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耐熱性D-アミノ酸脱水素酵素のタンパク質工学的創製と利用

秋田 紘長 1，大島 敏久 2，櫻庭 春彦 3

meso-ジアミノピメリン酸脱水素酵素（meso-DAPDH）は，NADP＋依存的に，meso-ジアミ
ノピメリン酸の分子内にあるD型とL型の立体構造を持つアミノ酸部位のうちD型の立体
構造を持つアミノ酸のみに作用して，L-2-アミノ-6-オキソピメリン酸への可逆的な脱アミ
ノ反応を触媒する酵素である．我々は，安定性に優れるmeso-DAPDHを堆肥から分離した
好熱菌から見いだし，meso-ジアミノピメリン酸のL-アミノ酸認識に関与する5種類のアミ
ノ酸残基に変異を導入して，数種のD-アミノ酸を基質として可逆的な脱アミノ反応を行う
耐熱性D-アミノ酸脱水素酵素（D-AADH）を創製した．次に，D-AADHを利用したD-アミ
ノ酸の酵素合成法の開発と，D-アミノ酸の酵素分析法への応用を進めた．さらに，結晶構
造解析に基づき，酵素の耐熱機構，補酵素・基質認識機構を考察した．本稿では，我々が
行ってきたD-AADHの創製と応用研究の成果を紹介する．

1. はじめに

生物に含まれるアミノ酸はL-アミノ酸のみであり，光学
異性体のD-アミノ酸はあまり重要な生理機能を持たないと
長年考えられてきた．しかし，近年の分析技術の飛躍的な
発展を受けて生体におけるD-アミノ酸の解析が進み，ヒト
を含む哺乳類や水生動物，野菜，果実などの高等生物の細
胞内には遊離のD-アミノ酸が存在し 1‒4），生体内で特異的
な生理機能を担っていることがわかってきた．たとえば，
D-セリンは，哺乳類の脳内に存在し，記憶や学習などの
脳機能に関連するN-メチル-D-アスパラギン酸型グルタミ

ン酸受容体のコアゴニスト（co-agonist）として作用する
ことが明らかにされている 1）．また，D-アスパラギン酸の
精巣内での内分泌活動の調整作用 2），D-イソロイシンの菌
類成長促進作用 5），D-ロイシン等の添加によるバイオフィ
ルムの分解促進作用 6）などに代表されるように，D-アミノ
酸は，生物学的に重要な機能に関与することが明らかに
なっている．一方で，多くのD-アミノ酸はL-アミノ酸に比
べて，かなり強い甘味を呈することが古くから知られてお
り 7），現在では食品中のD-アミノ酸が呈味性にも関与して
いることが示されている 8, 9）．D-アミノ酸の産業的用途と
しては，D-アミノ酸を含むペプチドなどから構成される医
薬品，抗生剤，農薬などの合成中間体として，また調味料
や化粧品などの生活用品の原料としての利用が知られてい
る 10）．

D-アミノ酸の主な生産法としては，不斉合成法や酵素合
成法などがあげられる．特に後者は，合成に必要なエネ
ルギーと副生成物の発生が少なく，環境負荷の低い合成
法として注目されており，現在までにいくつかの酵素合
成法が工業化されている．たとえば，D-ヒダントイン加水
分解酵素（EC 3.5.2.2）とN-カルバモイル-D-アミノ酸加水
分解酵素（EC 3.5.1.77）を用いた酵素合成により，年間数
千トンのD-フェニルグリシンが生産され，細菌感染症の
治療に用いられる半合成抗生物質アモキシシリンの側鎖
などに利用されている 11）．また，N-アシル-DL-アミノ酸を
N-アシル-D-アミノ酸加水分解酵素（EC 3.5.1.81）で分解
し，D-アミノ酸を回収する方法も広く産業利用されている
方法である 10）．さらに2006年には，Vedha-Petersらが，常
温菌Coryne bacterium glutamicum由来のmeso-ジアミノピ
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メリン酸脱水素酵素（EC 1.4.1.16；meso-DAPDH）にタン
パク質工学的に変異を導入してD-アミノ酸脱水素酵素（D-
AADH）を創製し，2-オキソ酸の還元的アミノ化反応によ
るD-アミノ酸の合成法を示している 12）．meso-DAPDHは，
NADP＋依存的に分子内にD型とL型の二つの不斉炭素を
持つmeso-ジアミノピメリン酸のD型の立体構造を持つア
ミノ酸部位の脱アミノ反応を触媒する酵素である（図1）．
このmeso-DAPDHは基質特異性が非常に高いが，タンパ
ク質工学的に創製されたD-AADHは特異性が低く，数種
のD-アミノ酸の脱アミノ反応を行う．また，一段階のア
ミノ化反応でD-アミノ酸を合成できる点で，従来のD-アミ
ノ酸の酵素合成とは異なる簡便な方法である．しかし，こ
のD-AADHは常温菌由来のmeso-DAPDH13）から作製され
ているため安定性が低く，工業的な利用への展開は困難な
状況であった．また後述のように，meso-DAPDH反応を伴
うL-リシン生合成経路を持つ生物は少なく，我々が研究を
開始した数年前の時点では高い安定性が期待できる好熱菌
由来のmeso-DAPDHの存在は，活性情報とゲノム情報の
どちらにおいても認められなかった．このような背景の
もと，我々は，安定性に優れるmeso-DAPDHを見いだし，
それをもとにタンパク質工学的にD-AADHを創製し，応
用面の新たな展開を目指している．

