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アミノ酸リガーゼやアデニル化酵素を利用した 
ジペプチドの合成

木野 邦器，鈴木 伸†，原 良太郎‡

生物の生命維持を担っているタンパク質は20種類のL体に偏ったアミノ酸で主に構成され
ているが，生物に内在するアミノ酸やペプチド関連の代謝酵素の働きによって自然界に存
在するアミノ酸誘導体は種類も多く，その構造や機能は多岐にわたり，きわめて広い多様
性を有している．微生物が作り出すそれらアミノ酸誘導体の生合成機構や反応システムを
理解してモノづくりに応用することは，新たな創薬原料や機能性化合物の創出に貢献する
ものと考える．筆者らは，微生物の緻密でありながらも柔軟性のある多様な機能を巧みに
利用することで，D-アミノ酸を含む非天然アミノ酸の効率的な合成法やキラリティ制御を
可能とする革新的なアミド結合形成反応システムを開発しており，非標準アミノ酸を含む
任意のオリゴペプチドやジケトピペラジンなどの合成に成功している．

1. はじめに

地球上のすべての生物の生命活動を支えているタンパク
質は，基本的に標準遺伝暗号表で指定された20種類ほど
のL体に偏ったアミノ酸（標準アミノ酸）で構成されてい
る．アミノ酸分子はアミノ基とカルボキシ基の二つの官能
基を有するため，特有の生理機能や物理化学的特性を発現
し，生物に内在するアミノ酸やペプチド関連の代謝酵素の
働きやそれらを利用することによって非標準アミノ酸を含

む多様なアミノ酸誘導体の創出も可能となっている．さら
に，アミノ酸が連結したペプチドでは環状体も含めその構
造は多岐にわたるため，自然界に存在するアミノ酸誘導体
はきわめて広い多様性を有することになる．たとえば，細
菌の細胞壁に存在するペプチドグリカンやある種の微生物
が産生する一部のペプチド性抗生物質にはD-アミノ酸が含
まれている．これは，生物の進化や生存戦略を考える上で
興味深く，それらの生合成機構や反応システムを理解して
新たな合成法を考えることは，非天然型を含むアミノ酸誘
導体や生理活性ペプチドなどの機能性化合物や創薬原料の
創出に大いに貢献するものと考える．
筆者らは，微生物の機能を利用した有用化合物の効率的
な合成プロセスの開発を目的に研究を行っている．その
なかで，D-アミノ酸を含む非天然アミノ酸の効率的合成法
や，新規アミノ酸リガーゼやアデニル化酵素を利用したキ
ラリティ制御を可能とする革新的なアミド結合形成反応シ
ステムを開発しており，その結果，非標準アミノ酸を含む
ペプチドやジケトピペラジンをはじめとする多様なアミド
化合物の合成に成功している．本稿では，筆者らのこれら
研究の一部を紹介する．

2. 非天然アミノ酸合成法の開発

1） アミノ酸ラセマーゼとアミノトランスフェラーゼ
光学異性体を分離・分析する技術の進展を受けて，D-ア

特集：遺伝暗号による制約を突破する翻訳システムの改変と非標準アミノ酸
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ミノ酸は微生物以外の高等生物にも広く存在することが明
らかになってきた．また，生体内では神経伝達や内分泌機
能の制御等さまざまな生理機能を有する重要な生体内分子
であることも明らかになってきており，D-アミノ酸の生合
成に関与する酵素や代謝系の研究も進んでいる 1）．D-アミ
ノ酸は生体内だけでなく，普段口にしている食材や発酵食
品中にも多種類の遊離のD-アミノ酸が存在し，食品機能成
分としての可能性も報告されている 2）．アミノ酸ラセマー
ゼは遊離型D-アミノ酸の生合成を担う代表的な酵素である
が，微生物にはD-アミノ酸アミノトランスフェラーゼ（D-
AAT）によってD-アミノ酸のアミノ基をα-ケト酸へ転移さ
せ，別のD-アミノ酸を合成する反応システムが存在してい
る．
筆者らは，D-アミノ酸を含む非天然アミノ酸の合成法の

