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ヤスデ由来のヒドロキシニトリルリアーゼの 
発見と構造に関する研究

浅野 泰久

近年，ヒドロキシニトリルリアーゼ（HNL）の新しい分布，特性，構造などについての報
告が急増している．主に植物に分布するHNLは，草食動物や微生物に対する防御機構の一
つとして使われ，シアノヒドリンを基質としてシアン化水素（HCN）と対応するアルデヒ
ドまたはケトンに分解する．一方，逆反応によって，プロキラルなアルデヒドに立体選択
的にシアン化水素を付加し，重要なキラル中間体である光学活性なシアノヒドリンを不斉
合成することが可能である．我々は，節足動物ヤンバルトサカヤスデに従来知られていた
HNLと比較して5～230倍もの高い比活性を持つHNLを発見し，さらにX線結晶構造解析
を行い，輸送タンパク質であるリポカリンファミリーに属する新しいHNLであることを明
らかにした．同様に，キシャヤスデからのHNLについても，酵素の構造に基づいた合理的
改変を行い，医薬品原料である光学活性なシアノヒドリンの不斉合成に適用した結果につ
いても紹介する．

1. はじめに

ヒドロキシニトリルリアーゼ（hydroxynitrile lyase：
HNL）（EC 4.1.2.10, 4.1.2.11, 4.1.2.46, 4.1.2.47）は主に植物
に存在することが知られてきた 1）．特に，アーモンドなど
の植物由来のHNLに関して，有機合成への利用研究が酵
素化学的な研究に先行していた．近年になって，HNLの
分布，特性，構造決定などについての報告が急増してい
る 2）．HNLは，自然界におけるシアン生合成（アルドキシ
ム‒ニトリル経路）の最後のステップを触媒し，シアノヒ
ドリン（α-ヒドロキシニトリル）をシアン化水素と対応す
るアルデヒドまたはケトンに分解する．この過程は，草食
動物や微生物に対する防御機構の一つとして機能すると考
えられている 1）．一方，光学活性なシアノヒドリンは，医
薬，農薬など，多くの化学製品を合成するための重要なキ
ラル中間体であり，HNLを生体触媒として用い，プロキ

ラルなアルデヒドやケトンに対して立体選択的にシアン化
水素を付加することで不斉合成される 3‒5）．
我々は，微生物酵素の探索から酵素分子の構造および産
業利用に至る研究を行ってきたが，さらに植物を研究対象
として加え，応用微生物学分野で行われるスクリーニン
グと同様な手法で，市販の果物や植物から活性を指標と
して新しいHNLを探索してきた 2, 6）．植物由来のHNLとし
ては，ウメ（Prunus mume）などバラ科に属する5種類の
植物，パッションフルーツ（Passiflora edulis）7）および南天
（Nandina domestica）8）にR立体選択的なHNL活性を見い
だし，そのうちのパッションフルーツ由来HNL（PeHNL）
の構造を明らかにした 9）．さらに，同様に中国雲南省原産
のBaliospermum montanumの葉に，S立体選択的なHNLを
見いだし 10），酵素化学的諸性質を明らかにするとともにX
線結晶構造解析を行った 11）．一方で，他の研究者によって
シダ植物のDavallia tyermannii由来のHNL12）や細菌から金
属依存性のHNLが発見されている 13）．本稿では，節足動
物であるヤスデ，特にヤンバルトサカヤスデなどにおける
新しいHNLの発見，立体構造解析および本酵素の産業応
用に関する研究を中心に，これまでに筆者が取り組んだ植
物由来HNLをはじめ，生体内シアン生合成（アルドキシ
ム‒ニトリル経路）関連酵素（図1A）に関する研究成果を
織り交ぜて紹介する．なお，細菌のアルドキシム‒ニトリ
ル経路は，アルドキシム脱水酵素やニトリルヒドラターゼ
などのニトリル分解酵素からなり，HNLを有さない．代
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謝における存在意義は，細菌，動物および植物でそれぞれ
に異なる（図1B）2）．

