D-Lys-D-Trp 333.1928 84.0814 231.0796 129.1025 203.0820

a 
Fragment ion generated by the cleavage described in Fig. 3.8A.

b 
Fragment ion generated by the cleavage described in Fig. 3.8B.

a
Type 1

b
Type 2

ND, not detected.

Table 3.7.  MS detection of D-Lys-D-Xaa synthesized by BacB2-A

Nucleophile
Putative

product

Protonated

parent ion

(m/z )

MS/MS fragment ion (m /z )

Type 1

cleavage

Type 2

cleavage

(A)

(B)
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3 . 2  -アスパルチルアミド合成  

  -アスパルチルアミドはアスパラギン酸の  -位のカルボキシ基が

アミド化された化合物である ( F i g .  3 .9 )。セリンラセマーゼの阻害活

性 を 示 す  - as p a r t yl h yd r o x am a te  2 6 ) や 免 疫 調 節 作 用 を 示 す  -

as p a r t yl t r yp to ph an  2 7 )など、生理活性を示すものも知られており、医

薬品や機能性食品添加物として期待される有用化合物である。  

 

 

Fi g .  3 .9 .   S t r u c tu r e  o f   - a sp a r t yl ami d e .  

 

第 2 章および 3 . 1 節ではアミノ酸の  -カルボキシ基をアデニル化

する NRPS の A ドメインを用いたアミド化合物合成を検討した。本

節では、化合物の有用性とアミノ酸の側鎖カルボキシ基のアミド化

という観点から、 -アスパルチルアミドをターゲットとし、その合成

法開発を検討した。  
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3 . 2 . 1 アスパラギン合成酵素の利用  

 最も単純な構造の  -アスパルチルアミドであるアスパラギンは生

体内においてアスパラギン合成酵素により合成されることが良く知

られている。本反応ではアスパラギン酸の  -カルボキシ基がアデニ

ル化された後にアンモニアと反応することでアスパラギンが生成す

る ( F i g .  3 . 1 0 A )。基質をアデニル化により活性化する点で NR PS の A

ドメインと類似しており、アスパラギン合成におけるアンモニアを

一般的なアミンへと置き 換えることで、  -アスパルチルアミドが合

成可能となると推測した ( F i g .  3 .1 0 B)。  

 

 

Fi g .  3 . 10 .   Asp a r ag in e  s yn t h e s i s  ( A)  an d   - as p ar t yl amid e  s yn t h es i s  ( B)  

c a t a l yz ed  b y a s p a rag in e  s yn t h t a se .  

  

AMP

Asparagine 

synthetase

ATP PPi

NH3

L-Aspartic acid -Aspartyl adenylate L-Asparagine

AMP

Asparagine 

synthetase

ATP PPi

H2N–R

L-Aspartic acid -Aspartyl adenylate -Aspartylamide

(A)

(B)
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3 . 2 . 2   -アスパルチルアミド合成試験  

実験方法  

・  -アスパルチルアミド合成  

ア ス パ ラ ギ ン 合 成 酵 素 と し て E s cher i ch ia  co l i  B L2 1( D E3 )由 来 の  

As nA 2 8 )を利用した。 Tab l e  3 . 8 に示す反応液を調製し、 37 °C で 2 4  h

反応させた。求核剤として本来の基質であるアンモニア (塩化アンモ

ニ ウ ム ) に 加 え て 、 h yd r ox yl ami n e ,  m et h yl am i ne ,  e t h yl ami ne ,  

d im et h yl ami ne ,  t r i met h yl ami n e ,  G l y,  L - P ro ,  L - Tr p の 9 つを検討した。   

 

Tab l e  3 .8 .   R eac t i on  mix tu r e  f o r   -

as p a r t yl ami de  s yn t he s i s  b y A sn A  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

L - A sp  10  mM  

Nu cl eop h i l e  10 0  o r  2 0  mM  

ATP  20  mM  

M gCl 2  20  mM  

As nA  1 . 0  m g/m L 

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 4 )  50  mM  

 20 0  L  

 

 

・ HP LC 分析  

HP LC  LaC h ro m L- 7 00 0  s e r i es  HP LC  s ys t em ( H IT A C H I)  

Co l umn  In e r t s i l  ODS - 2  4 . 6×2 50  mm  ( G L s c i ens es )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  1  g / L So d iu m 1 - oc t an es u l fo n a t e ,  20  mM  K 2 HP O 4  

   i n  H 2 O  ( p H 6 . 0 )  
 

B :  1  g / L S od i um  1 - oc t an es u l fo n a t e ,  20  mM  K 2 HP O 4  

   i n  4 0 %( v / v )  m e th an o l  ( p H 6 . 0 )  

Wav e l en g th  Ex c i t a t i on :  3 40  n m ,  Emi ss i on :  45 0  nm  
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T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  0  0 . 7  

8 . 0  10 0  0  0 . 7  

10 .0  0  10 0  0 . 7  

20 .0  0  10 0  0 . 7  

20 .1  10 0  0  0 . 7  

30 .0  10 0  0  0 . 7  

 

( Nu c l eop h i l e :  Gl y,  L - P ro )  

HP LC  LaC h ro m L- 7 00 0  s e r i es  HP LC  s ys t em ( H IT A C H I)  

Co l umn  COSM OS IL P ack ed  Co l um n H ILIC  4 .6×2 50  mm  

(n aca l a i  t e sq ue )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  1 0  m M C H 3 C O O NH 4  
 

B :  A ce to n i t r i l e  

Wav e l en g th  Ex c i t a t i on :  3 40  n m ,  Emi ss i on :  45 0  nm  

 

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  50  50  1 . 0  

10 0 . 0  50  50  1 . 0  

 

ポストカラム誘導体化  

  誘導体化反応液 (2 2  g / L H 3 BO 3 ,  12  g / L N aOH ,  4  g / L N - a ce t yl - L -

c ys t e i n e ,  0 .8  g / L o - ph t h a l a l d eh yd e )を 0 . 3  m L/m i n で送液  
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・ LC -MS 分析  

UP LC  A cq u i t y U P LC s ys t em  (W a te r s )  

Co l umn  A cq u i t y U P LC BE H C 18  1 .7 μm 2 . 1× 10 0  m m (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  a ce t on i t r i l e  

 
B:  0 . 1%  (w /v )  f o rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10  90  0 . 20  

11 .0  90  10  0 . 20  

13 .0  90  10  0 . 20  

13 .1  10  90  0 . 20  

15 .0  10  90  0 . 20  

 

MS  X ev o  G2 - XS  Q to f  MS s ys t em (W at e r s )  

Por a r i t y  Pos i t i v e  

Cap i l l a r y  0 . 5  kV  

Sam pl i n g  co n e  20  

Sou r ce  t emp .  12 0 °C  

D es o lv a t io n  t emp .  45 0°C  

D es o lv a t io n  ga s  f l o w  80 0  L/h ou r  

An a l ys i s  Mass Lynx  
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実験結果  

反応液の HP LC 分析の結果、求核剤として t r i m eth y lam in e を用いた

場合を除いて、  -アスパルチルアミドと推定される新規ピークが検

出された。これらの生成物が目的とするアミド化合物であることを

確認するため、シリカゲルカラムクロマトグラフィーまたは HP LC

による精製後、LC -M S 分析を行った。MS 分析の結果、すべての組み

合わせで求核剤に対応するプロトン化された  -アスパルチルアミド

の分子量と一致するピークを検出した (Tab l e  3 . 9 )。本結果より、As n A

は本来の反応であるアスパラギン合成反応に加えて、直鎖状アミン

や環状アミン、アミノ酸などを用いることで多様な  -アスパルチル

アミドが合成可能であることを明らかにした。  

 

 

 

  

Nucleophile Protonated ion (m /z )

NH4Cl 133.0613

Hydroxylamine 149.0562

Methylamine 147.0771

Ethylamine 161.0925

Dimethylamine 161.0928

Pyrrolidine 187.1084

Gly 191.0670

L-Pro 231.0983

L-Trp 320.1248

Table 3.9. MS detection of -aspartylamide

synthesized by AsnA
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3 . 3 脂肪酸アミド合成  