2. タンパク質工学的手法による耐熱性D-AADHの創製

一般的に，高温環境で生育している好熱菌由来のタンパ
ク質は，常温菌由来のタンパク質に比較して，より耐熱性
が高く長期に保存できるなど，高い安定性を示す 14, 15）．そ
のような安定性は，酵素の産業的利用において，大きな
利点となる．そこで我々は，好熱菌由来のmeso-DAPDH
を素材として，安定性に優れるD-AADHの創製を目指し
た．meso-ジアミノピメリン酸は，細胞壁ペプチドグリカ
ン層の構成成分の一種であり，大腸菌をはじめ多くの微
生物中に存在する物質である 10）．また，L-アスパラギン
酸からのL-リシン生合成のための前駆体としても機能す
る 16）．そのL-アスパラギン酸からのL-リシン生合成の経路

は，主にスクシニラーゼ経路，アセチラーゼ経路，脱水素
酵素経路の三つの経路が提唱されている 16）（図2）．三つの
代謝系の中で，後者の脱水素酵素経路を持つ生物種は少
なく，それゆえ，meso-DAPDHを有する好熱菌も非常に少
ないことが予想された．我々が研究を開始した2010年当
初，Bacillus sphaericus17）やC. glutamicum13）等に代表され
るような数種の常温菌由来の酵素 18）については酵素化学
的性質が明らかにされていたが，好熱菌由来の酵素の報告
例はなかった．我々は，安定性の高いmeso-DAPDHを得
るため，データベースで得られる好熱菌のゲノム情報から
meso-DAPDHを検索したが，相同性の高いmeso-DAPDH
遺伝子を見いだすことはできなかった．そこで，古くから
利用される手法であるが，NBRCやDSMZなどの国内外の
微生物保存機関から入手した好熱菌株および火山の熱水
噴出物，温泉泥，堆肥など，自然界に存在する高温環境土
壌から分離した100種を超える好熱菌を培養して得た菌体
の細胞抽出液におけるmeso-DAPDHを検出して，酵素の
探索を行った．その結果，福岡県宗像市の堆肥から分離し
た好熱菌1株（最適生育温度50°C, 60°Cまで生育可能）に
meso-DAPDH活性を見いだした 19）．この分離株の最適な培
養条件を見いだした後，16S rRNA遺伝子解析を行い，そ
の配列の相同性から本好熱菌をUreibacillus thermosphaeri-
cusと同定した．次に，U. thermosphaericusを培養して得た
菌体の抽出液から各種クロマトグラフィーを用いてmeso-
DAPDHを均一に精製し，酵素化学的性質を解析した．そ
の結果，meso-DAPDHは60°C（30分間処理），およびpH 

図1 meso-DADPHの触媒する反応式と非酵素的環化反応
細胞中では可逆反応であるが，試験管中では，meso-ジアミノ
ピメリン酸のNADP＋依存的な脱アミノ反応の生成物であるL-2-
アミノ-6-オキソピメリン酸が，非酵素的に分子内脱水環化する
ため逆反応は進まない．