2. ヤンバルトサカヤスデのシアン代謝

1） ヤンバルトサカヤスデにおけるHNL活性の発見
自然界から広くHNL活性を探索してきた経緯から，筆

者は節足動物であるヤスデ類もHNLと類似する酵素を有
しているのではないかと考えるようになった．以前に購
入した書籍の一部に以下の記述があり，大いに興味を抱
いた．すなわち，中部地方の山間部では，ほぼ6～11年に
1度，秋にヤスデ（学名：ヤスデ綱ハバヤスデ科キシャヤ
スデ；Parafontaria laminata: Diplopoda：Xystodesmidae）の
大発生が起き，小海線などにおいて列車の運行が阻害さ
れることが起こっていた 14）．これらのヤスデはオビヤス
デ目（Polydesmida）に属し，防御化合物の混合物を持つ

シアン発生ヤスデとして知られていた 15）．しかし，一般
にヤスデは野外での個体密度が低く，大量に採集すること
が困難であるので，微生物のように培養して酵素化学実験
の対象にすることは難しい状態であった．そこでヤンバル
トサカヤスデ（Chamberlinius hualienensis Wang）に着目し
た．ヤンバルトサカヤスデは台湾からの侵入種であり，沖
縄本島で大発生し，一部の地域では，産卵期直前の秋に大
群遊することが報告されていた 16）．2010年，ヤンバルト
サカヤスデが南九州で大発生し列車を停止させた事件が起
き，ニュースを手がかりに現地に向かい，予備実験に必要
なヤスデ（約3 kg）を採捕した．ヤンバルトサカヤスデの
摩砕抽出液と（R,S）-マンデロニトリル（MAN）を反応さ
せ，ベンズアルデヒド（BA）の生成量が反応時間ととも
に増加することを確認した．また，BAとシアン化カリウ
ムから（R）-MANが生成されることも確認し，ヤンバルト
サカヤスデがHNL（ChuaHNL）活性を有することを発見

図1 アルドキシム‒ニトリル経路 2）

（A）細菌，植物および節足動物における代謝経路を総合・概略化した図．細菌では，アミノ酸からアルドキシムに
至る代謝酵素は認められていない．また，細菌においてアルドキシムを脱水しニトリルを生成する反応（アルド
キシム脱水酵素）は，植物ではP450が担っている 21）．ニトリルヒドラターゼは，動植物には認められていない．
（B）HNLの代謝における存在意義，および医薬品産業などへの利用．
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した．それ以来10年以上にわたって南九州，静岡，八丈
島などに赴き，ヤンバルトサカヤスデおよび国内のヤスデ
などを採捕し研究を継続している．

2） ヤスデの防御物質組成と生合成経路
ヤスデが強力な防御物質としてシアン化水素とBAな
どを分泌することは知られていたが 15），近年の機器分析
技術の進歩により，分泌物の主要成分はBAにシアン化
水素が付加した（R）-MANとその分解物［BA，安息香酸，
ベンジルアルコール，ベンゾイルシアニド（BzCN），マ
ンデロニトリルベンゾアート（MAN-Bz）など］である
ことが明らかにされた 17‒20）．当時我々はウメのシアン化
水素発生経路（図2）21）を明らかにしていたので，ヤス
デは，（R）-MANからBAとシアン化水素を生成する点で
ウメと類似の代謝経路を有していると期待された．そこ
でERATO浅野酵素活性分子プロジェクトにおいて，桑
原らは，重水素標識したL-Phe（D5-L-Phe），（E/Z）-フェ
ニルアセトアルドキシム（PAOx, D5-PAOx）またはフェ
ニルアセトニトリル（PAN, D5-PAN）水溶液をさまざま
な週齢のヤンバルトサカヤスデとともにバイヤル中に置
き，（R）-MANへの取り込みを調べた．その結果，6齢（老
齢幼虫）と7齢（亜成体）のヤスデで，BA，安息香酸，
（R）-MANおよびMAN-BzのD5化物が検出された．これら
の結果から，（R）-MANは，（E/Z）-PAOxの脱水によるPAN
の生成を経て，その後水酸化されて生成されると推定した