 ここまでで、アミノ酸をアデニル化酵素の基質としたアミド合成

反応を検討してきたが、適切なアデニル化酵素を選択することでア

ミノ酸のみならずより幅広いカルボン酸をアミド合成反応に使用で

きると考えられる。例えば、疎水性の中～長鎖アルキル基をもつ脂

肪酸と親水性基を有するアミンから成る脂肪酸アミドは両親媒性化

合物となり、界面活性剤としての用途が期待できる。そこで本節で

は、直鎖脂肪酸を基質とした脂肪酸アミドをターゲットとした。  

 

3 . 3 . 1 脂肪酸をアデニル化可能な酵素の探索  

 脂肪酸アミドの合成法開発にあたり、脂肪酸をアデニル化可能な

ア デ ニ ル 化 酵 素 が 必 要 と な る 。 該 当 す る 酵 素 の 探 索 を 行 い 、 f a t t y  

a c yl - A MP l i ga s e  ( FAA L)に着目した。 M yco ba c t e r iu m  t ub ercu l os i s 由来

の FAA L は細胞表面の複合脂質の生合成に関与しており、その脂質

合成の起点として脂肪酸をアデニル化する役割を担っている 2 9 )。ア

デ ニ ル 化 さ れ た 脂 肪 酸 は ポ リ ケ タ イ ド 合 成 酵 素 ( P KS )の ア シ ル キ ャ

リアープロテインドメイン (ACP ドメイン )上のホスホパンテテイン

に連結され、その後の反応に利用される。本反応機構は基質のアデ

ニル化と続くチオエステル結合を介した酵素へのロードという観点

で NRPS の反応機構に類似している ( F i g .  3 . 11 )。したがって、 FA A L

を利用することで NRPS の A ドメインと同様の機構でアミド化合物

合成が可能ではないかと推測した ( F i g .  3 .1 2 )。  

 病原菌である M .  tu b ercu l os i s の酵素を利用することは難しいので、

M.  tu b ercu l os i s 由来 FA A L のアミノ酸配列をクエリーとした BLA S T

検索により類似酵素を探索した。その結果、近縁種であるが非病原

性である M .  sm eg ma t i s  m c 2  1 55 由来の FAA L である Fa dD 26 を見出し

た。以後、 FadD 2 6 を利用した脂肪酸アミド合成を検討した。  
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Fi g .  3 . 11 .   Th e  s i mi l a r i t y  i n  r eac t io n  m ech an i s m b e t w een  FAA L 

an d  A d om ai n  o f  N RPS .  

 

 

Fi g .  3 .1 2 .   Fa t t y  a c i d  am id e  s yn t h es i s  c a t a l yz ed  b y FA A L .  
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3 . 3 . 2 脂肪酸に対する基質特異性評価  

実験方法  

・基質特異性評価  

Tab l e  3 .1 0 に示す反応液を調製し、 30 °C で 24  h 反応させた。対象

脂肪酸として、短鎖のプロピオン酸 (C 3 )、中鎖のヘキサン酸 (C 6 )、ヘ

プタン酸 (C 7 )、オクタン酸 (C 8 )、ノナン酸 (C 9 )、デカン酸 (C 1 0 )、ラウ

リン酸 (C 1 2 )、長鎖のオレイン酸 (C 1 8 : 1 )、リノレン酸 (C 1 8 : 2 )を選択した。 

 

Tab l e  3 .1 0 .   R eac t ion  mix t u r e  fo r  

h yd r ox ama t e - b as ed  co l o r im et r i c  as s a y  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

Fa t t y  a c id  10  mM  

H yd r ox yl amin e  20 0  m M  

ATP  20  mM  

M gS O 4  20  mM  

FadD 26  1 . 0  m g/m L 

HEP ES - N aO H  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L  
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実験結果  

 基質特異性評価の結果、Fad D2 6 は短鎖のプロピオン酸に対する活

性は無かったが、中鎖脂肪酸 (C 6 -C 1 2 )や長鎖脂肪酸 (C 1 8 : 1 ,  C 1 8 : 2 )など幅

広い脂肪酸に対して活性があることが明らかとなった ( F i g .  3 . 1 3 )。多

様な脂肪酸を基質とすることができる Fad D2 6 のこのような特長は、

合成可能なアミド化合物の拡張において重要であると言える。  

 

 

Fi g .  3 . 1 3 .   Su bs t r a t e  s pec i f i c i t y  o f  FadD 26 .  

 

  

1.0

Absorbance (−)

0.80.60.40.20
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Propionic acid (C3)
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3 . 3 . 3 脂肪酸アミド合成試験  

実験方法  

・脂肪酸アミド合成  

 5 種類の中鎖脂肪酸 (C 6 ~ C 1 0 )を基質として、脂肪酸アミド合成試験

を行った。 Tab l e  3 .11 に示す反応液を調製し、 30 °C で 24  h 反応させ

た 。 求 核 剤 に は 、 直 鎖 状 ア ミ ン meth yl ami n e ,  d i me th yl am in e ,  

t r i m eth yl am in e , 環状アミンとして az e t id i n e ,  p yr r o l id i n e ,  p ip e r i d i ne ,  

az ep ane ,  azo can , アミノ酸として L - P ro ,  D -P r o ,  L - Lys ,  L - G lu の計 1 2

種類を検討した。  

 

Tab l e  3 .1 1 .   R eac t ion  mix t u r e  fo r  f a t t y  

a c i d  am id e  s yn t h es i s  b y Fad D2 6  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

Fa t t y  a c id  ( C 6 - C 1 0 )  10  mM  

Nu cl eop h i l e  20 0  m M  

ATP  20  mM  

M gS O 4  20  mM  

FadD 26  1 . 0  m g/m L 

HEP ES - N aO H  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L  

 

・ HP LC 分析  

HP LC  Ch rom as t e r  HP LC s ys t em ( H IT AC H I)  

Co l umn  In e r t s i l  ODS - 3  5 m 4 .6×1 50  mm  (G L s c i en ces )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 
B:  0 . 1%  (w /v )  f o rm ic  ac id  i n  a ce t on i t r i l e  

Wav e l en g th  21 0  nm  
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T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  90  10  1 . 0  

15 .0  10  90  1 . 0  

25 .0  10  90  1 . 0  

25 .1  90  10  1 . 0  

28 .0  90  10  1 . 0  

 

・ LC -MS 分析  

UP LC  A cq u i t y U P LC s ys t em  (W a te r s )  

Co l umn  A cq u i t y  U P LC BE H C 18  1 .7 μm 2 . 1× 10 0  m m (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  a ce t on i t r i l e  

 
B:  0 . 1%  (w /v )  f o rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 

Tim e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  20  80  0 . 20  

2 . 0  20  80  0 . 20  

13 .5  90  10  0 . 20  

15 .5  90  10  0 . 20  

15 .6  20  80  0 . 20  

18 .5  20  80  0 . 20  

 

MS  X ev o  G2 - XS  Q to f  MS s ys t em (W at e r s )  

Por a r i t y  Pos i t i v e  

Cap i l l a r y  0 . 5  kV  

Sam pl i n g  co n e  20  

Sou r ce  t emp .  12 0 °C  

D es o lv a t io n  t emp .  45 0 °C  

D es o lv a t io n  ga s  f l o w  80 0  L/h ou r  

An a l ys i s  Mass Lynx  
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実験結果  

反応液の HP LC 分析の結果、求核剤として t r i m eth y lam in e および

az ep ane を用いた 場合にはい ずれの 脂肪酸との 反応 に おいても新規

ピークを確認できず、デカン酸と a zocane の組み合わせでも新規ピ

ークは確認できなかった。一方で、他の組み合わせについては脂肪

酸アミドと推定される新規ピークが検出された。これらが目的とす

る化合物であることを確認するため、HP LC により分取・精製後、LC -

MS 分析を行った。 MS 分析の結果、分析を行ったすべての組み合わ

せでプロトン化された脂肪酸アミドの分子量と一致するピークを検

出した (Tab l e  3 . 12 )。本結果より、Fa dD 26 を利用することで多様な脂

肪酸とアミノの組み合わせで脂肪酸アミドが合成可能であることを

明 ら か に し た 。 特 に ア ミ ノ 酸 を 求 核 剤 と し た 場 合 に 合 成 さ れ る N -

f a t t y  a c yl  am in o  ac id は N -アシルアミノ酸系界面活性剤として注目さ

れている物質であり、工業的な意義も大きいと考えられる。  

 