図2 アスパラギン酸を出発物質とするL-リシンのmeso-ジアミ
ノピメリン酸を経由する生合成経路
脱水素酵素経路は赤色の矢印で示されている．
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5.0～11.0（50°C, 30分間処理）まで変性失活せず，これ
までの常温菌由来の酵素と比較して，期待どおりの高い
安定性を示した 19）．また，本酵素の基質と補酵素特異性
は，常温菌由来の酵素と同様に，meso-ジアミノピメリン
酸とNADP＋に高度に特異的であった．このmeso-DAPDH
遺伝子の塩基配列を決定して得られたアミノ酸配列とC. 
glutamicum由来の酵素のアミノ酸配列を比較したところ，
配列相同性は46％であったが，meso-DAPDHの基質認識
に関与するアミノ酸残基は好熱菌の酵素にも同様に保存
されていた．特に，C. glutamicum由来の酵素において，D-
AADHへの基質特異性の変換のために変異が施されたア
ミノ酸残基が，U. thermosphaericusの酵素にも完全に保存
されていた 19）（図3）．そこで我々は，U. thermosphaericus
のmeso-DAPDHに，Gln154Leu, Asp158Gly, Thr173Ile, Arg-
199Met, His249Asnの変異を施してD-AADHへの基質特異
性の変換を行った．
次に，この変異酵素がD-AADH活性を有するか確認

するため，組換え大腸菌から調製した変異酵素を未変性
PAGEに処し，活性染色でD-AADH活性の検出を行った
（図4A）．その結果，変異酵素は，親酵素の基質である

meso-ジアミノピメリン酸に対する活性を失い，親酵素で
は検出できないD-イソロイシンに対する酸化的脱アミノ
反応を示した 20）（図4B）．また，変異酵素は，NADP＋依存
的に数種のD-アミノ酸の脱アミノ反応を触媒し，この基
質特異性は常温菌由来のmeso-DAPDHから調製されたD-
AADHとは異なる（表1）．これは，もとのmeso-DAPDH

のアミノ酸配列の違いを反映していると考えられる．さら
に，変異酵素は，親酵素では試験管中では検出されない
NADPH依存的な2-オキソ酸の還元的アミノ化によるD-ア
ミノ酸の合成反応を触媒した（表1）．本変異酵素は，30
分間の熱処理では65°Cまで失活が認められず，65°Cで熱
変性する親酵素よりもかえって耐熱性が上昇した 20）．こ
れにより，我々は，初めて耐熱性D-AADHの創製に成功
した 20）．

3. 耐熱性D-AADHの利用

我々は，安定性に優れ，数種のD-アミノ酸の2-オキソ酸
への可逆的な脱アミノ反応を触媒する耐熱性D-AADHを
創製できた．次にこの酵素を利用する，化学合成可能な光
学不活性の2-オキソ酸から光学活性なD-アミノ酸の高効率
な生産反応系の開発を進めた．その結果，13Cや 15Nなどの
安定同位体で標識されたD-分岐鎖アミノ酸の酵素合成法を
確立できた．また，D-イソロイシンを特異的かつ簡便に定
量可能な分析法を新たに確立した．本節では，それらに関
連する具体的な成果を紹介する．

図3 U. thermosphaericusとC. glutamicumのmeso-DAPDHにお
けるアミノ酸配列上の基質特異性の変換のための変異導入部位
meso-DAPDHからD-AADHへ変換するために導入された変異．
アミノ酸残基とその箇所が赤枠で示されている．

図4 未変性PAGE後の活性染色法によるD-AADH活性の確認
（A）活性染色法における発色のための反応系，（B）変異酵素の
未変性PAGE後の活性染色．基質としてD-イソロイシン（左試
験管）とmeso-ジアミノピメリンリン酸（右試験管）を用いた
場合の活性染色．マーカー：ブロモフェノールブルー色素．