（図3）22, 23）．この推定代謝経路を構成する酵素タンパク質
をコードする遺伝子を同定し，2種類の新規酵素を発見し
た．その概要を以下に紹介する．

3） 新規酵素マンデロニトリル酸化酵素の発見とヤスデの
防御機構における本酵素の役割
ヤンバルトサカヤスデからは，HNL（ChuaHNL）24）の他
に，シアノヒドリンの分解活性も検出されたことから，ま
ず酵素本体であるマンデロニトル酸化酵素（ChuaMOX）
を同定した 25）．ChuaMOXは，533アミノ酸からなる糖鎖
修飾された単量体酵素であり，FADを補酵素として含む．
生理学的に関連する基質としては（R）-MANのみに対して
活性を示し，BzCNと過酸化水素を生成した（図3）．本酵
素は，幅広いpHおよび温度条件下で安定である．その一
次構造は，アメリカンロブスター（Homarus americanus），
アルゼンチンアリ（Linepithema humile）などのグルコー
ス酸化酵素と推定されるタンパク質に50％程度の相同性
を有している．本酵素には，新酵素，マンデロニトリル
酸化酵素（R）-mandelonitrile:oxygen oxidoreductaseとしてEC 
1.1.3.49が付与された．
組織化学的な研究から，本酵素は血液中に局在してい
るが，一方基質の（R）-MANは，体節にある側庇と呼ば
れる部位にある貯蔵室で生合成および貯蔵されている
（図4）26）．酵素が基質と出会うのはどのようなときであろ
うか．ヤスデが大型の捕食者に捕まったとき，体内の筋

図2 ウメにおけるシアン配糖体プルナシンおよびアミグダリン，ならびにシアン化水素の生合成経路 21）

UGT：ウリジン二リン酸グルコシルトランスフェラーゼ．

図3 ヤンバルトサカヤスデにおけるベンゾイルシアニド（BzCN），マンデロニトリルベンゾアート（MAN-Bz），
ならびにシアン化水素の生合成経路 23）
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肉を激しく収縮させ，その結果，血圧が非常に高くなる．
（R）-MAN貯蔵室と反応室の膜を内因的に破裂させると，
血液中のChuaMOXは，貯蔵室と反応室に流れ込む．酵素
活性はpH 3.5からpH 5の範囲で高く，血液のpH 7で最も
低い．pHが7から4.6に低下することにより（R）-MANから
BzCNが合成され，犠牲となった体から放出され，毒性滲
出液として作用する．このように，ChuaMOXは大型の捕
食者から無傷の群れを守ることができるように進化した酵
素であると推定した．本酵素はヤスデの防御機構に働くと
考えられる．

4） ヤンバルトサカヤスデにおける（R）-マンデロニトリル
生合成酵素の探索

植物におけるシアン発生は，アミノ酸代謝の一部であ
る．すでに，Møllerらによってシアン配糖体のデュリン
（Dhurrin）の生合成がL-Tyrからなされることが知られて
いたが 27），我々は，ウメにおいて，L-Pheからシトクロム
P450（CYP79D16）によって，（E/Z）-PAOxに変換され，さ
らにCYP71AN24が触媒する逐次反応によって，（R）-MAN
が生合成されること 21），ならびにHNLの一次構造 28），立
体構造 29）および（R）-シアノヒドリンの合成への利用 30, 31）

などを明らかにした（図1）．
ヤンバルトサカヤスデにおいても，上述のとおり，植物

と同様な（R）-MAN生合成経路上の化合物が検出されたこ

とから（図2），同様にシトクロムP450が関与していると
予想された．トランスクリプトームデータからシトクロム
P450をコードするcDNAをクローニングし，異種発現す
ることで（R）-MANの生合成に関わるシトクロムP450を同
定した．ヤンバルトサカヤスデから32種のミクロソーム
型シトクロムP450をコードするcDNAをクローニングし，
そのうち，CYP3201B1がPANを水酸化して（R）-MANに変
換することを見いだした．このCYP3201B1は，ウメ由来
CYP71AN24とは異なり，（E/Z）-PAOxを基質とせず，PAN
を基質とした．よって，ヤスデの（R）-MANなどの生合成
経路は，植物の経路と似てはいるものの相違点もあり，関
連して生合成経路を構成する酵素群も異なることが示され
た（図3）23）．