 

 

  

Hexanoic acid Heptanoic acid Octanoic acid Nonanoic acid Decanoic acid

Methylamine 130.1236 144.1392 158.1548 172.1706 186.1859

Dimethylamine 144.1391 158.1547 172.1705 186.1864 200.2018

Azetidine 156.1391 170.1546 184.1705 198.1859 212.2012

Pyrrolidine 170.1550 184.1705 198.1864 212.2016 226.2174

Piperidine 184.1703 198.1861 212.2016 221.1179 240.2331

Azocane 212.2016 226.2172 240.2328 254.2473 ND

L-Pro 214.1443 228.1601 242.1762 256.1915 270.2078

D-Pro 214.1445 228.1602 242.1752 256.1913 270.2073

L-Lys 245.1866 259.2019 273.2177 287.2338 301.2498

L-Glu 246.1343 260.1504 274.1662 288.1820 302.1975

ND, not detected

Table 3.12.  MS detection of fatty acid amide synthesized by FadD26

Nucleophile
Fatty acid
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3 . 4 芳香族カルボン酸アミド合成  

 脂肪酸に続くアミノ酸以外のカルボン酸として、本節では芳香族

カルボン酸を取り上げ、芳香族カルボン酸アミドを合成ターゲット

とした。  

 

3 . 4 . 1 芳香族カルボン酸をアデニル化可能な酵素の探索  

 芳香族カルボン酸アミドの合成法開発にあたり、芳香族カルボン

酸をアデニル化可能なアデニル化酵素が必要となる。そこで、NR PS

の A ドメインの一部にはアミノ酸ではなく芳香族カルボン酸を基質

とするものが知られていることに着目した。 Ba ci l l u s  s ub t i l i s  s t r.  16 8

由 来 b ac i l l i b ac t in  s yn t h e t as e に よ り 合 成 さ れ る b ac i l l i bac t in 3 0 ) や

Es ch er i ch ia  co l i 由 来 e n t e ro bac t in  s yn t h e t as e 3 1 ) に よ り 合 成 さ れ る

en t e r ob ac t in は鉄キレートシデロフォアであり、構造中に芳香族カル

ボ ン 酸 で あ り 、 鉄 イ オ ン を ト ラ ッ プ す る 2 ,3 - d ih ydr ox yb enzo i c  a c i d 

(2 ,3 - D H B)を含んでいる。 2 , 3 - D H B の組み込みにはそれぞれ D hb E や

Ent E という A ドメインが関与しており、これらが 2 , 3 - D H B のアデニ

ル化を触媒する。これら A ドメインを利用することで芳香族カルボ

ン酸アミドが合成可能であると推測し ( F i g .  3 . 1 4 )、本研究では D hb E

を用いて検討を行った。  

 

 

Fi g .  3 .1 4 .   A r yl  c a rb ox yl i c  a c id  ami d e  s yn t h es i s  c a t a l yz ed  b y D h b E .  
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3 . 4 . 2 安息香酸一置換体に対する基質特異性評価  

実験方法  

・基質特異性評価  

芳香族カルボン酸を対象として比色分析による D hb E の基質特異

性評価を行った。 Tab l e  3 .1 2 に示す反応液を調製し、 37 °C で 24  h 反

応させた。対象として安息香酸およびヒドロキシ基 ( - OH ) ,  アミノ基

( -N H 2 ) ,  ニ ト ロ 基 ( - NO 2 ) ,  ク ロ ロ 基 ( - C l ) ,  フ ル オ ロ 基 ( - F ) ,  メ チ ル 基

( -C H 3 ) ,  カルボキシ基 ( -C OO H )を置換基とした安息香酸一置換体 (o - ,  

m - ,  p - )を試験した。ただし、サリチル酸 (o -ヒドロキシ安息香酸 )は基

質自体が Fe 3 +と錯体を形成し呈色するため除外した。  

 

Tab l e  3 .1 2 .   R eac t ion  mix t u r e  fo r  

h yd r ox ama t e - b as ed  co l o r im et r i c  as s a y  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

A r yl  c a r box yl i c  a c i d  5  m M  

H yd r ox yl amin e  20 0  m M  

ATP  10  mM  

M gS O 4  10  mM  

FadD 26  1 . 0  m g/m L 

HEP ES - N aO H  ( p H 7 . 5 )  50  mM  

 20 0  L  
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実験結果  

基質特異性評価の結果、D hb E は安息香酸、m -および p -ヒドロキシ

安息香酸、 o - ,  m - ,  p -アミノ安息香酸、 m -クロロ安息香酸、 o - ,  m - ,  p -

フルオロ安息香酸 ,  m -メチル安息香酸、イソフタル酸 ( m -カルボキシ

安息香酸 )の 12 種類を基質とすることが示唆された ( F i g .  3 . 15 )。置換

基の無い安息香酸や比較的小さい置換基では置換位置によらず基質

として受け入れやすく、 m -置換体は置換基によらず受け入れやすい

傾向が見られた。様々な安息香酸一置換体を基質とできる Dh b E は、

合成可能なアミド化合物の拡張において有用であると考えられる。  

 

 

Fi g .  3 . 1 5 .   Su bs t r a t e  s pec i f i c i t y  o f  Dh bE .  
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3 . 4 . 3 芳香族カルボン酸アミド合成試験  

実験方法  

・芳香族カルボン酸アミド合成  

 Dh b E を用いて実際にアミド化合物が合成可能か検証を行った。

Tab l e  3 .1 3 に示す反応液を調製し、 37 °C で 24  h 反応させた。基質芳

香族カルボン酸には比色分析での基質にサリチル酸を加えた 2 2 種

類、求核剤には h yd ox yl ami n e および L - P r o を用いた。  

 

Tab l e  3 .1 3 .   R eac t ion  mix t u r e  fo r  a r y l  

c a rb ox yl i c  a c id  am id e  s yn th e s i s  b y D hb E  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

A r yl  c a r box yl i c  a c i d  10  mM  

H yd r ox yl amin e  o r  L - P ro  20 0  m M  

ATP  20  mM  

M gS O 4  20  mM  

FadD 26  1 . 0  m g/m L  

HEP ES - N aO H  ( p H 7 . 5 )  50  mM  

 20 0  L  

 

 

・ HP LC 分析  

HP LC  LaC h ro m L- 7 00 0  s e r i es  HP LC  s ys t em ( H IT A C H I)  

Co l umn  COSM OS IL 5 C 1 8 - A R- I I  4 . 6×15 0  m m ( naca l a i  t e sq u e )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 
B:  0 . 1%  (w /v )  f o rm ic  ac id  i n  a ce t on i t r i l e  

Wav e l en g th  25 4  nm  
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T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  0  1 . 0  

12 .0  50  50  1 . 0  

15 .0  50  50  1 . 0  

15 .1  10 0  0  1 . 0  

20 .0  10 0  0  1 . 0  

 

・ LC -MS 分析  

UP LC  A cq u i t y U P LC s ys t em  (W a te r s )  

Co l umn  A cq ui t y U P LC BE H C 18  1 .7 μm 2 . 1× 10 0  m m (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  0 .1 % ( w/ v )  fo rm ic  ac id  i n  a ce t on i t r i l e  

 
B:  0 . 1%  (w /v )  f o rm ic  ac id  i n  H 2 O  

 

( Nu c l eop h i l e :  H yd r ox yl ami n e )  

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  20  80  0 . 20  

2 . 0  20  80  0 . 20  

13 .5  90  10  0 . 20  

15 .5  90  10  0 . 20  

15 .6  20  80  0 . 20  

18 .5  20  80  0 . 20  

( Nu c l eop h i l e :  L - P r o )  