表1 D-AADHの脱アミノ反応とアミノ化反応における基質特
異性

脱アミノ反応
D-アミノ酸 相対活性 （％）

D-シクロヘキシルアラニン 100
D-イソロイシン 65±0.8
D-2-アミノオクタン酸 61±1.0
D-リシン 59±0.4
D-シクロフェニルアラニン 58±1.2
D-2-アミノヘプタン酸 49±1.4
D-ノルロイシン 26±0.1
D-ロイシン 25±0.6
D-ノルバリン 9±0.6
D-オルニチン 9±0.2
D-バリン 4±0.1
D-メチオニン 3±0.7
D-4-フルオロフェニルアラニン 2±1.1
D-4-クロロフェニルアラニン 2±0.8
D-フェニルアラニン 2±0.8
D-アルギニン 2±0.6

アミノ化反応
2-オキソ酸 相対活性（％）

2-オキソオクタン酸 100
2-オキソヘキサン酸 67±0.6
2-オキソ-3-メチル酪酸 21±2.0
2-オキソ-3-メチル吉草酸 18±0.7
2-オキソ酪酸 6±0.8
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1） 安定同位体標識D-分岐鎖アミノ酸の酵素合成
安定同位体標識化合物は，質量分析装置の発展に伴い，

生体内のさまざまな物質の生合成や分解などの代謝経路
の解明において有効利用されている．また，解明された
代謝経路と関連遺伝子の発現を定量的に解析することで
代謝経路の最適化を図る代謝工学では，安定同位体標識
化合物を用いたフラックス解析が重要な技術として確立
されている．今後，D-アミノ酸の生理機能を詳細に解明す
るために，安定同位体標識D-アミノ酸を用いた解析が期待
される．安定同位体標識D-アミノ酸の既知の酵素合成法
としては，L-アミノ酸の場合と比べてきわめて限られてい
る 21, 22）．そこで，我々が創製した耐熱性D-AADHの応用
として，安定同位体標識D-分岐鎖アミノ酸の酵素合成法の
開発を検討した．
本酵素合成法では，D-AADHによる2-オキソ酸とアン

モニア，NADPHからなるD-分岐鎖アミノ酸の合成反応
と，グルコース脱水素酵素によるNADPHの再生反応の二
共役酵素反応からなる生産システムを用いた 23）（図5A）．
NADPHの再生反応には，好熱好酸性アーキアSulfolobus 
tokodaii由来のグルコース脱水素酵素（EC 1.1.1.47；GDH）
を利用した 24）．本酵素は，安定性に優れ，アルカリ側にグ
ルコース酸化の最適pHを有するため，D-AADHとの共役
反応系に適している．合成の高効率化を図るため，反応
pHおよび反応温度，初発NADP＋濃度等について検討し，
システムの最適化を図った．その結果，最適反応条件下
（pH 10.5, 65°C, 初発NADP＋濃度0.5 mM）で30分間反応を
行うと，高い変換率（＞95％）でD-ロイシンの生産が可能
となった 23）．次に，安定同位体標識された [15N] NH4Clま
たは [1-13C]2-オキソ酸を用いて，安定同位体標識D-分岐鎖
アミノ酸の合成を試みた．その結果，D-[1-13C, 15N]ロイシ
ン，D-[1-13C]ロイシン，D-[15N]イソロイシン，D-[15N]ロイ
シン，D-[15N]バリンの5種の安定同位体標識D-分岐鎖アミ
ノ酸の高収率な酵素合成法を確立できた 23）．なお，この反
応後のサンプル中には，安定同位体標識L-分岐鎖アミノ酸
はまったく含まれていない．これは，13Cまたは 15Nの安定

同位体で標識したD-分岐鎖アミノ酸の最初の選択的合成法
であり，スケールアップによる工業化レベルでの生産が今
後望まれる．

2） D-イソロイシンの酵素定量法
これまでに，数種のD-アミノ酸の酵素分析法が報告され
ている．その中でも，超好熱菌の色素依存性D-プロリン脱
水素酵素 25）や常温菌のD-アミノ酸オキシダーゼ 26）を利用
する電気化学的分析法は，分析時間が短く，分析感度も
優れ，複数のサンプルを短時間で分析できるという利点
がある．その一方で，従来から臨床分析や食品分析では，
NAD（P）＋依存性の脱水素酵素を利用したL-アミノ酸や糖
などの分光学分析法が多用されている．そこで我々は，耐
熱性D-AADHを利用したD-イソロイシンの分光学分析法
の開発を進めた．
我々が創製した耐熱性D-AADHの特筆すべき性質の一

