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序論 

  酵素は生物において代謝経路を制御する生体触媒であり、特異な触媒活性を

もつタンパク質である。化学反応よりも温和で高効率な反応を行う魅力的な触

媒であり、生体内で天然成分に作用するだけでなく、非天然成分の分解、合成

反応を触媒することも可能である。そのため、化学反応を酵素反応に置き換え

るための研究は盛んに行われている。その中で、天然および非天然化合物の酵

素を用いた生産のため、自然界からの酵素探索、既存酵素への変異導入による

改良、酵素の性質検討、X線構造解析、複数酵素を組み合わせたカスケード反

応の構築、化学反応系への酵素利用など、様々なアプローチで研究が進められ

ている。 

一般的に特定の化学反応に対する酵素反応を用いた手法の開発にはいくつか

のステップがある。まず、適切な反応を触媒する酵素のスクリーニングが必要

である。自然界から土壌の微生物や植物などの様々な生体が持つ酵素を対象と

する場合や、すでに蓄積された様々な生物の遺伝子情報をGenBankなどのデー

タベースで検索し、その配列情報を用いることもある。次に必要に応じて異種

宿主による酵素の発現系の構築を行い、それら酵素を精製し、十分量の精製酵

素を得たのち、その酵素の諸性質を明らかにする。またタンパク質工学によ

り、変異導入を行うことで酵素を改変し、酵素の諸性質で不足している点を改

善する。最後に生産システムにおける酵素反応に関して最適な条件を決定す

る。  

特に医薬品や農薬などのファインケミカル製品を製造するための新しい酵素

法の開発では、酵素の選択的な合成の利点を活かしたキラル合成に着目し、中

間体合成などで様々な研究が進んでいる。その中でもC-C結合の合成は有機合

成化学における最も重要な課題の一つであり、酵素においても魅力的な研究分

野の一つである。その中でも、特にシアン付加反応は、C−C結合の合成におい

て非常に有用な反応であり、主にアルデヒドまたはケトンにシアンを付加する

反応により、ニトリル化合物(-CN)を生成する。シアン付加は、C-C結合の形成

と同時に化合物の良好なN源にもなる。ニトリルは産業において重要な化合物

であり、アミド、カルボン酸、ニトロ化合物、およびアミンなどの様々な化学

物質の合成に使用できる1。このニトリル化合物は、生物においても酵素により

合成、分解されている。例えばシアノヒドリンは、植物において疎水性アミノ

酸(L-Tyr、L-Phe、L-Val、L-Ile、およびL-Leu)から合成される生体内の天然ニト

リル化合物である。それらの反応はP450によって触媒され、シアノヒドリンは

ヒドロキシニトリルリアーゼ(HNL)によってアルデヒドおよびシアンに分解さ

れ、植物がもつ害虫に対する防御化学物質として使用されていることが知られ
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ている2〜5(Scheme 1A)。また、一部の微生物も、アルドキシムデヒドラターゼ