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  1  99  0 . 21  

8 . 0  50  50  0 . 21  

10 .0  50  50  0 . 21  

10 .1  1  99  0 . 21  

13 .0  1  99  0 . 21  
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MS  X ev o  G2 - XS  Q to f  MS s ys t em  (W at e r s )  

Por a r i t y  Pos i t i v e  

Cap i l l a r y  0 . 5  kV  

Sam pl i n g  co n e  20  

Sou r ce  t emp .  12 0 °C  

D es o lv a t io n  t emp .  45 0 °C  

D es o lv a t io n  ga s  f l o w  80 0  L/h ou r  

An a l ys i s  Mass Lynx  

 

 

実験結果  

 反応液の HP LC 分析の結果、 h yd r ox yl ami n e との反応では、比色分

析の際に基質として認識すると考えられた 1 2 種類に加えて、サリチ

ル酸、 m -ニトロ安息香酸、 o -および p -メチル安息香酸を基質とした

計 1 6 種類でアミド化合物と推定される新規ピークが検出された。サ

リチル酸以外 3 つの基質については生成物が少なかったか比色分析

で用いる波長のモル吸光係数が小さかったために比色分析では検出

できなかったものと考えられる。一方、 L - P ro との反応では 1 2 種類

の基質でアミド化合物と推定される新規ピークが検出された。これ

らが目的とする化合物であることを確認するため、 H P LC による分

取・精製後、LC - M S 分析を行った。MS 分析の結果、分析を行ったす

べての組み合わせでプロトン化された芳香族カルボン酸アミドの分

子量と一致するピークを検出した (Tab l e  3 . 1 4 )。本結果より、Dh bE に

よ る ア デ ニ ル 化 さ れ た 様 々 な 芳 香 族 カ ル ボ ン 酸 に 対 し て 、

h yd o rox yl ami n e や L - P ro が反応し、アミド結合が形成されることを明

らかにした。  
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生成した各芳香族カルボン酸アミドについて、その合成量の定量

を試みた。得られた生成物の多くは市販されておらず、直接的な定

量が不可能であったため、基質である芳香族カルボン酸の減少量か

ら算出した。 10  m M の芳香族カルボン酸から h yd r ox yl ami n e との反

応では 0 . 57  mM ~6 .6 4  mM、 L - P r o との反応では 0 . 97  m M~ 2. 47  m M の

芳香族カルボン酸アミドが生成しており ( Tab l e  3 .1 5 )、 L - P ro よりも

h yd r ox yl am in e の方が生成量が多く、反応が進行しやすい傾向が見ら

れた。  

 

Hydroxylamine L-Pro

H 138.0554 220.0906

o -OH 154.0505 ND

m -OH 154.0505 236.0922

p -OH 154.0504 236.0923

o -NH2 153.0665 235.1183

m -NH2 153.0664 235.1080

p -NH2 153.0665 235.1080

o -NO2 ND ND

m -NO2 183.0405 ND

p -NO2 ND ND

o -Cl ND ND

m -Cl
172.0143

174.0135

254.0582

256.0555

p -Cl ND ND

o -F 156.0460 ND

m -F 156.0458 ND

p -F 156.0459 238.0879

o -CH3 152.0708 234.1131

m -CH3 152.0713 234.1131

p -CH3 152.0714 234.1129

o -COOH ND ND

m -COOH 182.0459 264.0879

p -COOH ND ND

Substituent of

benzoic acid

Nucleophile

ND, not detected

Table 3.14. MS detection of aryl carboxylic acid amide

synthesized by DhbE
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a
Product (mM)

b
Conversion (%)

a
Product (mM)

b
Conversion (%)

H 5.65 56.5 2.15 21.5

o -OH 1.02 10.2 ND ND

m -OH 2.81 28.1 2.45 24.5

p -OH 2.99 29.9 1.28 12.8

o -NH2 2.76 27.6 1.04 10.4

m -NH2 6.64 66.4 1.58 15.8

p -NH2 2.44 24.4 2.47 24.7

o -NO2 ND ND ND ND

m -NO2 1.26 12.6 ND ND

p -NO2 ND ND ND ND

o -Cl ND ND ND ND

m -Cl 2.39 23.9 1.31 13.1

p -Cl ND ND ND ND

o -F 4.71 47.1 1.09 10.9

m -F 5.40 54.0 ND ND

p -F 3.15 31.5 ND ND

o -CH3 0.57 5.7 1.86 18.6

m -CH3 4.00 40.0 0.97 9.7

p -CH3 0.73 7.3 1.56 15.6

o -COOH ND ND ND ND

m -COOH 2.10 21.0 ND ND

p -COOH ND ND ND ND

Table 3.15. Yield of aryl carboxylic acid amide synthesized by DhbE

a
 Calculated from the amount of decrease in aryl carboxylic acid.

b
 Calculated against the added aryl carboxylic acid concentration.

ND, not detected

Substituent of

benzoic acid

Nucleophile

Hydroxylamine L-Pro
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3 . 5 結言  

 本章ではアデニル化酵素によるアミド化合物生産プロセスの課題

の一つであるカルボン酸側基質の制限を解決すべく異なる種類のカ

ルボン酸を基質とするアデニル化酵素の探索とアミド合成を行った。 

 3 . 1 節では第 2 章にて開発した N RPS の A ドメインによるアミノ

酸アミド合成反応を応用し、 D -アミノ酸含有ジペプチドの合成を試

みた。 1 段階目のアデニル化反応において D -アミノ酸をアデニル化

可能な A ドメイン (TycA - A:  D -A l a ,  D - Trp ,  D - Tyr,  D -P he ,  D - Leu ,  D - M et ;  

BacB2- A :  D - Lys )を利用することで N 末端に、 2 段階目の求核置換反

応において任意の D -アミノ酸を求核剤として利用することで C 末端

に D -アミノ酸を配するジペプチドが合成可能となった。  

 3 .2 節ではアミノ酸の側鎖カルボキシ基のアミド化という観点か

ら検討を行った。L - As p の  -カルボキシ基をアデニル化するアスパラ

ギン合成酵素 ( As n A )を利用することで直鎖状アミン、環状アミン、

アミノ酸などを求核剤として 9 種類の  -アスパルチルアミドの合成

に成功した。  

 3 . 3 節ではアミノ酸以外のカルボン酸として脂肪酸を取り上げた。

複合脂質の生合成に関与する FA A L である Fad D 26 を利用すること

で中～長鎖の脂肪酸がアデニル化可能となり、直鎖状アミン、環状

アミン、アミノ酸など 10 種類の求核剤との組み合わせで約 50 種類

の脂肪酸アミドの合成に成功した。  

 3 .4 節ではアミノ酸以外のカルボン酸として芳香族カルボン酸を

取り上げた。鉄キレートシデロフォアの合成に関わる NRPS の A ド

メインである D hb E を用いることで、安息香酸および 1 5 種類の安息

香酸一置換体がアデニル化可能となり、 h yd r ox yl am in e および L - P ro

との組み合わせで多様な芳香族カルボン酸アミドの合成に成功した。 

 以上の検討より、アミノ酸アミドに加えて、 D -アミノ酸含有ジペ

プチド、 -アスパルチルアミド、脂肪酸アミド、芳香族カルボン酸ア

ミドの合成法を開発し、アミド化合物の拡張を達成した。  

  



51 

 

第 4 章  AM P からの ATP 再生系の構築  

 

本章では第 1 章にて挙げたアデニル化酵素を利用したアミド化合

物生産プロセスの課題の一つである ATP の効率的な供給法の開発を

目的とした。アミド結合形成に伴って ATP は AMP へと分解される。

そこで、 AM P からの ATP 再生系の構築を検討した。  

AM P からの AT P 再生系は A DP からの再生系に比べて報告例が少

なく、既報の再生系では A MP から AD P を経て ATP を合成する 2 段

階の反応にそれぞれ別の酵素が必要であり 3 2 , 3 3 )、反応系が複雑化す

ることが課題であった。そこで、本研究ではよりシンプルな反応系

の構築を目指し、単一酵素で AM P から AT P を合成可能な酵素の探

索と ATP 再生系への適用を試みた。  
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4 . 1 Cl as s  I I I  PP K 2 を利用した AT P 再生系  