つとして，イソロイシンに対する立体特異性があげられ
る．イソロイシンは分子内に不斉炭素を二つ持つことか
ら，D-イソロイシンの他にL-イソロイシン，D-allo-イソロ
イシン，L-allo-イソロイシンの計4種類の異性体が存在す
る．D-AADHは，4種類のイソロイシンのうち，D-イソロ
イシンの脱アミノ反応を特異的に触媒する 20）．この特異
性を利用して，D-イソロイシンに特異的な酵素分析法を
検討した．この酵素分析では，①D-AADHによるNADPH
生成反応と，②NADPHからPMSと酸化還元系発色試薬
WST-3を介した水溶性テトラゾリウムの発色反応（A433 nm）
の二反応系を用いた（図5B）．また，水溶性テトラゾリウ
ムの発色反応を定量することで，より感度の高い分析を可
能にした．その結果，本法により，D-イソロイシンの簡便
な微量定量（1.0～50 µM）が可能になった 27）．この分析法
では，D-イソロイシン以外の3種類のイソロイシン異性体
が試料中に共存しても，それらの影響を受けずにD-イソロ
イシンが測定可能である．このような4種の異性体の中で
D-イソロイシンのみを測定できる方法はこれまでにまった
く知られておらず，本法が初の例である．

4. meso-DAPDHの結晶構造解析

次に，我々は1）meso-DAPDHの立体構造の特徴と耐熱
機構，2）補酵素特異性の分子機構，3）変異導入による基
質特異性の変換機構を明らかにし，さらに機能改良を進め
るために，X線結晶構造解析を行った．本節では，meso-
DAPDHの結晶構造解析の結果を基に上記1）～3）の項目
について述べる．

1） meso-DAPDHの立体構造の特徴と耐熱機構
U. thermosphaericus由 来 のmeso-DAPDHの ア ポ 型 と

NADP＋/N-トリス（ヒドロキシメチル）メチル-2-アミノエ
タンスルホン酸（TES）結合型の2種類の結晶構造をそれ
ぞれ2.4 Åおよび2.07 Åの分解能で決定した 28）．両構造と

図5 耐熱性D-AADHを利用するD-アミノ酸生産と分析
（A）D-AADHを利用したD-分岐鎖アミノ酸の生産のための反応
系．（B）D-AADHを利用したD-イソロイシンの分析のための反
応系．
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もに結晶中で二量体構造をとっており（図6A），ゲル濾過
クロマトグラフィーで求めた溶液中でのサブユニット構造
と一致する 19）．本酵素の単量体は，ジヌクレオチド結合ド
メイン，二量体形成ドメイン，C末端ドメインの三つのド
メインから形成されており（図6B），主鎖のフォールディ
ングは，これまでに構造が報告されているC. glutamicum
由来のmeso-DAPDH29）と，最近構造が報告された好熱菌
Symbiobacterium thermophilum由来のmeso-DAPDH30）の両
者のものと類似している．その一方で，本酵素のサブユ
ニット構造は，同じく二量体構造をとるC. glutamicumの
酵素と類似しているが，六量体構造をとるS. thermophilum
の酵素とは大きく異なる．
タンパク質の耐熱化は，疎水性相互作用の強化 31, 32），イ

オンペアの増加とイオンペアネットワークの形成 33‒35），タ
ンパク質表面における荷電性アミノ酸残基の増加とそれに
伴う極性または疎水性の表在アミノ酸残基の減少 36）等の
さまざまな要因により図られていることが知られている．
我々は，U. thermosphaericus由来のmeso-DAPDHの耐熱機
構を詳細に解析するため，常温菌C. glutamicum29）と好熱
菌S. thermophilum30）由来のmeso-DAPDHの構造解析データ
を用いて，種々の要因を比較した（表2）．