の作用によってアルドキシムからニトリル化合物を合成できる6。これらのニト

リル化合物は、ニトリラーゼまたはニトリルヒドラターゼおよびアミダーゼに

よってカルボン酸に分解される7,8。一部の微生物がなぜこの代謝経路を保有す

るかは不明であるが、これらニトリル代謝関連酵素は産業的に魅力的な反応を

触媒する。このように、工業的な生産のため、ニトリル化合物に作用する酵素

のスクリーニングは、世界中で広く行われている(Scheme 1B)。その中でも

Asanoらは、ニトリル、アミノ酸、アミドなどの有用な化合物の合成のために

ニトリル代謝酵素を自然界からスクリーニングし、性質を特定し、様々な物質

生産に応用している。 

例えば、アミノ酸の立体選択的な合成のため、アミノ酸アミドラセマーゼと

立体選択的なアミダーゼを組み合わせたラセミ体アミノ酸アミドの速度論的光

学分割法が開発され、光学活性をもつ天然および非天然アミノ酸の合成に利用

されている。さらにこの系にニトリルをアミドへ加水分解する反応を触媒する

非立体選択的ニトリルヒドラターゼを組み合わせ、-アミノニトリルからD-ま

たはL--アミノ酸への変換を可能にしている9, 10。また植物由来の HNLは、ア

ルデヒドまたはケトンからのシアノヒドリンの立体選択的合成に有用である。 

Asanoらは、植物およびヤスデから複数の新しいタイプのHNLをスクリーニン

グにより発見し、アルデヒドからマンデロニトリルなどの芳香族シアノヒドリ

ンの立体選択的合成に利用した11,12。さらに、P450およびアルドキシムデヒド

ラターゼの組み合わせを使用して、シアン化物を使用せずにアミノ酸またはア

ルドキシムからニトリルを合成するための新規な酵素によるニトリル合成手法

についても報告している13,14。さらに最近では、アミノ酸代謝関連酵素ブタ腎

臓由来D-アミノ酸オキシダーゼ(pkDAO)を、そのX線結晶構造に基づき、変異

導入を行うことでR選択的アミンオキシダーゼに変換し、還元剤の存在下で脱

ラセミ化反応による芳香族アミンの光学分割に利用できることを報告している
15。 

このように、シアン付加反応によりニトリル類を容易に合成し、またそのニ

トリル化合物を加水分解することでアミノ酸やアミノ酸アミドに変換すること

ができること、さらにそのシアン付加反応を立体選択的に行うことで、有用な

医薬品中間体やアミノ酸などのキラル分子の合成を行うことができることなど

から、本研究では、ニトリルおよびアミノ酸関連化合物に作用する酵素に着目

し、有用な酵素を用いた物質生産の手法開発を進めた。 

本論文では、シアン付加反応に着目し、HNLに変異導入を行うことで、その

立体選択性および触媒効率を改善した事例(Scheme 2A)や、これまで報告のない

酵素反応による-アミノニトリルの合成をオキシダーゼにより生成されるイミ
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ンに着目し、反応系にシアンを共存させることで可能にした事例を報告する

(Scheme 2B)。さらに同様の反応にシアンではなく、一級アミンを共存させるこ

とで、カップリング反応により、イミン合成を行う反応系の構築にも成功した

(Scheme 2C)。それぞれの反応の最適化および反応メカニズムに関しても検討

し、酵素反応と化学反応を組み合わせた新規な物質生産の可能性を示してい

る。 

 

A 

 

 

B 

 

Scheme-1. 植物(A)と微生物(B)のニトリル代謝。 

 

A 

 

 

B 
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C 

 

Scheme-2. (A)BmHNLによる光学活性シアノヒドリンの合成。(B)変異型 pkDAO

による第一級アミンからの新規な酵素による-アミノニトリルの合成手法。

(R)-MBA: (R)--Methylbenzylamine, 2MePGN: 2-Methyl-2-phenylglycinonitrile. (C)

変異型 pkDAOによるカップリング反応による第一級アミンからの新規な酵素

によるイミン合成手法。PPEA: 1-Phenyl-N-(1-phenylethylidene)ethanamine. 
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第 1章 

Baliospermum montanum 由来 S立体選択的ヒドロキシニトリルリア

ーゼのタンパク質表面に位置する 156番目のアスパラギンへの 

変異導入による触媒効率及び立体選択性の改良 

要約 

S立体選択的な Baliospermum montanum 由来ヒドロキシニトリルリアーゼ

(BmHNL)は芳香族化合物に対する広い基質特異性と同時に高い熱耐性を持つ

が、立体選択性および比活性が低い酵素である。この酵素を産業応用するため

に、(S)-mandelonitrile生産に対する立体選択性および比活性を変異導入にて改

善した。BmHNLの(S)-mandelonitrile生成に対する比活性は 52 U/mgであった

が、BmHNLH103C/N156G変異体では 154 U/mgまで向上し、鏡像体過剰率は

55%から 93%まで向上した。反応速度論解析に関する(R)-mandelonitrileに対す

る Km値や(S)-mandelonitrileに対する kcat値は Asn156の変異導入により上昇して

おり、鏡像体過剰率の向上に寄与していることが分かった。これは(S)-

mandelonitrileに対する BmHNLの触媒効率と鏡像体過剰率の改善をランダム変

異と部位特異的変異導入を組み合わせて行った初めての報告である。 
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1-1.緒言 

ヒドロキシニトリルリアーゼ(HNL ; EC 4.1.2.10, 4.1.2.11, 4.1.2.46, and 4.1.2.47)