 ポリリン酸キナーゼ 2 (PP K2 )はポリリン酸をリン酸基供与体とし

て AM P あるいは AD P をリン酸化し、それぞれ A D P あるいは ATP を

合成する酵素である。近年、 PP K2 の系統的解析により既報の PP K2

と は 異 な り A MP お よ び A DP の 両 方 を リ ン 酸 化 可 能 な 新 規 PP K2 

( c l as s  I I I  P PK 2 )が報告された 3 4 )。この反応特性を利用することで、

単一酵素で AM P から ATP を合成可能である。  

 本節では、 c l a s s  I I I  PP K 2 を利用した AM P からの AT P 再生系を構

築し、モデル反応として NRPS のアデニル化ドメインを利用したア

ミノアシルプロリン合成へと適用した ( F i g .  4 .1 )。  

 

Fi g .  4 .1 .   Ami no ac yl  p r o l in e  s yn t h es i s  wi th  t h e  AT P r eg en e r a t io n  

us i n g  c l as s  I I I  PP K 2.  

 

4 . 1 . 1 利用酵素の選定  

 AMP からの AT P 再生系に利用する c l as s  I I I  PP K2 の探索を行った。

Class  I I I  PP K 2 活性が報告されていた D ei no coccus  r a d io du ra ns  R 1 由

来の DR _0 13 2 3 2 )のアミノ酸配列をクエリーとした B LA S T 検索を行

った結果、中温菌である D.  p ro t eo l y t i cus  MR P (N BRC  10 19 06 T )由来

D eip r _1 91 2 をアミノ酸の一致率 57 %のタンパク質として見出した。

D eip r _1 91 2 をコードする遺伝子をクローニングし、大腸菌にて異種

発現させた後、精製を行い以降の活性評価に利用した。  

 

  

AMP
Amino acid Aminoacyl adenylate Aminoacyl proline

O

R
OH

NH2

O

R
O

NH2

AMP N

O COOH

R

NH2ProlineATP PPi

Adenylation

domain

polyPnpolyPn-2

Class III PPK2
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4 . 1 . 2 ポリリン酸の活性への影響  

実験方法  

・ポリリン酸の影響  

 D eip r_ 19 1 2 の AM P を 基 質 と し た AT P 合 成 活 性 を 測 定 し た 。

Tab l e4 . 1 に示す反応液を調製し、 37 °C で 10  mi n 反応させた。鎖長 n

のポリリン酸 po l yP n  (n  =  2 ,  3 ,  4 ,  1 0 -1 5 ,  2 5 ,  45 ,  6 5 )  を、リン酸基に換

算した濃度が 12 .5 ,  25 ,  50  m M となるように揃えて添加した。  

 

Tab l e  4 .1 .   R eac t i on  mix tu r e  f o r  A TP  s yn t h e t i c  a c t iv i t y  

as s a y o f  D e i p r_ 19 1 2  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

AMP  1  m M  

po l yP n  ( n= 2 ,  3 ,  4 ,  10 -1 5 ,  2 5 ,  4 5 ,  6 5 )  
12 .5 ,  25 ,  o r  5 0  mM  

eq u i v a l en t  t o  P i  

M gS O 4  10  o r  20  m M  

D eip r _1 91 2  0 . 1  m g/m L 

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L  

 

・ HP LC 分析  

HP LC  Ch rom as t e r  HP LC s ys t em ( H IT AC H I)  

Co l umn  In e r t s i l  ODS - 3  5 m 4 .6×1 50  mm  (G L s c i en ces )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  1 00  mM  N a 2 HP O 4  (p H  6 .0 )  

Wav e l en g th  26 0  nm  

 

T im e  ( min )  A  ( % )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  1 . 0  

12 .0  10 0  1 . 0  
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実験結果  

 ポリリン酸鎖長については、 po l yP 4 以上の長さでは ATP 合成活性

を示し、p o l yP 4 が最も活性が高く、続いて po l yP 1 0 - 1 5 ,  po l yP 2 5 ,  po l yP 4 5

が同程度、p o l yP 6 5 では活性が低くなった。また、po l yP 3 では AD P の

生成のみが確認でき、 PP i は反応しなかった ( F i g .  4 . 2 A )。ポリリン酸

濃度については、ほとんどの種類のポリリン酸でリン酸基換算濃度

が 12 .5  mM の条件と比較して、 25  m M となると 9 0％程度、 50  mM と

なると 6 0％程度まで活性が低下した ( F i g .  4 . 2 A )。しかし、反応液中

の M g 2 +濃度を上昇させることで、活性の低下は改善した ( F i g .  4 .2 )。

したがって、高濃度のポリリン酸存在下では補因子である M g 2 +がキ

レートされてしまうことで活性が低下したものと考えられる。  

以上の結果と、リン酸基換算濃度が同じ条件であればより鎖長の

長いポリリン酸の方が転移可能なリン酸基の数が多いことを考慮す

ると、 po l yP 2 5 あるいは po l yP 4 5 がリン酸基供与体として最も適して

いると考えられる。本研究では、以降 po l yP 2 5 を用いて検討を行うこ

ととした。  

 

Fi g .  4 .2 .   E ff ec t s  o f  p o l yp h o sp ha te  l en g t h  and  co ncen t r a t i on  o n  

D eip r _1 91 2  ATP s yn th e t i c  a c t i v i t y.  R eac t i on  mix t u r e s  co n t a in in g  po l yP n  

(n  =  2 ,  3 ,  4 ,  10 - 15 ,  2 5 ,  45 ,  6 5 )  equ iv a l en t  i n  co ncen t r a t ion  to  12 .5  m M  

(o p en  ba r s ) ,  2 5  m M ( sh ad ed  b a rs ) ,  o r  50  m M  ( c lo sed  ba r s )  ph os ph a t e  

w er e  i ncub a t ed  w i t h  10  mM  (A )  o r  20  mM ( B)  M gSO 4 .   

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

A
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P
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)

polyP length (-) 
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4 . 1 . 3 アミノアシルプロリン合成への適用  

実験方法  

・ D eip r _1 91 2 を共役させた L - Tr p - L - P r o 合成  

 D eip r _1 91 2 の A MP を基質とした AT P 合成活性が確認できたため、

本 ATP 再生系を TycA - A を利用した L - Tr p - L - P r o 合成反応へと適用し

た。 Tab l e  4 .2 に示す反応液を調製し、 37 °C で 72  h 反応させた。  

 

Tab l e  4 .2 .   R eac t i on  mix tu r e  f o r  L - Tr p - L - P ro  

s yn th e s i s  co up l ed  wi t h  th e  A TP r egen e r a t i on  u s in g  

D eip r _1 91 2  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

L - T r p  10  mM  

L - P ro  10 0  m M  

ATP  o r  A MP  1  m M  

M gS O 4  20  mM  

T ycA - A  0 . 2  m g/m L  

po l yP 2 5  0 . 5  m M  

D eip r _1 91 2  0 . 1  m g/m L  

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 50 0  L  

 

 

・ HP LC 分析  

HP LC  Ch rom as t e r  HP LC s ys t em ( H IT AC H I)  

Co l umn  XT er r a  MS C 18  2 .5  m 4 . 6×20  m m IS  co l umn  (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  5 0  m M N aH 2 PO 4  ( pH  2 .4 )  

 B:  M e th an o l  

Wav e l en g th  21 4  nm  
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T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  0  2 . 0  

15 .0  80  20  2 . 0  

15 .1  0  10 0  2 . 0  

17 .0  0  10 0  2 . 0  

17 .1  10 0  0  2 . 0  

20 .0  10 0  0  2 . 0  

 