確立を目的に，人為的にデザインしたケト酸からの非天
然アミノ酸への酵素的変換反応を触媒するα-アミノトラ
ンスフェラーゼ（α-aminotransferase：AAT）の探索を検討
した．目的とする任意アミノ酸の合成前駆体となるα-ケト
酸を基質とするL-AATやD-AATがあれば，自在に目的の
アミノ酸を合成することができる．特殊環境に生育する
高度好熱菌や超好熱始原菌からAATを探索した．Aeropy-
rum pernix K1（NBRC 100138），Pyrococcus horikoshii OT3
（NBRC 100139），Sulfolobus tokodaii 7（NBRC 100140）な
どからゲノム情報に基づいて得られた複数のAAT候補遺
伝子を大腸菌で高発現させたところ，それぞれから基質特
異性の異なる酵素を得た．100°Cでも安定な当該酵素は工
業的利用価値も高く，これら酵素の基質特異性などの酵
素特性を踏まえた非天然アミノ酸合成が可能となる．実
際に，任意のα-ケト酸を基質としうるAATのハイスルー

プットな呈色探索法も開発し（図1），医薬品合成におけ
るキラルブロックとして有用な新規フェニルグリシン誘導
体の合成法の開発に成功している 3）．

D-アミノ酸の産業応用を見据えた工業的製造法に関して
は，微生物起源の関連代謝酵素を用いた方法が知られてい
る 4）．原料となるケト酸の安価な供給や対応する酵素の存
在の有無が製法の成立要件となる．また，酵素や反応の特
性によっては合成収率を高めるためにプロセスを工夫する
必要もある．たとえば，上述のD-AATによるD-アミノ酸合
成は平衡反応のため生成側に反応を傾ける必要がある．そ
のため，D-アラニン（D-Ala）を別のD-アミノ酸を合成する
ためのアミノ基供与体とした場合，アミノ基を供与した結
果生成するピルビン酸を，いくつかの関連酵素を組み合わ
せながら還元アミノ化させて再度D-Alaを供給する方法な
どがとられる．その他，ラセミ体のアミノ酸誘導体を原料
とする速度論的光学分割法では，片方のエナンチオマーの
みを選択的に分割したり，系内でラセミ化反応を同時進行
させながら光学分割して理論収率100％を目指したりする
方法などが構築されている（図2）．

2） ヒドロキシアミノ酸の合成
ヒトの全タンパク質の約25％を占めるコラーゲンは

trans-4-ヒドロキシ-L-プロリン（trans-4-Hyp）を構成成分
として多く含んでいるが，これはプロリン残基が4-プロ
リルヒドロキシラーゼによる翻訳後修飾を受けたもので
ある．L-セリン（Ser），L-トレオニン（Thr），L-チロシン
（Tyr）などのヒドロキシアミノ酸はタンパク質のリン酸エ
ステル化や脱リン酸化により細胞機能の調節に関わる重要
な生理機能を担っており，医薬品合成におけるキラルブ

図1 非天然アミノ酸合成における活性型アミノ酸アミノトランスフェラーゼの迅速探索法
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ロックとして広く利用されている．筆者らは，産業上有用
なヒドロキシアミノ酸の工業的生産プロセスの開発を目的
に，位置立体選択的にアミノ酸に水酸基を導入可能な酵素
の探索を実施し，多種類のヒドロキシアミノ酸の合成法を
開発している 5）．
ヒドロキシプロリン（Hyp）は医薬品原料として重要な

化合物で，天然には4種類の異性体が存在するが，trans-
4-Hypとcis-3-Hypは そ れ ぞ れDactylosporangium sp. RH1
およびStreptomyces sp. TH1から対応する水酸化酵素の遺
伝子がクローニングされ，それら遺伝子を高発現させた
組換え大腸菌による工業的生産プロセスが確立されてい
る 6）．筆者らは，残りの2種類のHYPの効率的合成法の
開発を目指して検討を行った．L-プロリン（Pro）を水酸
化してcis-3-HYPを合成する酵素に存在する特徴的なドメ
イン（Pfam：PF05373）に着目し，当該ドメインを有する
機能未知タンパク質の中から，Pro-cis-3-水酸化酵素（EC 
1.14.11.28）とわずかにアミノ酸配列上の類似性があり，
2-オキソグルタル酸依存型ジオキシゲナーゼに特徴的な
His-1モチーフ（H-X-D…H）を有しているMesorhizobium 
loti由来mlr6283とSinorhizobium meliloti由来SMc03253を
候補遺伝子として選択した．当該遺伝子を大腸菌で高発