3. ヤンバルトサカヤスデ由来HNL

1） ヤンバルトサカヤスデ由来HNLの性質とシアン代謝
上記の経緯で，我々は台湾原産のヤンバルトサカヤ
スデ抽出液中にHNL活性とともにユニークなシアノヒ
ドリン合成経路を新たに見いだし，ヤンバルトサカヤス
デに新規のHNL（ChuaHNL）の存在が強く示唆された．
ChuaHNLのシアノヒドリン合成の比活性は，既知HNLよ
り著しく高値であった．よって，ChuaHNLの反応メカニ
ズムを解明することは，ChuaHNLの産業利用だけでなく，

図4 ヤンバルトサカヤスデの側庇に観察される（R）-MAN貯蔵室，反応室および臭孔 26）

（A）ヤンバルトサカヤスデ，ならびに側庇，（R）-MAN貯蔵室，反応室および臭孔の模式図（山口拓也博士によ
る）．（B）（R）-MAN貯蔵室，反応室および臭孔を有する体節構造の模式図（石田裕幸博士による）．（C）外骨格の顕
微鏡写真．臭孔内に存在するChuaHNL［抗体反応性のChuHNL（黄色），およびヤスデの外骨格（赤）］，白色バーは
200 µm24） （PNASはC図のデータ転載における記述の正確性について責任を負わない）．
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既知のHNLの理解にもつながると考えられた．しかし，
ChuaHNLは新規酵素であったため，既知のHNLやBLAST
データベースの情報からは構造や触媒作用のメカニズムは
予測できなかった．そこでヤンバルトサカヤスデ生体試料
からChuaHNLを精製し，本酵素の構造と機能を詳細に解
析した．
合計約30 kgのヤンバルトサカヤスデからChuaHNL

を精製し，酵素化学的諸性質を明らかにした 24）．精製
ChuaHNLは，PaHNLと同様に広い温度範囲と広いpH領域
で安定であった．また，ChuaHNLによるMAN合成の比活
性は7420 U/mgであり，ビワ由来HNL（31 U/mg）32），パッ
ションフルーツ由来PeHNL（136 U/mg）33），ウメ由来HNL
（220 U/mg）21）および産業利用されているアーモンド由来
PaHNL（1450 U/mg）34）を大きく上回る．ChuaHNLは，表1
に示したアルデヒドを含めて計29種類の化合物を基質と
し，対応するシアノヒドリンを7.5～90％の範囲の鏡像体
過剰率（enantiomeric excess：e.e.）で不斉合成することが
可能であった．
我々は，組織化学的な局在化実験により，ChuaHNLは，

ヤスデ体節の側庇の内部にある臭孔の開口部近傍に局在
していることを明らかにした 24）．ヤスデは，臭孔と呼ば
れる穴を通って生成物であるシアン化水素ガスとBAが排

出される道の上流に，内部細胞によって合成された純粋
な（R）-MANの貯蔵室を有すると考えられている（図4）26）．
ヤスデでは植物のような配糖体化されたMANが検出され
ず，そのまま貯蔵されていることは注目に値する 24）．貯蔵
室に接続された次の反応室では，ChuaHNLが特異的に生
合成されており，貯蔵室から（R）-MANが高濃度で供給さ
れ，生成物であるBAとシアン化水素は，刺激応答時に瞬
時に臭孔を通って体節の外に押し出される 26）．ChuaHNL
が示した（R）-MANに対する高いKm値（8.7 mM）35）およ
び（R,S）-MAN分解に対する高い比活性［Vmax：1900 U/mg
（Dadashipour，未発表）］は，他の植物HNLがシアン配糖
体をβ-グルコシダーゼ反応で加水分解した後，より低い基
質濃度で作用するのとは異なり，行動的な動物の酵素と
してきわめて合目的的である．（R）-MANに対するKm値は
1.0 mM前後，BAに対するKm値は10 mM以下である 1, 8）．

2） HNLの立体構造にみる多様性
HNL研究によって，生物学的なシアン発生の興味深い

側面が明らかになり，またHNLの産業用触媒としての可
能性が研究者によって認識されて以来，HNLが次々と植
物や細菌から発見され，その酵素学的・生化学的特性解析
と並行してさまざまな生物種由来の酵素の結晶構造解析