は可逆的な反応を触媒する生体触媒で、立体選択的にシアノヒドリンの合成及

び分解反応を触媒する。農薬や医薬品の生産に重要な中間体として利用される

(R)もしくは(S)-mandelonitrile, 2-octanal cyanohydrin, -bromocyanohydrinなど様々

な光学活性シアノヒドリンの合成に利用が可能である 16-21。 

R-立体選択的な HNL(R-HNL)はアーモンド Prunus dulcis (amyglutas) (PaHNL) 
22、パッションフルーツ Passiflora edulis (PeHNL)23、Granulicella tundricola 

(GtHNL)24、 Chamberlinius hualienensis (ChuaHNL)12などから精製され、諸性質

の検討が行われている。S-立体選択的な HNL(S-HNL)は R-HNLに比べ報告例が

少なく、パラゴムノキ(Hevea brasiliensis; HbHNL)25、キャッサバ(Manihot 

esculenta; MeHNL)26、 モロコシ(Sorghum bicolor; SbHNL)27、 Baliospermum 

montanum (BmHNL)11から精製し諸性質が検討され、報告されている。それら

HNLは植物や細菌、ヤスデ由来であり、多様な性質を持ち、その立体構造にも

特徴がある。酵素の構造的な特徴としては大きく 4つのスーパーファミリーに

分類できる 28。(oxidoreductases, -hydrolases, Zn2+-containing alcohol 

dehydrogenases, cupin like enzymes28)その中でも-hydrolases HNLは大腸菌での

発現に関する研究が最も進められており 25,26,29、光学活性シアノヒドリンの応

用に最も近い HNLである。5,18,30 

光学活性シアノヒドリンの工業的な生産において、酵素には一般的に高い立

体選択性、高耐熱性、pH安定性、高活性が求められる。S立体選択的な

BmHNL(-hydrolases スーパーファミリー)は他の同タイプの S-

HNL(MeHNL,HbHNL)と比較して、芳香族化合物に対する広い基質特異性と高

い熱安定性をもつことから、産業的なシアノヒドリン合成のために、魅力的な

HNLの一つである 31。しかしながら、BmHNLは比活性や立体選択性において

は他の S-HNLよりも低いという大きな欠点がある。本章では、様々な S-シアノ

ヒドリンの合成を行う BmHNLの応用拡大のため、BmHNLの立体選択性及び比

活性の改良を目的とし、すでに報告のある同タイプ(-hydrolase)の高い立体選

択性をもつ S-HNL、MeHNLや HbHNLとの構造類似性を基に研究を進めた。 

-hydrolase HNLは一般的に大腸菌での発現を低温下(25℃以下)で行うが
5,18,25,29、Asanoらは MeHNLにおいて 103番目のヒスチジンに変異導入を行うこ

とで、一般的に大腸菌の培養に用いる温度、37℃での可溶性発現に成功してい

る 32。本研究では、まずこの文献を参考に BmHNLのタンパク質発現を改良す

るため BmHNLの 103番目のヒスチジンに変異を導入し、BmHNLH103C変異体

を構築した。BmHNLH103Cは高い発現性を示すが、やはり立体選択性および
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比活性は野生型と同様、低いままであった。そこで(S)-mandelonitrileに対する

BmHNLH103Cの立体選択性および比活性の改良のため、ランダムな変異導入

を用いて実験を実施し、156番目のアスパラギンに変異導入を行うことで立体

選択性および比活性が向上することを発見した。さらに、変異酵素の特性解析

を行い、(S)-mandelonitrileの立体選択的合成の増加に対して、Asn156変異がど

のように影響するか詳細に解析を行った。 

1-2. 材料と方法 

1-2-1. 化学物質と酵素の調整 

全ての化学物質は特級グレードであり、benzaldehydeやラセミ体

mandelonitrileは Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)から購入した。(R)-mandelonitrile

は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)、(S)-mandelonitrileは、Senba