現させた結果，いずれの酵素も2-オキソグルタル酸（2- 
oxoglutaric acid：2-OG）依存的にProの水酸化反応を触
媒し，cis-4-Hypを選択的に合成するPro-cis-4-水酸化酵素
（EC 1.14.11.56）であることが明らかになった 7）．反応諸条
件を検討し，対基質モル変換率がほぼ100％となるcis-4-
Hypの効率的な工業生産プロセスの開発に成功し，上市さ
れている（図3）8）．一方，好塩菌Halomonas elongata由来
のエクトイン水酸化酵素EctDに trans-3-Hyp合成活性のあ
ることを見いだし，さらにそのホモログ酵素であるStrep-
tomyces cattleya由来EctDは広範な基質特異性を有する
2-OG依存型ジオキシゲナーゼであることを明らかにした．
さらに，Proから変換率約90％の高収率で選択的に trans-3-
Hypを生産する工業プロセスの開発にも成功した 9, 10）．そ
の他，ゲノム情報や類似酵素のX線結晶構造解析から得
た情報（機能未知ドメイン，活性中心モチーフ，アミノ
酸配列）などを手がかりに，脂肪族アミノ酸 11），L-リシ
ン（Lys）12），L-ヒスチジン（His），L-グルタミン（Gln）な
どを位置立体選択的に水酸化する2-OG依存型ジオキシゲ
ナーゼを数多く見いだしており，対応するヒドロキシアミ
ノ酸の効率的生産プロセスの開発にも成功している．興味
深いことに脂肪族アミノ酸を水酸化する酵素の多くはL体

図2 酵素を利用したD-アミノ酸生産法の例
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だけでなく対応するD-アミノ酸も基質として認識し，その
なかでも4-ヒドロキシ-L-イソロイシン合成活性を有する
Gloeobater violaceus由来の2-OG依存型ジオキシゲナーゼ
BAC90543は，L-イソロイシン（Ile），L-ロイシン（Leu），
L-バリン（Val），ノルノイシン，ノルバリンのすべてに対
してL体もD体もほぼ同じように認識してそれらの水酸化
反応を触媒していた．
一方，5-ヒドロキシ-L-トリプトファン（5-HTP）は，高

等動物の脳内セロトニン経路における中間体で，抗精神病
薬として効果が期待される有用化合物である．筆者らは，
発酵法で安定供給可能なL-トリプトファン（Trp）を直接
水酸化して5-HTPを生産する酵素として，微生物から高
等動物まで広く存在する芳香族アミノ酸水酸化酵素（aro-
matic amino acid hydroxylase：AAH）に着目した．微生物
では唯一，Chromobacterium violaceumのフェニルアラニン
水酸化酵素（phenylalanine hydroxylase：PAH）が報告され
ているが，活性がきわめて低いためPAHの改変による活
性向上を検討した．PAHはX線結晶構造解析により立体
構造が解明されていたため（PDB code：1LTZ），ヒト由来
AAHの立体構造モデリングと比較して有効変異部位を予
測した．その結果，基質Trpと補酵素プテリンの認識に関
与すると推察したアミノ酸残基に変異を導入した二重変異
酵素（L101Y-W180F）では野生型PAHと比較してkcatは5.2
倍になり，さらに反応条件の最適化を行うことで5-HTPの