イオンペアに着目すると，単量体内部ではU. thermos-
phaericusのmeso-DAPDHのイオンペア数は常温菌C. glu-
tamicumの酵素のイオンペア数より少なく，イオンペア
ネットワークも見られないのに対し，サブユニット界面
のイオンペア数は前者（8対）が後者（2対）を大きく上
回っている．また疎水性相互作用の数に着目すると，両
酵素の間で顕著な違いが認められる．全体的にU. thermo-
sphaericusのmeso-DAPDHに，より多くの疎水性相互作用
がみられるが，特にサブユニット界面では，C. glutamicum
の酵素に比べ3倍以上の数が確認できる．これと関連し
て，両酵素の単量体および二量体の総溶媒露出面積には大
差がないのに対し，前者のサブユニット界面の溶媒露出面
積（3200 Å2）は，後者のそれ（2700 Å2）より有意に大き
いことが判明した．一方，タンパク質表面における荷電性
アミノ酸残基の占める割合や主鎖の可動性を促すグリシ
ン残基，主鎖の剛性を強めるプロリン残基の総数において
は，両酵素の間に大きな違いはみられない．これらの結果
は，サブユニット界面でのイオンペア形成とともに，単量
体内とサブユニット界面における多くの疎水性相互作用が
U. thermosphaericus由来のmeso-DAPDHの熱安定性に寄与
する主な要因であることを示唆している．

S. thermophilum由来のmeso-DAPDHは，U. thermos-
phaericus由来のmeso-DAPDHに比べて少し高い耐熱性を
示すことが報告されている 37）．S. thermophilumの酵素で
は，単量体内部のイオンペア数がC. glutamicumの酵素よ
り少なく，イオンペアネットワークの規模にも大きな差が
認められない．また，単量体内部の疎水性相互作用の数も
C. glutamicumの酵素と同程度であった．上述のように，S. 
thermophilumの酵素は六量体構造をとるため，サブユニッ
ト界面の総イオンペア数（46対）や疎水性相互作用の総
数（467）は相対的に大きな数となり，サブユニット界面の
総溶媒露出面積も12,900 Å2となり，これもかなり大きい．
好熱菌由来の酵素の中には，常温菌の酵素に比べて多量体
化することで熱安定性を向上させている例が報告されてい
る 38, 39）．これらの結果から，S. thermophilum由来のmeso-
DAPDHは，六量体構造により高い耐熱性を獲得している
と考えられる．U. thermosphaericusとS. thermophilum由来
のmeso-DAPDHでは，同種の酵素であっても，起源が異
なると耐熱化の分子戦略が大きく異なることがわかった．

2） 補酵素特異性の分子機構
上述のとおり，これまでに数種の微生物にmeso-DAPDH

が発見され，酵素化学的性質の解明がなされている．こ
れらのmeso-DAPDHはすべて，NADP＋のみを補酵素とし
て利用し，NAD＋に対する反応性を持たない．同様に，U. 
thermosphaericus由来のmeso-DAPDHの補酵素の利用も
NADP＋に特異的である．

NADP＋/TES/meso-DAPDH複合体の補酵素結合部位に
着目してみると，NADP＋の認識には14個のアミノ酸残
基が関与している（図7A）．特に，アデニンリボースの

図6 meso-DAPDHの立体構造
（A）meso-DAPDHの二量体構造の会合状態．サブユニットA
（緑色）とB（水色）．（B）meso-DAPDHの単量体構造．文献28
からの引用図を一部改変．
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2´位に結合しているリン酸基に対しては，Thr35の側鎖，
Arg36の主鎖および側鎖，Arg37の側鎖が8本もの水素結
合を形成しており，これはNADP＋分子と酵素間に確認で
きる全水素結合数の約1/3を占めている．一方，NADP＋

のアデニン部分は溶媒中に露出しており，酵素との間に
直接の水素結合は認められない．これらのことから，U. 
thermosphaericus由来のmeso-DAPDHの補酵素認識には，
Thr35, Arg36, Arg37の三つのアミノ酸残基が非常に重要な
役割を果たし，リン酸基を強固に保持することで本酵素
のNADP＋特異性に寄与していることが推察される．また，
リン酸基を持たないNAD＋については，アデニンリボー
ス部位が正常に固定されないため反応性を示さない可能