らによって記載された方法に従って MeHNLによって合成した 33。また遺伝子

操作に関する試薬(制限酵素、ライゲーションミックス、ポリメラーゼなど)は

Takara Bio Inc. (Kyoto, Japan)から購入した。 

1-2-2. HNL酵素活性測定 

酵素の活性は mandelonitrileの分解と合成反応を測定している。mandelonitrile

合成のための酵素活性は、benzaldehydeとシアンから生成する光学活性

mandelonitrileの量を以下のように測定することにより評価した。mandelonitrile

合成の活性測定は、反応液(50 mM benzaldehyde、100 mM KCN、300 mMクエン

酸緩衝液 pH 4.2)および 50 μLの酵素溶液からなる反応混合物(0.5 mL)中で、

25℃で行った。生成した光学活性 mandelonitrileの立体化学を、Asanoらによっ

て確立された方法に従って HPLCによって評価した 11。光学活性 mandelonitrile

に対する合成活性の 1 Uは、benzaldehydeから 1分間に 1 μmolの光学活性

mandelonitrileを生成する酵素の量として定義した。(S)-mandelonitrileへの変換

率(%)は、以下の式により算出した。(反応で生成した(S)-mandelonitrile (mM)/反

応に用いた benzaldehyde量(mM))×100)さらに、(S)-mandelonitrileに対する鏡像

体過剰 ee (%)は下記式により算出した。((S)-mandelonitrile (mM) - (R)-

mandelonitrile (mM))/((S)-mandelonitrile (mM) + (R)-mandelonitrile (mM))×100) 

mandelonitrile分解に対する酵素活性を、2 mMラセミ体 mandelonitrile、50 mM

クエン酸緩衝液、pH 5.5、および酵素溶液からなる反応液(1 mL)を用いて 25℃
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で、280 nmにおける benzaldehydeの生成速度を測定した。HNL活性測定のため

の mandelonitrileの酵素による分解反応の初速度を、以下の式によるバックグラ

ウンド減算によって計算した。(測定値の分解速度-各 mandelonitrile濃度の非酵

素分解速度)。mandelonitrileの分解活性の 1 Uは、1分間に 1 μmolの

benzaldehydeを(R)-または(S)-mandelonitrileから生成する酵素量として定義し

た。また、(R)-および(S)-mandelonitrileのカイネティックパラメーターを、それ

ぞれの分解反応の初速度から算出した。 

 

1-2-3. 組換え酵素の発現のためのベクター構築 

 

BmHNL遺伝子を、pUC19ベクターへの挿入のために、遺伝子配列 31から設

計したプライマー(P1 and P2 in Table 1-1)を用いた PCRにより増幅した。増幅さ

れた PCR産物を制限酵素 BamHIおよび SphIで消化し、アガロースゲル電気泳

動によって分離し、Qiagen (Tokyo, Japan)の QIAquickTMゲル抽出キットで精製

した。増幅した HNL遺伝子を pUC19ベクターの lacプロモーターの下流に挿入

し、構築した発現ベクターにより大腸菌 JM109を形質転換した。詳細な DNA

操作は、参照として先に記載した文献を参考にしている 32。 

 

1-2-4. エラープローンPCRによるランダム変異導入 

 

BmHNL遺伝子のランダム変異導入は、エラープローンPCRにより行った。ラ

ンダム変異導入のためのPCR反応液は、5 μLの10×Dream Taq buffer、0.4 mMま

たは0.6 mM MnCl2、0.2 mM それぞれdATP、dGTP、dCTPおよびdTTP、各プラ

イマーP7およびP8の10 pmol、2.5 U Dream Taq DNAポリメラーゼ(Thermo Fisher 

Scientific Inc.)、および鋳型DNAとして500 ngまたは100 ngのプラスミドpUC19-

BmHNL H103Cを用いた。PCRに用いる鋳型DNAの量によって変異導入効率を

変化させた。PCRを30サイクル実施し、それぞれ98℃で30秒間の変性工程(第1

サイクル、5分間)、50℃でのアニーリング工程を20秒間、ポリメラーゼによる

伸長工程を60℃で1分間行った。増幅されたDNA断片または増幅されたHNL遺

伝子をpUC19におけるlacプロモーターの下流に挿入し、大腸菌JM109を形質転

換した。 

 

1-2-5. mandelonitrile分解反応による高 HNL活性のスクリーニング 

 

変異 HNL遺伝子を保有する組換え大腸菌細胞を、80 μg/mLのアンピシリン
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および 0.1 mM isopropyl--D- thiogalactopyranoside (IPTG)を含む、Luria-Bertani 