実験結果  

 ATP 再生系を導入していない場合、 1  mM の ATP 添加条件では反

応開始から 24  h 以降の反応速度が低下し、 72  h で 0 . 58  mM の L - Tr p -

L - P ro が生成した ( F i g .  4 .3 )。また、1  mM の AM P を添加した条件では

AT P が供給されず、L - Tr p - L - P r o は全く生成しなかった。しかし、ATP

再生系を導入することで、1  m M の AM P 添加条件でも L - Tr p - L - P ro が

合成され、 72  h における生成量は 1 . 5 倍 (0 .8 7  m M )に上昇した。これ

らの結果から、D eip r_ 19 12 を用いた AT P 再生系が有効に機能してい

ることが明らかとなった。  

 

Fi g .  4 . 3 .   S yn t h e s i s  o f  L - Tr p - L -P r o  b y  TycA - A cou p led  wi th  ATP 

r egene r a t io n  f rom  AM P u s i n g  D ei p r_ 1 91 2 .  Reac t io n  m ix t u r e s  co n t a i n i n g  

TycA - A and  ATP ( t r i an gl e s ) ,  TycA - A and  AM P ( sq ua r e s ) ,  o r  TycA - A ,  A MP,  

an d  D ei p r_ 19 12  w i th  po l yP 25  (c i rc l es )  w e r e  i n cu b a t ed .  
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しかしながら、反応は依然遅く、合成量も少なかった。原因の一

つとして、 TycA - A の反応により遊離するピロリン酸 (PP i )がアデニ

ル化反応を阻害している可能性が考えられる。 NRPS の A ドメイン

が触媒するアデニル化反応が可逆的であることは良く知られてお

り、過剰量の P Pi 存在下で逆反応が進行する 3 3 )。そこで、反応によ

り生成する P Pi をピロフォスファターゼ (PP as e )により 2 分子のリン

酸へと加水分解することで、逆反応の影響を軽減できるのではない

かと考えた ( F i g .  4 . 4 )。  

 

Fi g .  4 .4 .   Eq u i l i b r ium  s h i f t  t o w a rd  L - X aa- L - P ro  s yn t h es i s  b y P P as e .  

  

ATP

L-Xaa

+
L-Xaa-O-AMP

PPi

L-Xaa-L-Pro
L-Pro

+

A domain

+ AMP

ATP

L-Xaa

+
L-Xaa-O-AMP

PPi

L-Xaa-L-Pro

L-Pro

+

A domain

PPase
2 Pi

+ AMP
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4 . 1 . 4 ピロフォスファターゼ添加効果  

実験方法  

・ピロフォスファターゼを添加した L - Tr p - L - P ro 合成  

 Tab l e  4 . 2 の反応液に大腸菌由来の P Pas e を終濃度 1 g / m L となる

よう添加して反応を行った。  

・ HP LC 分析  

 4 . 1 . 3 と同様  

 

実験結果  

 PP as e 非添加条件と比較して、PP as e 添加条件では 12  h までの反応

速度が約 1 4 倍に上昇した ( F i g .  4 . 5 )。 0 .5  mM の p o l yP 2 5 をリン酸基供

与体として添加した場合には 1 2  h 以降 L - Tr p - L - P r o の合成が停止し

ていることが観察された。これはポリリン酸が枯渇することで ATP

が再生できなくなることに起因していると推測し、反応開始時に添

加する po l yP 2 5 を 1  m M へ上昇させた。その結果、 12  h 以降も L - Tr p -

L - P ro の合成が継続し、72  h で 6 . 2  mM (対 L - Tr p 収率 62 % )の合成に成

功した ( F i g .  4 .5 )。  

 

Fi g .  4 . 5 .   E ff ec t s  o f  PP as e  on  L - Trp - L - P ro  s yn th e s i s  wi t h  ATP 

r egene r a t io n .  R eac t ion  m ix tu r es  fo r  L - Trp - L - P ro  s yn th e s i s  co n t a i n in g  0 .5  

mM  ( sq u a re s )  o r  1  mM  ( c i r c l e s )  p o l yP 2 5 ,  w i t h  (o pen  s ym b ol s )  o r  wi t ho u t  

( c lo s ed  s ym b ol s )  E .  co l i  PP as e ,  w er e  i ncub a ted .   
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4 . 2 PPD K を利用した ATP 再生系  

 P yr u v a t e  p ho sp h a t e  d ik in a se  ( PPD K )は、A MP、PPi、ホスホエノール

ピルビン酸 (P EP)から ATP、リン酸、ピルビン酸を生成する反応を触

媒する酵素である。この特徴的な反応を利用することで、アデニル

化酵素の反応により生成する AMP と PPi に P EP をリン酸基供与体

として外部から供給することで、 1 段階の反応で AT P が再生可能と

なる。さらに PP i を反応に利用することから前節で問題となったア

デニル化の逆反応の影響を軽減できるものと推測した。  

 本節では、PPD K を利用した AM P からの ATP 再生系を構築し、モ

デル反応として前節と同様に NRP S のアデニル化ドメインを利用し

たアミノアシルプロリン合成へと適用した ( F i g .  4 . 6 )。  

 

Fi g .  4 . 6 .   Ami no ac yl  p r o l in e  s yn t h es i s  wi th  AT P r egen e r a t i on  u s in g  PPD K .  

 

4 . 2 . 1 利用酵素の選定  

 PP D K の反応は可逆的であり、 A MP からの AT P 再生系に利用する

ためには、 AM P から AT P を生成する反応を優先的に触媒する P PD K

が必要となる。 PP DK の特性解析に関する文献情報にあたったとこ

ろ、 Ace to ba c t e r  a ce t i  NC IB  8 5 54 由来の P PD K の K m や V m a x などの動

力学的パラメータの解析結果に着目した 3 6 )。本報告によれば、 AMP

に対する K m 値が AT P に対する K m 値が極めて小さく、ATP 生成反応

に対する V m a x 値は ATP 消費反応に対する V m a x 値よりも大きい。す

なわち、 AT P 生成反応をより好んで触媒する PPD K であると考えら

れる。そこで、同属種の株である A.  a ce t i  N BRC  1 48 18 T 由来の PPD K 

( AaPPD K )を AT P 再生系の構築に利用する酵素として選定した。  

  

ATP
AMP

PPi

Adenylation

domain
+

PPDK
+   Pi



60 

 

4 . 2 . 2 活性評価  

実験方法  

・ A aPP D K 活性評価  

 Tab l e  4 . 3 に示す反応液組成での ATP 生成反応と、Tab l e  4 . 4 に示す

反応液組成での ATP 消費反応の活性を比較検討することとした。各

反応液を調製し、 37 °C で 12 0  mi n 反応させた。  

 

Tab l e  4 .3 .   R eac t i on  mix tu r e  

fo r  A TP - f r om in g  r eac t i on   

 Tab l e  4 .4 .   R eac t i on  mix tu r e  

fo r  A TP - co ns umi n g  r eac t io n  

Com po nen t  
F i n a l  

co n cn .  

 
Com po nen t  

F i n a l  

co n cn .  

AMP  1  m M   ATP  1  m M  

PP i  1  m M   P i  1  m M  

PEP  1  m M   P yr uv a t e  1  m M  

M gS O 4  10  mM   M gS O 4  10  mM  

A aPP DK  0 . 1  m g/m L  A aPP DK  0 . 1  m g/m L 

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM   Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 20 0  L    20 0  L  

 

・ HP LC 分析  

HP LC  LaC h ro m L- 7 00 0  s e r i es  HP LC  s ys t em ( H IT A C H I)  

Co l umn  In e r t s i l  ODS - 3  5 m 4 .6×1 50  mm  (G L s c i en ces )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  1 00  mM  N a 2 HP O 4  (p H  6 .0 )  

Wav e l en g th  26 0  nm  

 

T im e  ( min )  A  ( % )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  1 . 0  

12 .0  10 0  1 . 0  
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実験結果  

 AT P 生成反応 ( F i g .  4 . 7A )では、A MP の消費に伴って ATP が生成し、

60  m in で 0 .5 6  m M、その後も緩やかに増加して 12 0  min で 0 .6 2  mM

の AT P が合成された。一方で AT P 消費反応 ( F i g .  4 . 7 B )では ATP の消

費と AM P の生成が観察されたが、AM P の生成速度は遅く、30  mi n で

0 . 20  m M に達した後一定となった。これらの結果から、AaPPD K は予

測通り ATP 生成反応を優先的に触媒する酵素であることが明らかと

なり、 AM P からの AT P 再生系へと利用することに決定した。  

 

F i g .  4 . 7 .   A s s a y  o f  P P D K  a c t i v i t y .  ( A )  A T P - p r o d u c i n g  

r e a c t i o n  u s i n g  1  m M  A M P ,  P P i ,  a n d  P E P  e a c h ,  a s  s u b s t r a t e s .  