性が考えられる．C. glutamicum由来のmeso-DAPDHでは，
上記アミノ酸残基のうちThr35がSer35に置換されている
だけで，NADP＋に対して同様の結合様式を示した．これ
に対し，S. thermophilum由来のmeso-DAPDHでは，Thr35, 
Arg36, Arg37の部分がArg35, Arg36, Lys37と大きく変化し
ている．これにより，S. thermophilum由来のmeso-DAPDH
は，アデニンリボースリン酸基と酵素間の水素結合のパ
ターンが変化し，NADP＋のアデニンリボース部位がU. 
thermosphaericus由来の酵素の場合と比べ，約80°時計回り
に回転した状態で結合している（図7B）．この結果は，酵
素によるNADP＋のリン酸基の保持が，アデニンリボース
部位の結合様式に大きく影響することを示している．した

表2 meso-DAPDHの構造的特徴の比較

微生物 U. thermosphaericus C. glutamicum S. thermophilum
（PDBエントリー） (3wyc) (1dap) (3wbb)

相同性（％） ̶ 46 33
R.m.s.d. (Å2) ̶ 1.8 1.4
サブユニット構造 二量体 二量体 六量体
溶媒露出面積（Å2）
多量体 26,800 25,700 66,900
単量体 16,700 15,600 15,400
サブユニット界面 3200 2700 2700（二量体）

12,900（六量体）
イオンペアの数
単量体 34（サブユニットA） 50（サブユニットA） 42（サブユニットA, D）

32（サブユニットB） 53（サブユニットB） 39（サブユニットB, E）
42（サブユニットD, F）

多量体 66 103 246
サブユニット界面 8 2 13（サブユニットA, C）

8（サブユニットB, E）
13（サブユニットD, F）

46（六量体）
疎水性相互作用の数
単量体 446（サブユニットA） 357（サブユニットA） 358（サブユニットA, D）

447（サブユニットB） 361（サブユニットB） 368（サブユニットB, E）
360（サブユニットD, F）

多量体 893 718 2172
サブユニット界面 159 49 112（サブユニットA, C）

116（サブユニットB, E）
112（サブユニットD, F）

467（六量体）
表面アミノ酸残基の構成
電荷性（％） 48 45 47
極性（％） 30 26 19
疎水性（％） 22 29 34

アミノ酸残基の数
全体 326 320 229
プロリン 16 14 17
グリシン 27 25 26
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がって，meso-DAPDHがNAD＋を補酵素として利用するた
めには，リン酸基を持たないアデニンリボース部位を適切
な配向で固定できるようにする変異を導入する必要がある
と考えられる．

3） 変異導入による基質特異性の変換機構
Vedha-Petersらは，meso-DAPDH遺伝子に非特異的な

変異導入を施し，数種のD-アミノ酸に対して活性を示す
D-AADHをすでに創製していた 12）．その変異情報を基に
我々は，U. thermosphaericus由来のmeso-DAPDHにおいて，
Gln154Leu, Asp158Gly, Thr173Ile, Arg199Met, His249Asnの
五つの変異を施して耐熱性D-AADHへの機能変換を行っ
た 20）．前述のように，この変異酵素は親酵素の基質である
meso-ジアミノピメリン酸にはまったく反応性を示さない
が，D-シクロヘキシルアラニン，D-イソロイシン，D-2-ア
ミノオクタン酸などに高い活性を示した（表1）．そこで，
上記変異による基質特異性の大幅な変換の要因を明らかに
するため，C. glutamicum由来のmeso-ジアミノピメリン酸
/meso-DAPDH40）とU. thermosphaericus由来のNADP＋/TES/
meso-DAPDH28）の両構造の基質認識部位を比較解析した
（図8）．

C. glutamicum由来のmeso-DAPDHでは，meso-ジアミノ
ピメリン酸のD-アミノ酸部位（α-炭素）のカルボキシル
基がGln150とGly151の主鎖のN原子およびAsn270の側
鎖と計4本の水素結合を形成し，同じくD-アミノ酸部位
のα-アミノ基がAsp90の側鎖と1本の水素結合を形成して
いる．一方，L-アミノ酸部位（ε-炭素）に着目すると，そ
のカルボキシル基は，Arg195, Thr169, His244の側鎖と4本
の水素結合を形成するが，アミノ基は酵素と水素結合を