(LB)培地で培養した。ABgene 96ディープウェルプレート(Life Technologies)を

用い、それぞれのウェルに 160 μLずつ培地を分注し、そのウェルに個別に植菌

し、バイオシェーカーM BR024(TAITEC, Saitama, Japan)上で 900 rpm振とうし、

37℃で 12時間培養した。その後 2,000×gで 10分間遠心分離し、培養液から菌

体を回収した。その菌体からリゾチーム溶液(100 mMリン酸カリウム緩衝液、

pH 7.0、10 mM EDTAおよび 10 mg/mLリゾチーム)による凍結融解プロセスを

用いた酵素消化によって個別に酵素液を抽出した。HNL活性のハイスループッ

トアッセイは、Asanoらによって記載された方法によって実施した 32。 

 

1-2-6. BmHNL H103Cの部位特異的変異導入および Asn156の飽和変異導入 

 

BmHNL H103C変異体は、P3および P4プライマー(Table 1-1)および pUC19-

BmHNLを鋳型として、Quick-Change部位特異的変異導入キット(Stratagene, La 

Jolla, CA, USA)を用いて、以下のように PCRによる部位特異的変異導入を行っ

た。PCR反応液は、5 μLの 10 ×反応緩衝液、1 μLの dNTPミックス、41 μLの

蒸留水、2.5 U PfuTurbo DNAポリメラーゼ、1.25 μL(10 ng/μl)のセンスおよびア

ンチセンスプライマー、および鋳型 DNAとしての 10 ng pUC19-BmHNLベクタ

ーからなる。また PCR反応を以下のステップで 18サイクル行った。95oCで 20

秒間の変性ステップ(最初のサイクルは 95oCで 2分間)、60oCでのアニーリング

ステップを 10秒間、および 68oCで 4分間の伸長反応ステップを実施した。生

成物を 37oCで 10 Uの Dpn Iで 1時間処理し、その処理後の液を大腸菌 JM109

の形質転換に使用した。 

BmHNLH103Cにおける Asn156の飽和変異導入も、同じキットおよび方法を

用いて、NNKコドン(Table 1-1)および pUC19-BmHNLH103Cベクターを含む P5

および P6プライマーを用いて行った。 

 

1-2-7. 組換え HNLの発現および酵素精製 

 

組換え大腸菌細胞を、80 μg/mLのアンピシリンを含む 5 mLの LB培地中で

37oC、12時間培養した。次いで、増殖した細胞(5 mL)を、80 μg/mLのアンピシ

リンおよび 0.5 mM IPTGを含む 500 mLの LB培地に移し、37oCで 12時間培養

した。菌体を遠心分離(5,000 ×g、15分間)により回収し、pH 7.0の 20 mMリン

酸カリウム緩衝液(KPB)で洗浄後、懸濁した。 

超音波処理により菌体を破砕した後、遠心分離(20,000×g、30分、4oC)によ

り菌体破砕物を除去し、上清溶液を回収し、以下のように酵素を精製した。回
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収した粗酵素溶液を、20 mM KPB、pH 7.0で平衡化した DEAE-Toyopearlカラ

ム(10 cm×直径 2.8 cm)に供し、NaCl (0〜0.5 M、それぞれ 150 mL)の直線勾配を

用いて溶出した。次いで、活性画分を 30%硫酸アンモニウム飽和にし、硫酸ア

ンモニウム(30%飽和)を含む 20 mM KPB、pH 7.0で平衡化した Butyl-Toyopearl 

650 Mカラム(3.5 cm×2.8 cm)に供した。次いで、酵素を、硫酸アンモニウムの

直線勾配(30%〜0%飽和、それぞれ 100 mL)を用いて、20 mM KPB、pH 7.0で溶

出した。次いで、溶出物を、硫酸アンモニウム(30%飽和)を含む 20 mM KPB、

pH 7.0で平衡化した Resource Phenyl (3.5cm×0.64 cm)に供した。吸着した酵素

を、硫酸アンモニウムの直線勾配(30%〜0%飽和、それぞれ 10 mL)を用いて 20 

mM KPB、pH 7.0で溶出した。活性画分を回収し、20 mM KPB、pH 7.0のバッ

ファーにて透析した。 

 