Trpからの変換収率は160倍に向上した 13）．

3. D-アミノ酸ジペプチドの合成

1） D-アラニン-D-アラニンリガーゼと微生物多様性
前述したように，地球上の生物を構成しているアミノ
酸はL体に偏っているが，微生物にはD-アミノ酸の代謝関
連酵素が内在しており，D-アミノ酸含有ペプチド性抗生物
質の生合成に関わるなど生体防御や生存戦略に貢献して
いる．細菌の細胞壁に含まれるペプチドグリカンはD-ア
ラニン-D-アラニン（D-Ala-D-Ala）を構成要素の一つとし
ており，細菌の有するD-Ala-D-Alaリガーゼ（D-Ala-D-Ala 
ligase：Ddl）（EC 6.3.2.4）によって合成されている．筆者
らは，D-アミノ酸の生理的意義から予測されるD-アミノ酸
含有ペプチドの機能多様性を期待して，D-アミノ酸ジペプ
チドの合成法を検討した 14）．
院 内 感 染 菌methicillin-resistant Staphylococcus aureus

（MRSA）対応抗菌剤であるバンコマイシンは，D-Ala-D-
Alaに特異的に結合してペプチドグリカンの構造変化を引
き起こすことで抗菌活性を示すが，バンコマイシンに耐性
を獲得した腸球菌vancomycin-resistant enterococci（VRE）
ではペプチドグリカン構成要素がD-Ala-D-AlaからD-Ala-D-
乳酸に変化していることに着目した．これはVREのDdlが
変異してD-乳酸を基質として認識するようになったから

図3 プロリンの位置立体異性体とcis-4-Hypの工業的生産プロセス
（A）ヒドロキシプロリンの異性体，（B）菌体反応系によるcis-4-Hypの生産．
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で，当該変異型DdlはD-Ala-D-Serの合成反応も触媒するこ
とが報告されている 15）．大腸菌やその他の細菌由来のDdl
でもD-AlaだけでなくD-メチオニン（D-Met），D-フェニル
アラニン（D-Phe）などをD-Alaに連結する活性を有してい
ることから，筆者らはDdlが細菌に広く存在することと微
生物の多様性に期待して基質特異性の異なる新規Ddlの探
索を行った．進化系統樹の結果から系統的に離れている
4種類の細菌由来Ddlの基質特異性を検証した結果，D-Ala
しか認識しないものや，D-Ser，D-Thr，D-システイン（D-
Cys），グリシン（Gly）をほぼ同程度の活性で認識してホモ
ジペプチドを変換率70％で生成するDdlが存在することな
どがわかった 16）．

2） 耐熱性酵素を利用したD-Ala-D-Alaの効率的合成
4種類の細菌の中で基質特異性が最も広かった好熱性細

菌Thermotoga maritima ATC C 43589由来TmDdlは，温度安
定性も高く90°Cまで活性を維持していた．ATPが化学的
に加水分解を受けにくい60°Cで評価を行ったところ，高
温反応であるため活性化エネルギーの増大による反応速
度の上昇に起因するものと推察されるが，基質特異性が
D-Lys，D-Arg，D-His，D-Ile，D-Leu，D-Val，D-Phe，D-Met, 
β-Alaと広がった 17）．ただし，本反応には当量のATPが必
要であるため工業生産においてコスト面で課題となる．筆
者らは，この課題に対してD-アミノ酸ジペプチドがL-アミ
ノ酸ジペプチドに比べ生分解を受けにくいことに着目し

て，糖代謝と共役してATP再生が可能となる菌体反応系で
検討を行った．さらに低基質特異性のアミノ酸ラセマーゼ
とTmDdlを組み合わせることで，安価なL-アミノ酸やD,L-
混合アミノ酸を原料とすることが可能となり，目的のD-ア
ミノ酸ホモジペプチドを効率的かつ安価に合成するプロセ
スの開発に成功した．さらに，TmDdlの温度特性を踏まえ
た高温域での反応系の構築を目指し，ATP再生が可能な好
熱菌Thermosynechococcus elongatus BP-1由来の耐熱性ポリ
リン酸キナーゼを共発現させた組換え大腸菌による休止
菌体反応系を開発した．その結果，反応温度60°Cの場合，
ATPの添加量にかかわらずD-Ala-D-Ala合成は高収率を維
持し，ATP無添加の場合でもポリリン酸とD-Alaを培地に
添加することで80％を超える収率を達成した．60°Cの高
温反応によって常温菌である大腸菌由来の酵素が失活する
ために副反応が抑制され，また大腸菌膜の損傷によってポ
リリン酸やATPなどの物質移動が容易になる副次的な効果
も確認できた．この耐熱型のATP再生系は，D-アミノ酸ジ
ペプチドの合成のみならずATP依存型の物質生産において
汎用性の高い有効なツールになると期待される 18）．