( B )  A T P - c o n s u m i n g  r e a c t i o n  u s i n g  A T P ,  P i ,  a n d  P y r  a s  

s u b s t r a t e s .  S y m b o l s :  c i r c l e s ,  A T P ;  t r i a n g l e s ,  A D P ;  s q u a r e s ,  

A M P .  
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4 . 2 . 3 アミノアシルプロリン合成への適用  

実験方法  

・ A aPP D K を共役させた L - Tr p - L - P r o 合成  

A aPP DK を利用した ATP 再生系を TycA - A を利用した L - Tr p - L -P r o

合成反応へと適用した。Tab l e  4 . 5 に示す反応液を調製し、3 7°C で 7 2  

h 反応させた。 AT P 骨格の供給源としては 1  m M の ATP あるいは 1  

mM の AM P を反応開始時に添加し、再生系の有無による L - Tr p - L - P ro

合成量を比較した。  

 

Tab l e  4 .5 .   R eac t i on  mix tu r e  f o r  L - Tr p - L - P ro  

s yn th e s i s  co up l ed  wi t h  th e  A TP r egen e r a t i on  u s in g  

A aPP DK  

Com po nen t  F i n a l  con cn .  

L - T r p  10  mM  

L - P ro  10 0  m M  

ATP  o r  A MP  +  PP i  1  m M  

M gS O 4  20  mM  

T ycA - A  0 . 1  m g/m L  

PEP  10  mM  

A aPP DK  0 . 1  m g/m L  

Tr i s - HCl  ( p H 8 . 0 )  50  mM  

 50 0  L  
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・ HP LC 分析  

HP LC  LaC h ro m L- 7 00 0  s e r i es  HP LC  s ys t em ( H IT A C H I)  

Co l umn  XT er r a  MS C 18  2 .5  m 4 . 6×20  m m IS  co l umn  (W at e r s )  

Ov en  40 °C  

E lu en t  A:  5 0  m M N aH 2 PO 4  ( pH  2 .4 )  

 B:  M e th an o l  

Wav e l en g th  21 4  nm  

 

T im e  ( min )  A  ( % )  B  (% )  F l o w r a t e  ( m L/ mi n )  

0  10 0  0  2 . 0  

15 .0  80  20  2 . 0  

15 .1  0  10 0  2 . 0  

17 .0  0  10 0  2 . 0  

17 .1  10 0  0  2 . 0  

20 .0  10 0  0  2 . 0  
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実験結果  

 AT P を初期添加した条件 ( F i g .  4 . 8 A )では、AT P 再生系なしの場合に

は L - Tr p - L - P r o 合成量は 72  h で 0 .6 8  m M であったが、 AT P 再生系の

導入により 72  h で 2 . 7 倍となる 1 . 83  mM へと上昇した。この合成量

は初期添加した ATP 濃度を超えており、 ATP 再生が有効に機能して

いることがわかる。また L - Tr p - L - P r o の合成速度が上昇していること

から、PPi を除去することによりアデニル化反応が阻害されることを

抑制する効果も得られているものと考えられる。  

AM P を初期添加した条件 ( F i g .  4 .8 B )では、 AT P 再生系なしの場合

には L - Tr p - L - P ro は全く合成されないが、AT P 再生系の導入により 72  

h で 0 . 94  m M の L - Trp - L - P r o が合成された。本結果からも A aPP D K を

利用した ATP 再生系が有効であることが示された。  

 

F i g .  4 . 8 .   L - T r p - L - P r o  s y n t h e s i s  b y  T y c A - A  c o u p l e d  w i t h  

A T P  r e g e n e r a t i o n  f r o m  A M P  u s i n g  A a P P D K .  R e a c t i o n  

m i x t u r e s  c o n t a i n e d  1  m M  A T P  ( A )  o r  1  m M  A M P  a n d  P P i  ( B )  

a s  A T P  s o u r c e s .  S y m b o l s :  o p e n ,  w i t h  A T P  r e g e n e r a t i o n ;  

c l o s e d ,  w i t h o u t  A T P  r e g e n e r a t i o n .  
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4 . 2 . 4 酵素濃度の最適化  

実験方法  

・酵素濃度の最適化  

 TycA - A と A aPP D K の共役反応による L - Tr p - L - P r o 合成における収

量増加を目的として酵素濃度の最適化を行った。初めに TycA -A 濃

度を 0 . 1  m g/m L で固定し、A aPP D K 濃度を 0 -0 .2  m g/ m L の範囲で変化

させ、L - Tr p - L - P ro 合成量の比較により最適 A aPP DK 濃度を決定した。

続 い て A aP PD K 濃 度 を 最 適 濃 度 で 固 定 し 、 TycA - A 濃 度 を 0 . 1 -1 .0  

m g/m L の範囲で変化させ、L - Tr p - L - P r o 合成量の比較により最適 TycA -

A 濃度を決定した。反応はいずれも 1  m M の ATP を AT P 骨格の供給

源とし、 37 °C で 7 2  h 行った。  

 

・最適酵素濃度での L - Tr p - L - P ro 合成  

 酵素濃度の最適化により決定した TycA -A および A aPP DK 濃度で、

L - Tr p - L - P r o 合成を行った。 AT P 骨格の供給源として 1  mM の AT P あ

るいは 1  mM の A MP を添加し、 3 7° C で 7 2  h 反応を行った。  

 

・ HP LC 分析  

 4 . 2 . 3 と同様の方法にて分析を行った。  
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実験結果  

・酵素濃度の最適化  

 初めに A aPP D K 濃度の最適化を行った結果、 A aP PDK 濃度が 0 . 01

および  0 .0 5  m g/ m L の時に L - T r p - L - P ro 合成量が最大となり、以降

A aPP DK 濃度の上昇に伴い合成量は低下した ( F i g .  4 . 9 A)。そこで、

A aPP D K 濃度を 0 . 01 および 0 .0 5  m g/ m L に固定して TycA- A 濃度の最

適化を行った。その結果、A aPPD K 濃度が 0 . 01  m g/m L の場合、TycA -

A 濃度の上昇により L - T r p - L -P r o 合成量は減少した。一方 A aPP D K 濃

度が 0 . 05  m g/m L の場合、 TycA - A 濃度 0 . 5  m g/m L で L - T r p - L - P r o 合成

量が最大とな った ( F i g .  4 .9 B)。これ らの結果から 、最 適酵素濃度は

TycA - A 濃度 0 .5  m g/m L、 A aP PD K 濃度 0 . 05  m g/m L と決定した。  

 

 

Fi g .  4 .9 .   Op t im iza t io n  o f  enz ym e  co n cen t r a t io ns  f o r  L - T r p - L - P r o  

s yn th e s i s .  (A )  T yc A -A con cen t r a t i on  w as  f ix ed  a t  0 . 1  m g/m L and  th e  

A aPP DK  con cen t ra t io n  w as  in  t h e  r an ge  o f  0 – 0 . 2  m g/m L.  ( B) A aPPD K  

w as  f ix ed  a t  0 . 01  m g/m L ( g r a y)  o r  0 . 05  m g/m L ( b l ack )  an d  T ycA - A  v a r i ed  

be tw een  0 . 1 – 1 . 0  m g/m L.  
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・最適酵素濃度での L - Tr p - L - P ro 合成  

 決定した最適酵素濃度にて AT P あるいは AM P を初期添加した反

応を行った。 1  m M の ATP を添加した条件では、 L - Trp - L - P ro 合成量

は最適化により 7 2  h で 1 .4 5  m M から 3 . 18  m M へ上昇した ( F i g .  4 . 10 A )。

また、 1  mM の A MP を添加した条件では、 L - Tr p - L - P r o 合成量は最適

化により 72  h で 0 .7 2  m M から 2 .1 9  mM へ上昇した ( F i g .  4 . 10 B)。い

ずれの反応系においても最適化の効果により合成量が増加し、初期

添加 ATP あるいは AM P 濃度を超える L - Tr p - L - P ro が合成された。  

 

 

Fi g .  4 .1 0 .   L - T r p - L - P r o  s yn th e s i s  un de r  t h e  op t imiz ed  co nd i t i o ns .  