表1 ChuaHNLの基質特異性 24）

基　質 構　造 Km （mM） kcat （s−1） kcat/Km （mM−1 s−1） Vmax （µmol min−1 mg−1）

benzaldehyde 3.0±0.2 3,390±71 1,100 8,186±171

4-bromo-benzaldehyde 10.0±0.7 8,610±190 860 20,778±470

3-methyl-benzaldehyde 10.5±2.5 6,890±620 660 16,639±1491

4-methyl-benzaldehyde 5.4±0.9 5,520±250 1,000 13,338±611

3-methoxy-benzaldehyde 7.7±1.3 1,680±87 220 4,060±211

4-methoxy-benzaldehyde 7.5±1.1 3,480±15 460 8,394±373

2,4-dimethyl-benzaldehyde 1.3±0.3 300±16 230 730±38

2-thiophene-carboxaldehyde 18.0±2.1 1,490±85 83 3,605±204

4-biphenyl-carboxaldehyde 10.3±2.1 49.0±3.5 4.7 118.7±8.4
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が行われてきた．現在Protein Data Bank（PDB）に登録さ
れているHNLの結晶構造は，FAD結合性酸化還元酵素 36），
α/β-ヒドロラーゼ 11, 37, 38），キュピン 39），Bet v112），二量体
α＋βバレルフォールド 9），Zn2＋依存性アルコール脱水素酵
素 40），および本報告のリポカリン 35, 41）の七つのスーパー
ファミリーに属する．従来からよく研究されてきたアー
モンド（Prunus dulcis Miller（D.A. Webb） syn. P. amygda-
lus Batsch）由来のHNL（PaHNL）にはFADが含まれてい
る 12）．X線結晶構造解析からFADは酵素の触媒作用には
直接関与していないが，酵素の構造を安定化させる役割を
持っていると考えられている 42）．キャッサバManihot escu-
lenta（MeHNL），パラゴムノキHevea brasiliensis（HbHNL）
および我々が発見した中国雲南省原産のBaliospermum 
montanum（BmHNL）由来HNLの構造は，α/β-ヒドロラー
ゼファミリーに属する．我々は，X線結晶構造解析を行
い，（S）-MANを活性部位に結合させたBmHNL（apo2）と
S-HbHNLの構造比較から，BmHNLは，ベンゼン環を含む
基質に対する高い親和性を有しており，BmHNLの入り口
領域の疎水性残基が基質のベンゼン環と疎水性相互作用を
形成していることを明らかにした 11）．グラム陰性好冷性細
菌Granulicella tundricola由来のHNL（GtHNL）は初めて結
晶化された唯一の細菌由来HNLであり，金属依存性酵素
として小さなバレル構造を持つキュピンフォールドに属し
ているが，現在ではシアン代謝とは無関係であると考えら
れている 39）．また，シダ植物由来のDtHNLの構造は，反
平行のβシートがαヘリックスで包まれたBet v1様の構造
であることが報告された 12）．Zn2＋依存性アルコール脱水
素酵素を祖先とする亜麻（Linum usitatissimum）由来HNL
はNAD＋を含んでいるが，このNAD＋もPaHNLのFADと
同様に酸化還元反応には関与していないと判断される 40）．
我々が単離したパッションフルーツ（Passiflora edulis）の

種および葉に含まれるHNL（PeHNL）は，二量体α＋βバ
レルファミリーに属する初めてのHNLであり，既知の
HNLの中で最も短いHNLである 9）．HNLにこれほど多く
の立体構造の多様性がみられる理由は，本酵素の反応機構
がたった1残基側鎖の塩基性触媒作用に依存する比較的単
純なものであったために，種々の祖先タンパク質がHNL
に進化したからと考えられ，収束進化の拡大例として興味
深い．新しい三次構造を有するHNLが今後も報告される
可能性はまだ残っている 8）．