4. アミノ酸リガーゼを利用したジペプチド合成

1） L-アミノ酸α-リガーゼ（Lal）の発見
無保護の遊離D-アミノ酸をATP依存的に連結してジペ

プチドを合成するDdlに対して，L-アミノ酸を同じような

図4 L-アミノ酸α-リガーゼ（Lal）によるジペプチド合成反応と酵素特性
YwfE：Bacillus subtilis由来Lal, Rsp1486a：Ralstonia solanacearum由来Lal.
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反応機構によって連結するジペプチド合成酵素L-アミノ酸
α-リガーゼ（L-amino acid α- ligase：Lal）（EC 6.3.2.49）が
Tabataらによって初めて見いだされた 19）．ゲノム情報を活
用した巧みな探索技術によって機能未知タンパク質の中か
ら見いだされた酵素であるが，当該酵素YwfEはBacillus 
subtilis ATC C 15245が産生するペプチド性抗生物質バチリ
シン（bacilysin：Ala-anticapsin）の合成を担い，N末端に
AlaをC末端にGlnなど比較的かさの大きいL-アミノ酸を
ATP依存的に連結してジペプチドを合成する酵素である．
基質特異性も広く多種類のジペプチド合成が可能である
が，工業的には輸液原料や動物細胞培養の培地成分として
需要のあるAla-Glnの発酵生産法が開発されている 20）．

2） Lalの探索と特性
有用なYwfEの機能発見とその経緯を踏まえて，筆者ら

もゲノム情報を活用してATP結合モチーフを有する機能
未知タンパク質から多種類のLalを見いだすことに成功し
ている 21）．

Ralstonia solanacearum  JCM 10489から見いだした
Rsp1486a22）は，YwfEと同様に基質特異性が広く，なかで
もN末端配置のアミノ酸としてAla, Ser, Cys, Met, His, Phe
を認識するが，無保護アミノ酸の連結順序はYwfEとは異
なり，たとえばAlaとGlnからはGln-Alaを選択的かつ優
先的に合成する（図4）．また，Bacillus licheniformis NBRC 

12200から見いだしたBL0023523）では，N末端配置アミノ
酸の基質特異性は狭くMetとLeuに対してのみ活性を有し
ており，Lalによるジペプチド合成において厳密な基質認
識に基づく酵素反応の特徴が明らかになった．なお，両
酵素ならびにYwfEのアミノ酸配列上の相同性はいずれも
30％以下と低かった．また探索方法がゲノム情報に基づく
in silico screeningであったため，これら酵素の生体内での
役割は不明である．
一方，YwfEがAlaとアンチカプシン（anticapsin）とい

う非タンパク質性アミノ酸を連結して抗生物質バチリシン
を生合成する酵素であったことから，筆者らは自然界に
広く存在が報告されているペプチド性生理活性物質を産生
する微生物に新たなLalを見いだすことができると考えて
検討を行った 24）．微生物が産生するペプチド性抗生物質
の多くは，非リボソームペプチド合成酵素（nonribosomal 
peptide synthetase：NRPS）やアミノ酸リガーゼによって合
成されている．いずれもmRNAを鋳型としないため，多
種類の非標準アミノ酸を構成アミノ酸として取り込むこと
が可能であり，それらアミノ酸の特性と多彩な化学構造に
よって固有の生理活性を発現している．
筆者らが着目したペプチド性抗生物質の一部を図5に

示す．タバコ野火病の原因物質であるタブトキシン（tab-
toxin）の産生菌Psuedomonas syringae NBRC 14081から見い
だしたTabSは，予想どおりジペプチド合成反応を触媒す