1-2-8. 統合計算科学システムmolecular operating environment (MOE)によるドッキ

ングシミュレーション 

 

(S)-mandelonitrileとBmHNLの複合体構造を予測するために、(S)-mandelonitrile

とHbHNLの複合体(PDBコード1YB6 34同一性:56%)の構造をMOE解析によるド

ッキングシミュレーションのテンプレートとして用いた。(S)-mandelonitrileは、

HbHNLに結合する(S)-mandelonitrileをテンプレートとしてBmHNLの構造を重ね

合わせることによって、プログラムASEDockを使用してBmHNLとドッキング

した。 
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Table 1-1. 遺伝子クローニング及び変異導入のために用いたプライマーの配列 

太字は BmHNLにおける変異導入部分。 

  Sequence Comments 

P1 

5’ -

ATATGCATGCTAAGGAGATAGAAAATGGTGAGCGCTCATTTTAT

-3’  

Amplification of 

upstream of 

BmHNL gene 

P2 5’ -ATATGGATCCTCATGCGACAGCCAGCAAGT-3’  

Amplification of 

downstream of 

BmHNL gene 

P3 

5’ -

CCAGAGAAAGTTTCTGCCTTAGTTTTCTGTAATGCATTGATGCC

TGATGCATTGATCAC-3’  

Site-directed 

mutagenesis of 

H103C 

P4 

5’ -

GTGATCAATGCATCAGGCATCAATGCATTACAGAAAACTAAGG

CAGAAACTTTCTCTGG-3’  

Site-directed 

mutagenesis of 

H103C 

P5 
5’ -GTGACAGGACTTTAGCGGAGNNKATTTTTAGCAATTCGCC-

3’  

Saturation 

mutagenesis of 

Asn156 

P6 
5’ -GGCGAATTGCTAAAAATMNNCTCCGCTAAAGTCCTGTCAC-

3’  

Saturation 

mutagenesis of 

Asn156 

P7 5’ -GTAAAACGACGGCCAGT-3’  

Sequence and 

random 

mutagenesis in 

pUC19 

P8 5’ -AACAGCTATGACCATG-3’  

Sequence and 

random 

mutagenesis in 

pUC19 

 

1-3. 結果と考察 

1-3-1. (S)-mandelonitrileに対する BmHNLの高活性変異体のスクリーニング 

まず、エラープローン PCRの条件検討を実施した。PCRの鋳型 DNAの量を

変化させ、変異導入効率を確認したところ、鋳型 DNAを 500 ng用いた場合

は、BmHNLの遺伝子配列全体あたり約 1～2塩基の変異が導入されており、

100 ngの場合では 3～4塩基の変異導入が確認された。今回の検討では 100 ng

の鋳型 DNAにて PCRを実施した。 
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次に pUC19-BmHNL WT(野生型)を鋳型とし、変異体ライブラリーをエラープ

ローン PCRによって構築し、それら 1000変異体の中から高い HNL活性を示す

変異体をスクリーニングした。しかしながら、高活性な変異体は得られなかっ

た。BmHNLの大腸菌内での発現効率が悪いと考え、過去に Asanoらが、

MeHNLにおける His103の変異(Leu、Met、Cysなど)が可溶性の発現を増加さ

せ、(S)-mandelonitrileの触媒効率をわずかに改善した事例を参考に 35、BmHNL

の His103に変異を導入し、システインへの置換により可溶性の発現を向上させ

た。しかし、この変異体の HNL活性は低いままであった(0.9 U/mL培養液)。そ

こで、pUC19-BmHNL H103Cを鋳型としてエラープローン PCRを行い、6,000

クローンを含む変異体ライブラリーを構築し、それら変異体に対して HNL分

解活性を基に、ハイスループットスクリーニングを行い、より高い HNL活性

を有する 3つの変異体、Asn156Asp、Ile157Val、および Thr152Ileを取得した。

これら 3つの変異体、BmHNL H103C/N156D、H103C/I157Vおよび

H103C/T152Iからの粗抽出物の HNL活性は、それぞれ培養液あたり、3.8 

U/mL、2.3 U/mL、および 2.4 U/mLを示した。したがって、H103C/N156D変異

体の HNL活性は最も高く、H103Cの約 4倍活性の高い変異体であった。 

1-3-2. BmHNLと(S)-mandelonitrileのMOEによるドッキングシミュレーション 

 