3） ヤンバルトサカヤスデ由来HNLの構造機能解析̶
輸送タンパク質リポカリンファミリーに属する酵
素̶35, 41）

天然のChuaHNLの配位子フリーの状態，ならびに酢酸，
シアン化物イオン，阻害剤（チオシアン酸塩，ヨード酢酸
塩）との複合体の結晶構造を明らかにした．本酵素の全体
構造は，八つの逆平行βシートからなり，バレル構造を形
成していた．本酵素は，二量体を形成しており，1分子内
に三つ，二量体間に二つのジスルフィド結合を有してい
た．

BLAST検索ではChuaHNLとの相同配列は見つからな
かったが，DALIサーバーを用いた構造比較検索では，リ
ポカリンファミリーのタンパク質の構造に類似している
ことが明らかになった．代表的なリポカリンの多くは，Z
スコアが10以上となり，構造的に大きく類似しているこ
とがわかった．ChuaHNLと典型的なリポカリンとのアミ
ノ酸配列の同一性は8％未満であった．一次構造の相同性
が非常に低いにもかかわらず，ChuaHNLは，ヒトのレチ
ノール結合タンパク質4（RBP4）の二次構造とよく類似し
ていた（図5）．ヤスデから精製したChuaHNLは，Asn109
とAsn123においてN-アセチルグルコサミン（NAG）部位

図5 ChuaHNLの立体構造 35）

糖鎖およびジスルフィド結合は，それぞれ棒および空間充填モデルで描画している．オレンジおよびシアン：
ChuaHNL本体（単量体ごとに色を変化），黄色：ジスルフィド結合，マゼンタ：NAG（Asn109またはAsn123に結
合）．PDB：6JHC ［Hydroxynitrile lyase from the millipede, Chamberlinius hualienensis （ligand free）］
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が観察された．また，Pichia pastorisの発現系で生産した
ChuaHNLにおいても，同じ糖鎖付加部位で糖鎖修飾され
ていることを確認した．
（R）-MANとChuaHNLのドッキングモデルでは，水酸
基がArg38とLys117と水素結合を形成し，ニトリル基が
Tyr103と水素結合を形成することが示唆された．また，変
異解析により，これらの残基が酵素反応において重要であ
ることが示された．これらの研究から，ChuaHNLではLys
残基が塩基として作用する新しい反応機構が推定された．
シアノヒドリンの開裂反応において，Lys117はシアノヒ
ドリンの水酸基からプロトンを奪う一般塩基として働き，
Arg38はシアン化物イオンにプロトンを供与する酸として
働くことが提案される．シアノヒドリンの合成時には，そ
の逆のメカニズムが起こることになる．
従来報告されたHNLの反応機構のモデルにおいて，い

ずれも触媒反応の第一段階はシアノヒドリンの水酸基から
の脱プロトン化であるが，酵素によって異なる触媒残基を
用いている．PaHNL36）やPeHNL9）では，His残基が一般的
塩基として働くが，HbHNL38）などでは，Hisによって脱プ
ロトン化されたSerが一般的塩基として働く．DtHNL12）と
ChuaHNLでは，それぞれTyrとLysを一般的塩基として用
いている．
リポカリンタンパク質ファミリーは，生物界に広く分布

することが知られており，分子量は主に18,000から20,000
で，その一次配列の多様性は大きい 43）．典型的なリポカリ
ンの80％以上は，配列の同一性が1～20％という低い範囲
にある一方で，リポカリンの三次元構造は非常によく保存
されている 44）．機能的には多様性があり，レチノールの
輸送，嗅覚，隠蔽着色，フェロモンなどの役割を担ってい
る．また，免疫調節や細胞のホメオスタシスの調節にも機
能すると考えられている 45）．プロスタグランジンD合成酵
素（prostaglandin-D synthase, EC 5.3.99.2）は，リポカリン
ファミリーに属するタンパク質の中で，よく特徴づけられ
た唯一の酵素である 46, 47）．最近，このタンパク質は，酵素
としての機能と，脳脊髄液中の多様な親油性化合物の細胞
外輸送体としての機能の二重の役割を担っていることが報
告されている 48）．