図5 微生物が産生するペプチド性生理活性物質の例（文献5の図4を改変）
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るLalであり，β-Alaを加えた21種類のアミノ酸の組合わ
せのうち，その60％にあたる136種類のジペプチド合成活
性を有する興味深い酵素であった．さらに，Lalでは通常
N末端に配置されるアミノ酸の基質特異性が厳密である一
方，C末端側のアミノ酸選択は比較的甘い場合が多かった
が，このTabSではC末端に配置されるアミノ酸の種類が限
定されていた．ただし，β-AlaはN末端にもC末端にも導
入可能であり，C末端にはアミノ酸エステルをはじめヒド
ロキシアミノ酸や各種アミノ酸誘導体（γ-アミノ酪酸，タ
ウリン，テアニン等）も結合可能であり，変異型TabSで
はLys-Xaaを約80％の高収率で合成することに成功してい
る 25）．また，オリゴペプチドであるリゾクチシン（rhizocti-
cin）を産生するB. subtilis NBRC 3134からは，ユニークな遺
伝子取得方法を考案してジペプチド合成活性を有するRizA
（EC 6.3.2.48）と最大八量体のオリゴマー合成を可能とする
初めてのオリゴペプチド合成酵素RizB（EC 6.3.2.B1）を発
見している 26, 27）．RizBの発見を発端として多種類のオリゴ
ペプチド合成酵素を見いだすことにも成功した 28）．
現在は，取得したLalの酵素特性やX線結晶構造解析を進

めており，それら情報を踏まえた酵素のデザインや創製に
よって，非標準アミノ酸を含む遊離の無保護アミノ酸をシー
ケンシャルに連結して任意のオリゴペプチドを合成すること
が可能になっている．当該酵素を用いるペプチド合成プロ
セスの開発は，創薬をはじめとして機能性化成品や健康食
品等への開発研究に大いに貢献するものと考えている．

3） Lalを利用した機能性ジペプチドの合成
筆者らは，取得したLalを用いて有用な機能性ジペプチ
ドの探索や生産プロセスの開発研究も実施している．2種
類のアミノ酸が連結してジペプチドになると，アミノ酸の
溶解性や安定性などの物性が改善したり，元のアミノ酸に
はない生理機能を発現したりすることが知られている 29）．
たとえば，低カロリー甘味料であるアスパルテームはPhe
とL-アスパラギン酸（Asp）からなるジペプチドのメチル
エステル体である．構成アミノ酸はどちらもわずかに苦い
ものの甘味は示さないが，連結してアスパルテームになる
とショ糖の約200倍の甘味を示すことが知られている．ま
た，血圧降下作用や抗酸化作用など多くの効能をうたった
ジペプチドが健康食品素材として販売されているが，その
ほとんどが天然のタンパク質を加水分解酵素等で処理して
得た有効画分から見いだされたものである．筆者らは，従
来の機能性ペプチドの探索法では加水分解されやすいペプ
チド等は活性スクリーニングの対象にもなっていないと考
え，任意の無保護アミノ酸を順序どおりに連結するLalの
酵素特性に着目した．塩味増強作用を示すジペプチドの探
索を目的とした香料会社との共同研究において，これまで
評価対象となっていなかったジペプチドのライブラリーを
構築して評価したところ，塩味増強作用を示す新たなジペ
プチドを見いだすことに成功し，さらに，副生するジペプ
チドの抑制や変換収率の向上した改変酵素の創出にも成功

した 30‒32）．
抗酸化作用に伴う抗疲労効果・脳記憶改善効果など多
様な生理機能を有するイミダゾールジペプチド（カルノシ
ン，アンセリン，バレニン）はβ-AlaとHisあるいはHisの
メチルヒスチジン誘導体が連結したジペプチドで，高齢化
社会や高ストレス社会に対応する健康食品素材として期待
されているが，それらの効率的合成法の開発にも成功して
いる．非標準アミノ酸であるβ-Alaを含むジペプチドが大
腸菌では分解されにくいこともあって，YwfEの変異酵素
を発現させた組換え大腸菌を用いたATP無添加の菌体反
応系では，カルノシンもアンセリンもそれぞれの合成反応
において対基質モル変換率95％以上を達成している 33）．