Reac t i on  mix tu r es  co n t a i n ed  1  mM  A TP  ( A )  o r  1  m M  A MP and  PP i  ( B)  

as  AT P  so u r ce s .  S ym b ol s :  o p en ,  0 . 5  m g/m L T ycA - A  and  0 .0 5  m g/m L 

A aPP DK  ( op t im ized ) ;  c l os ed ,  0 . 1  m g/m L T ycA - A  and  0 . 1  m g/ m L 

A aPP DK  (o r i g in a l ) ;  c i r c l es ,  L - T r p - L -P ro ;  sq ua r e s ,  L - T rp .  
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4 . 3 結言  

 本章ではアデニル化酵素によるアミド化合物生産プロセスの課題

の一つである AT P の供給について、生成する A MP から ATP を合成

する ATP 再生系の構築による解決を検討した。一つの酵素で A MP か

ら ATP を合成可能な c l a s s  I I I  PP K 2 と PP D K の二種類の酵素をそれ

ぞれ利用した再生系を構築した。いずれの再生系も TycA - A による

L - T r p - L - P r o 合成に対して共役させた際に、本来反応が進行しない

AM P を用いた場合にも L - T r p - L - P r o が生成し、その有効性を実証

することができた。  

 また、 TycA - A の反応により生成、蓄積するピロリン酸が TycA - A

の反応を阻害していることを見出し、これを PP as e や PP D K といっ

た酵素の反応特性を利用して除去することで、 L - T r p - L - P r o 合成の

反応速度および合成量の向上を達成した。  
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第 5 章  総括  

 

 ア ミ ド 化 合 物 は 構 造 中 に ア ミ ド 結 合 ( -C O- N H -)を 有 す る 化 合 物 で

あり化成品や医薬品など様々な分野で利用される産業上有用な物質

である。本研究ではアミド化合物の新規合成法の開発を目的として

検討を行ってきた。  

 第 1 章では、既存のアミド合成法について有機合成法と酵素合成

法とに大別して概説した。有機合成法は適用範囲が広く高収率な手

法が多いが、当量の縮合剤や目的物によっては官能基の保護と脱保

護の操作が必要である。一方酵素合成法は触媒的な合成法として近

年注目されており、温和な反応条件と廃棄物が少ないことが利点で

あるが、高度な基質特異性により合成可能な化合物が限定される点

が課題である。このような背景から、触媒反応であること、環境調和

性が高いこと、多様なアミド化合物が合成可能であることの 3 点を

満たす手法が期待される。  

 そこで、本研究ではアデニル化酵素によるカルボキシ基の変換反

応に着目し、アデニル化酵素によるカルボキシ基のアデニル化によ

る活性化と、続くアミンの求核置換反応によりアミド結合を形成す

る新規プロセスを提案した。本プロセスではアミンは酵素の基質特

異性の影響を受けにくく、酵素反応でありながら多様なアミド化合

物が合成可能となると推測した。しかし、カルボン酸側基質は酵素

の特異性の影響を受けること、アデニル化反応に高価な ATP が必要

となることが課題として挙げられた。  

 第 2 章では、ペプチド系抗生物質の生合成に関与する N RPS を構

成するドメインであり、基質アミノ酸のアデニル化を触媒する A ド

メインに着目し、アミド化合物生産プロセスの実用性を検証した。

Tyr o c id i n e  s yn t h e t a se  A の A ドメイン (TycA - A )を利用し、その基質と

なる L - Tr p に対して直鎖状アミン、環状アミン、プロリン誘導体など

種々のアミンを求核剤として反応させたところ、三級アミンを除く

すべてのアミンに対応する L - Tr p -N -アルキルアミドが生成した。本

結果より、 NRPS の A ドメインによりアデニル化されたアミノ酸に
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対してアミンを作用させることで、酵素の基質特異性の影響なく化

学的な求核置換反応によりアミド結合が形成される新規反応が生じ

ることを実証した。  

 第 3 章では、第 2 章での結果をさらに展開し、異なる種類のカル

ボン酸を基質とするアデニル化酵素を探索・利用することで、カル

ボン酸に対する特異性という課題の解決し、合成可能なアミド化合

物の多様化を目指した。第 3 章 1 節では TycA - A が D - Al a ,  D - Tr p ,  D -

Tyr,  D -P h e ,  D - Leu ,  D -M e t の 6 種類の D -アミノ酸を基質とすることを

見出すとともに、 D - Lys をアデニル化可能な 3 つの新規 A ドメイン

( BacB1 - A ,  Pb tA 1 - A,  Pb t B2 - A)を発見した。これら A ドメインを利用

することで、多様な組み合わせの D - アミノ酸含有ジペプチドが合成

に成功した。第 3 章 2 節ではアスパラギン合成酵素が L - A s p の側鎖

カルボキシ基をアデニル化することに着目し、 E .  co l i  B L2 1 ( DE 3)由

来のアスパラギン合成酵素 ( As n A)を利用することで直鎖状アミン、

環状アミン、アミノ酸などを求核剤とした 9 種類の  -アスパルチル

アミドの合成可能であることを示した。第 3 章 3 節では複合脂質の

生合成に関与する FA A L である FadD 26 が中～長鎖の脂肪酸をアデ

ニル化可能であることを見出し、直鎖状アミン、環状アミン、アミノ

酸など 10 種類の求核剤との組み合わせで脂肪酸アミドの合成に成

功した。第 3 章 4 節では鉄キレートシデロフォアの生合成に関与す

る A ドメインである Dh bE が安息香酸および 1 5 種類の安息香酸一置

換体を基質とすることを見出し、 h ydr ox yl am in e および L - P r o との組

み合わせで多様な芳香族カルボン酸アミドの合成に成功した。本章

での検討により、D -アミノ酸含有ジペプチド、 -アスパルチルアミド、

脂肪酸アミド、芳香族カルボン酸アミドの大きく 4 種類のアミド化

合物の新規合成法を開発し、アミド化合物の拡張を達成した。  

 第 4 章ではアデニル化反応に必要な ATP の供給という課題を解決

するため、アミド合成反応により生成する AM P から ATP を合成す

る ATP 再生系の構築を検討した。第 4 章 1 節では安価なポリリン酸

をリン酸基供与体として A MP から A DP を経て ATP を合成可能な

c l as s  I I I  PP K2 に着目した AT P 再生系を検討した。第 4 章 2 節では
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PEP をリン酸基供与体として A MP および PPi から ATP を合成可能

な P PD K に着目した ATP 再生系を検討した。両再生系ともに TycA -

A による L - T r p - L - P r o 合成に対して共役させた際に、本来反応が進

行しない A MP を用いた場合にも L - T r p - L - P r o が生成し、その有効

性を実証できた。本章での検討により、添加する AT P 量を低減させ

たプロセスの開発に貢献できたといえる。  

 本研究では、アデニル化酵素を利用したアミド化合物生産プロセ

スを開発し (第 2 章 )、反応機構の特長を活かしながら合成可能なア

ミド化合物を拡張した (第 3 章 )。さらに、実用的な生産に向けて AM P

からの ATP の再生系を構築した (第 4 章 )。本プロセスは適切なカル

ボン酸とアデニル化酵素を利用することで、様々なアミンとの組み

合わせでアミド化合物が合成可能となる革新的なプロセスであり、

ATP の再生系と組み合わせることでバイオプロセスによるアミド化

合物生産に大きく貢献するものと考えている。  
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