 -hydrolase HNLにおいて、Ser-His-Asp触媒トライアドがFigure 1-1の-

hydrolase HNLのアラインメントに示すように保存されており、全体的な構造は

非常によく類似している。Lys236は、(S)-mandelonitrileのシアン部分の領域との

相互作用のための重要な残基であり、S-HNLにおいて保存されているアミノ酸

残基である。R-HNLにおける同様のアミノ酸残基はMet237である。最近、

Nakanoらは、Phe121およびPhe178などのBmHNLの活性部位の近くにあるいく

つかの疎水性残基が、芳香族化合物に対する広範な基質特異性に寄与すること

を報告した36。MeHNLおよびHbHNLにおいて、これらの残基はLeuである

(Figure 1-2)。またドッキングシミュレーションの結果から、BmHNL特異的なア

ミノ酸残基である Thr152およびIle157が活性部位の近くに位置することを実証

した。これらはそれぞれベンゼン環、および(S)-mandelonitrileのニトリル基と相

互作用する可能性がある。またAsn156を含む-ヘリックスの一部もしくはその

周辺に位置するアミノ酸であった。 

   スクリーニングにおいて、H103C/T152IおよびH103C/I157V変異体がH103Cよ

りも高い活性を示すことを見出し(Table 1-3)、したがって、活性部位付近の疎

水性残基の両方の変異がBmHNL活性を増加させるのに有効であることを示唆し

ている。次に、Asn156と(S)-mandelonitrileの関係を、BmHNLとのドッキングシ
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ミュレーションをMOEプログラムで実行することによって解析した。(S)-

mandelonitrileとBmHNLの複合体の予測構造は、Asn156が(S)-

mandelonitrile(>8.0Å)の5Å以内に位置していないため、Asn156が(S)-

mandelonitrileと直接相互作用できないことを示唆した(Figure 1-2)。

H103C/N156DのHNL活性は他の変異体(H103C、H103C/I157Vおよび

H103C/T152V)よりも高く、通常は基質に直接作用するアミノ酸残基の変異が、

酵素活性に与える影響は大きいと推測されるが、Asn156は(S)-mandelonitrileと

直接相互作用することはできない。そこでAsn156変異をさらに詳細に調査し、

この変異がどのように酵素活性を向上させるか引きつづき検討を進めた。 

 

 

Figure 1-1. -hydrolase HNLのアミノ酸配列のアラインメント 

-hydrolase HNLに属するManihot esculenta (MeHNL)26, Hevea brasiliensis 

(HbHNL)25, Baliospermum montanum (BmHNL)31 and Arabidopsis thaliana (AtHNL)19

のアミノ酸配列を比較している。BmHNLのアミノ酸配列に対してHbHNLは

56%、MeHNLは55%、AtHNLは46%の類似性を示す。図中、触媒トライアドを

アスタリスクで、Lys236を緑枠で示した。 
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Figure 1-2. ドッキングシミュレーションによるBmHNLと(S)-mandelonitrile複合体

の予測構造 

A) (S)-mandelonitrile結合部位およびBmHNLにおけるAsn156の位置。B) (S)-

mandelonitrileの結合ポケット。示された残基は、BmHNL中の活性部位残基

である。この図は、ドッキング モデルにおける Thr152、Asn156、および 

Ile157 の関係を示し、Phe121およびPhe178は、BmHNLにおける特異なアミ

ノ酸残基であり、芳香族化合物に対する広範な活性に寄与する。 

 

Table 1-2. S-HNLの基質入口および活性部位に位置するアミノ酸残基 

 

アンダーラインは基質入口に位置する残基。Gly81, Phe121, Phe133, Thr152, 

Ile157, Phe178はBmHNLに特有のアミノ酸。アスタリスクは触媒トライアドを

示す。 
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Table 1-3. BmHNL H103Cのランダム変異導入によるライブラリーから得られた

高活性変異体の結果 

Mutant 
U/mL 

(culture) 