5. アデニル化酵素を利用したジペプチド合成

1） 非リボソームペプチド合成酵素（NRPS）のアデニル
化ドメインの利用
前述したように，放線菌などの微生物が産生する多様な
ペプチドはNRPSによって合成されているものが多く，D-
アミノ酸を含むペプチドのシステマティックな合成反応
システム 34）には生物が作り上げた緻密さと芸術性を感じ
る．筆者らは，Lalを用いたジペプチド合成の研究におい
て，N末端に配置されるアミノ酸の基質特異性は厳密であ
るが，C末端に基質特異性の制限を受けにくいことを経験
的に感じていた．そこで，ペプチド合成におけるアミド結
合形成は活性化されたカルボキシ基へのアミンによる求核
置換反応によって進行するため，カルボキシ基を活性化で
きれば求核活性を有するアミノ酸を作用させるだけでジペ
プチド合成が達成できるとの仮説を立てた．Lalはカルボ
キシ基の活性化と縮合反応を触媒する両活性を併せ持つ独
立したタンパク質であるため，上記推察を検証するために
は，一つのまとまった反応に必要な機能ドメインを一式持
ち合わせているNRPSのモジュールの利用を考えた．具体
的には，環状デカペプチドであるチロシジン（tyrocidine）
産生に関わるNRPSのモジュールの一つであるTycAに着
目し，基質アミノ酸のカルボキシ基をアデニル化するド
メインTycA-Aをトリミングすれば独立した単独酵素のよ
うに扱うことができると予想して前述の仮説を検証した．
TycA-Aの基質となるTrpをN末端アミノ酸として検討し
たところ，予想どおり縮合酵素が存在しないにもかかわ
らず求核剤として作用させたアミノ酸のすべてがTrpと連
結し，対応するジペプチドの合成を確認することができ
た．しかも，化学的な求核置換反応のみに依存しているた
めか，キラリティに関係なくD-アミノ酸もC末端基質とし
て導入可能であった．また，ヒドロキシアミノ酸やβ-およ
びγ-アミノ酸をはじめとした非標準アミノ酸，さらにはア
ミノ酸に限定されず直鎖状および環状のアミンなど多様な
化合物が求核剤として作用し，それらが結合した多彩なア
ミド化合物の合成を確認することができた（図6）．アデ
ニル化ドメインによる酵素反応とアミンのような求核剤に
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よる化学反応を連携させたユニークなアミド結合形成反応
（chemoenzymatic amide bond formation reaction）は，その反
応機構や合成可能な化合物の多様性を考えるときわめて画
期的なアミド化合物合成法であり，創薬や機能性化成品の
開発研究の進展に大きく貢献するものと確信している 35）．

2） D-アミノ酸を基質とするアデニル化酵素の探索と利用
TycA-AはPheが本来の生理基質であるが，Trp, Tyr, Val, 

Leu, Metも基質とし，さらにそれらのD-アミノ酸も基質と
する興味深いアデニル化ドメインである．生合成されたチ
ロシジンではPheはD-Pheとして組み込まれているが，こ
れはモジュールTycA内に存在するエピメリ化ドメインに
よってD-Pheに変換制御されている．TycA-AがなぜPheの
みならず多くのアミノ酸やそのD体を同じように認識して
いるのかは興味あるところであるが，TycA-AのNRPS内
での位置や機能から，仮にアデニル化段階でアミノ酸の種
類やそのD，L体を区別しなくても，その後に控えている
エピメリ化ドメインや本来の基質であるD-Pheおよび次の
基質となるProを厳密に認識して結合する縮合ドメインが
存在するのであれば，微生物菌体内でのチロシジン生合成
は問題なく完成することになる．この作業仮説に基づい
て，TycA-Aと同じような配置をとるアデニル化ドメイン
を各種NRPSの中から探索したところ，TycA-Aと同じよ
うにD-，L-アミノ酸を基質とする新規アデニル化ドメイン

を効率よく見いだすことができた 36）．これは前述の仮説
を支持する結果と考えており，微生物のキラリティ認識に
関わるあいまいさと，その上でキラリティを厳密に制御す
るメカニズムが構築されているという絶妙な生命システム
の一端を垣間見るようである（図7）．