形成しない．このGln150, Gly151, Asn270, Asp90, Arg195, 
Thr169, His244は，U. thermosphaericus由来のmeso-DAPDH
において，それぞれGln154, Gly155, Asn276, Asp94, Arg199, 
Thr173, His249として完全に保存されている．D-AADHへ
の変換では，基質のD-アミノ酸部位と相互作用するアミ
ノ酸残基の中で唯一，Gln154がLeu154に置換されている．
もともとGln154は，主鎖が基質と相互作用するため，こ
の置換によるD-アミノ酸部位近傍への相互作用は影響を
受けないと考えられる．その一方で，基質のL-アミノ酸部
位と相互作用するアミノ酸残基では，Thr173, Arg199がそ
れぞれ Ile173, Met199に置換されており，これらの置換に
よりL-アミノ酸部位と変異酵素との間のほとんどの水素結
合は失われていると考えられる．これにより，D-AADH
のmeso-ジアミノピメリン酸に対する反応性が検出でき
なくなるまで低下したと推察される．また，この Ile173, 
Met199への置換は，L-アミノ酸部位近傍の疎水性を高め，
それに起因して，D-AADHがD-シクロヘキシルアラニンや
D-イソロイシン，D-2-アミノオクタン酸等の疎水性D-アミ
ノ酸に対して高い活性を示したと考えられる．U. thermo-
sphaericus由来のmeso-DAPDHでは，基質D-アミノ酸部位
近傍のヘリックスα8に存在するAsp158の側鎖と，同じヘ
リックスのN末端に存在するGln154の側鎖が水素結合を
形成する．D-AADHの創製に，Asp158GlyとGln154Leuの
変異を導入したため，両アミノ酸残基が形成していた水素
結合が解消され，ヘリックスN末端残基であるGly155や
Leu154の可動性が高まることが推測できる．Leu154およ

図7 meso-DAPDHの補酵素認識部位の構造
（A） U. thermosphaericus由来のmeso-DAPDHの補酵素認識部位．
NADP＋（紫色），構造（緑色），水素結合（点線）で示されてい
る．（B）U. thermosphaericusと，S. thermophilumのmeso-DAPDH
の補酵素認識部位の構造比較．U. thermosphaericus酵素では，
構造（緑色），NADP＋（紫色），アミノ酸残基（赤文字）および
水素結合（点線）で示されている．S. thermophilumの酵素では，
構造（水色），NADP＋（灰色）アミノ酸残基（黒文字）で示さ
れている．文献28からの引用図を一部改変．

図8 U. thermosphaericusとC. glutamicum由 来 のmeso-DAPDH
の基質認識部位の構造比較
C. glutamicum由来の酵素の構造（黄色，アミノ酸残基；赤文
字）が，U. thermosphaericus由来の酵素の構造（水色，アミノ
酸残基；黒文字）に重ねられている．C. glutamicumの酵素の水
素結合（黒色点線）と，U. thermosphaericusの酵素の水素結合 
（赤色点線）を示している．文献28からの引用図を一部改変．
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びGly155は，基質D-アミノ酸部位と相互作用すると考え
られるため，この部分の可動性が高まることで，より広範
囲な基質を認識することが可能になったと考えられる．実
際，Asp158Glyに相当する変異（Asp154Gly）が，C. glu-
tamicum由来のD-AADHの基質特異性を広げることが報告
されている 12）．現時点では，D-AADHのD-リシンに対す
る結合様式など，基質認識について不明な点がまだ多い．
詳細な基質認識機構の解明には，D-AADHと基質，補酵
素の三者複合体の結晶構造解析が必要と思われる．

5. おわりに

現在，ヒトを含めた高等生物におけるD-アミノ酸の生理
的意義の解明が急速に進んでいる．また，それらの研究成
果が蓄積されるとともに，医薬品や生活用品などに新た
な機能をもたらす機能性物質としてのD-アミノ酸の重要性
が増大することが予想できる．それらの背景を踏まえて，
我々は，安定性の高い耐熱性のD-AADHをタンパク質工
学的手法により創製し，その酵素が数種類のD-アミノ酸と
その標識化合物の簡便で効率的な生産やD-アミノ酸の分析
への利用が可能であることを示した．今後D-AADHの機
能と構造の相関に基づいたさらなる変異導入により，より
高い触媒効率やNAD＋に対する反応性を示す酵素の創製が
課題となる．また，他の種類の多くの酵素に関しても，こ
こで示した手法は応用面で有用な新しい機能を持つ酵素の
創製に有効であると考えられる．
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