4） ChuaHNL遺伝子の発現
ChuaHNLは，HNLとしてきわめて高い比活性（7420 U/

mg）と高いエナンチオ選択性を示すため，（R）-MANなど
さまざまなシアノヒドリンの合成に利用できると考えら
れる．しかし，ChuaHNLを容易に調製し，基礎および応
用研究に用いるには，酵素生産が可能なシステムを構築す
ることが必要である．そこで，酵母P. pastorisを宿主とし
て使用し，本酵素の生産に必要な条件を精査した．まず，
ChuaHNL遺伝子のコドン最適化，およびタンパク質のジ
スルフィド結合の酸化還元を触媒するジスルフィドイソ
メラーゼ（protein disulfide isomerase：PDI）の影響を検討
した．P. pastoris由来PpPDI, C. hualienensis由来ChuaPDI1，

あるいはChuaPDI2遺伝子を共発現させた結果，コドン
最適化されたChuaHNLとPpPDI遺伝子の共発現により，
ChuaHNLの生産性は，単位培養あたり約140倍に増加し
た 49）．

5） 種々のヤスデ由来HNLの探索，構造と利用
次に，国内産の多くのヤスデからHNLをコードする

cDNAのクローニングを行った．その結果，キシャヤスデ
［Parafontaria laminata（Attems）］由来 HNL（PlamHNL） 
や ヤ ケ ヤ ス デ［Oxidus gracilis（C.L.Koch）］由 来 HNL 
（OgraHNL）など10種類のヤスデHNL遺伝子をコードす
るcDNAのクローニングができた．これらのヤスデ由来
HNLの一次構造の類似性は45～93％であり，バキュロウ
イルス-昆虫細胞発現系で遺伝子発現させることができ，
すべてがHNL活性を示した．よって，HNLはヤスデ間で
保存されていることが強く示唆された．これらのヤスデ
は，高い安定性と比活性を有するHNL遺伝子の大きな資
源になることであろう．ヤスデ由来HNLの比活性は，一
般的に植物由来HNLと比較すると5～230倍高かった 50）．
富 山 県 内 で キ シ ャ ヤ ス デ を 採 捕 し， そ のHNL

（PlamHNL）を均一に精製し，部分構造からPlamHNLを
コードする完全長cDNAをクローニングした．PlamHNL
遺伝子は，20アミノ酸長のシグナルペプチドを含む183
アミノ酸をコードする552塩基対で構成されていた．
PlamHNLは，ChuaHNLとは異なり，大腸菌SHuffle T7株
で一部可溶性に生産された．また，P. pastorisで遺伝子発
現させ，グリコシル化された組換えPlamHNLの酵素化学
的諸性質についても検討した．野生型PlamHNLは，種々
のシアノヒドリンの合成において，他のヤスデ由来HNL
より広い基質特異性を示し，抗血栓薬クロピドグレルの重
要中間体（R）-2-クロロマンデロニトリルの合成（76％e.e.）
を触媒する．そこで，PlamHNLをタンパク質工学により
（R）-2-クロロマンデロニトリル生産に適するように改変
するために，X線結晶構造解析を行った．PlamHNLの立
体構造を決定し，MOEソフトウエアを使ってPlamHNL
の活性部位での（R）-2-クロロマンデロニトリルとのドッ
キングシミュレーションを行い，変異型酵素N85Yを得
た．N85Yではエナンチオ選択性が改善され，高い変換
率（91％）により（R）-2-クロロマンデロニトリル合成
（98.2％e.e.）が可能になった 41）．

4. おわりに

本研究の意義は，まずヤンバルトサカヤスデにおいて，
シアン代謝に関与するアルドキシム-ニトリル経路を見い
だし，そこに高い比活性［7420 U/mg（（R）-Man合成）］を
持つスーパー酵素HNLを発見したことである．タンパク
質触媒がここまで高活性でありうることはタンパク質の無
限の利用の可能性を示すものである．また，既知の植物由
来のHNLと比較して，本酵素は，まったく新しい一次構
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造と新しい立体構造を示し，多様な機能を持つ輸送タンパ
ク質であるリポカリンファミリータンパク質と高い類似性
を持つことを明らかにした．HNLの進化的関係が新しい
タンパク質ファミリーに拡大され，現在とりまとめている
ゲノム解析の結果から，新しいタンパク質の進化モデルが
明らかにされることを期待する．
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