B. subtilis 168株由来のDltAはグラム陽性細菌のペプチ
ドグリカン合成に関わる酸‒チオール結合酵素であるが，
DltAとチオール基を有するCysの特性を生かしてCysをC
末端に配置するジペプチド（D-Xaa-Cys）を合成する報告
がある 37）．この反応はチオール基の存在が不可欠で，DltA
によってD-XaaとCysの間に生成したC-S結合がC-N結合
に転移する有機化学的な反応によって進行するが，筆者
らは自身の開発した化学酵素的アミド結合形成反応系に
DltAを適用できることを明らかにしている．DltAが有す
る幅広い基質特異性（D-Ala，D-Ser，D-Thr，D-Cys，D-Val, 
Ala, Ser, Gly, β-Ala）を反映して，多様なD-，L-アミノ酸混
合型ジペプチドの合成が可能となった．C末端にはこのア
ミド結合形成反応の特徴を生かして，Cys以外の非標準ア
ミノ酸，さらにはアミノ酸以外にも求核活性を有する多種
類の化合物を連結することができる．

3） D-，L-アミノ酸を含むジペプチドや環状ジペプチドの
合成
キラリティを制御したD-，L-アミノ酸を任意に含有する

図6 NRPS由来アデニル化ドメインによる化学酵素的アミド結合形成反応
（文献5の図7を改変）
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図7 Brevibacillus parabrevisが産生するチロシジンの構造とNRPSの関係
（A）チロシジンの構造とモジュールの関係，（B）NRPSを構成するモジュールとドメイン．

図8 非標準アミノ酸を含むジペプチドやジケトピペラジン（DKP）と生理的機能の例
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ジペプチドの酵素合成がNRPSのアデニル化ドメインを利
用して可能となった．この化学酵素的アミド結合形成反応
系を利用して合成可能となるジペプチドエステルは自発
的分子内環化によって，最小の環状ジペプチド［2,5-ジケ
トピペラジン（2,5-diketopiperazine：DKP）］を生成する．
DKPは構成するアミノ酸やその光学異性によってさまざ
まな生理活性を示すことが知られているため医薬品原料と
して期待されている（図8）．前述のキラリティを制御し
た任意のジペプチドエステルの合成法の開発によって，多
彩な立体構造に起因する新たな生理活性を示すDKPの創
出も可能になると考えている 38）．

6. おわりに

地球上の生物はL体の標準アミノ酸で構成されるタンパ
ク質が生命維持の中心的役割を担っているが，生体防御や
環境適応など生存戦略としてD-アミノ酸を含む細胞構造体
やペプチド性抗生物質を合成する活性を有している．アミ
ノ酸リガーゼやNRPSのような酵素反応系がそれら生理活
性物質の生合成の一端を担っているが，触媒活性を有する
一部の酵素などでは基質特異性が厳密でなく，D-，L-アミ
ノ酸を区別なく基質とするものが存在している．NRPSを
構成するアデニル化ドメインで明らかになったように，こ
うした酵素のあいまいさを許容するメカニズムが生命シス
テムに備わっていることは興味深い．一方で，生物の多様
な機能を利用した有用物質生産プロセスの開発研究を進め
ている筆者らにとっては，この酵素のあいまいさが利用価
値を生み，新たな研究の可能性を示してくれていると考え
ている．今回，NRPSに存在するアデニル化ドメインを利
用するアミド化合物の合成法を紹介したが，自然界にはア
ミノ酸以外に芳香族カルボン酸や脂肪酸をアデニル化する
酵素やホタルルシフェラーゼのような酵素が数多く報告さ
れており，こうした酵素活性ドメインの利用にも大きな可
能性を感じている．このような革新的な合成反応プロセス
の開発によって，今後，非標準アミノ酸が有用化合物の重
要な構成アミノ酸として脚光を浴びることを期待したい．
本稿で紹介した化学酵素的アミド結合形成反応は，有用

アミド化合物の汎用性の高い合成法として大きく貢献する
ものであるが，化学反応と酵素反応の特長を巧みに組み合
わせる方法論はアミド結合形成にとどまらず，その他の反
応システムによるものづくり研究にも適用できると考えて
いる．
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