BmHNL H103C (control) 0.9  

+N156S/F121L 7.4  

+N156S/I9V/I43V 4.5  

+N156D 3.8  

+T152I 2.4 

+I157V 2.3  

+K119R/A256V 2.1  

+I132T 1.8 

+I43V 1.8  

+S257C 1.1  

 

1-3-3. BmHNL H103CにおけるAsn156の飽和変異導入による解析 

 

BmHNL H103CのAsn156を部位特異的変異導入法により19アミノ酸に置換

し、全ての変異体のHNL活性を測定した。今回Asn156の飽和変異導入における

変異体の比較においては、無細胞抽出液での比較であり、培養液当たりの活性

(U/mL)で比較している。各変異体の精製酵素による比較はできていない。無細

胞抽出液の全タンパク質量あたりの活性(U/mg)でも比較し、同様の傾向を確認

している。しかし、培養液当たりの結果と比較して、誤差の大きな結果となっ

たこと、また実際の物質生産に用いる際に重要なデータとして、培養液当たり

の活性による比較データを示した。H103C/N156PおよびH103C/N156Hを除くす

べての変異体は、H103Cよりも高いHNL活性を示し、H103C/N156Gが最も高い

活性を示した(Figure 1-3)。H103C/N156Pでは、タンパク質が不溶化し、活性が

ほとんど消失する結果となったが、その他の変異体における発現量は大きく変

化していなかった。H103C/N156Hでは、H103C変異体と同様の活性を保持し

た。この結果からAsn156の置換は、BmHNLの活性を増加させるために有効で

あることが示された。 

さらに3つのBmHNL変異体(H103C、H103C/N156D、およびH103C/N156G)の

無細胞抽出液を用いて、50 mM benzaldehydeおよび100 mM KCNを含む300 mM

クエン酸緩衝液(pH 4.2)中に無細胞抽出液のタンパク質0.2 mgを添加した0.5 mL

中の反応により(S)-mandelonitrileの生成に対するAsn156変異の影響を検討し

た。H103C/N156DおよびH103C/N156Gによる(S)-mandelonitrileの生成は、それ

ぞれ70%および80%の変換率に増加した(H103C 54%)。(S)-mandelonitrileの鏡像

体過剰率も顕著に高く、32%(H103C)と比較して60%(H103C/N156D)および

80%(H103C/N156G)であった(Figure 1-4)。これらの結果は、Asn156の変異が(S)-
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mandelonitrile生成における変換収率および鏡像体過剰の改善に寄与する可能性

を示している。 

 

Figure 1-3. Asn 156飽和変異体の無細胞抽出液におけるHNL活性 

H103C変異体においてAsn156に変異導入を加えたプラスミドを有する細胞を

それぞれ5 mLのLB培地中で前培養し、これらの変異体をIPTG添加後37°Cで12

時間本培養した。HNL活性は、50 μLの無細胞抽出液を含む、mandelonitrile合成

反応中で5分間反応させ、比較した。mandelonitrileは、254 nm(n=3)でHPLCによ

り測定した。

 

Figure 1-4. BmHNL変異体の無細胞抽出液における(S)-mandelonitrileの生成 

BmHNLH103C、H103C/N156DおよびH103C/N156Gの無細胞抽出液(0.2 mg)を標

準的なmandelonitrile合成反応にて使用した。A)各時間における(S)-mandelonitrile

生成。B)各時間における生成物の鏡像体過剰率(ee)。 

, BmHNLH103C;, BmHNLH103C/N156D; , BmHNLH103C/N156G. 
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1-3-4. BmHNL変異体の立体選択性 

 

Asn156の変異導入が(S)-mandelonitrileに対してより高い立体選択性を向上さ

せることを証明するために、benzaldehydeおよび KCNからの mandelonitrileの

合成反応を、3つの精製した変異体酵素(BmHNLH103C, BmHNLH103C/N156D, 

BmHNLH103C/N156G)を用いて、反応に用いる酵素量を 0.65 Uに統一して反応

生成物を比較した。全 mandelonitrile生産((R)-mandelonitrile+(S)-mandelonitrileの

生産量)の反応速度は、反応に用いた酵素活性量が同じであるため、各変異体に

ついて同じであった。しかし、(S)-mandelonitrileの鏡像体過剰率は、H103C 変

異体で 54%であるのに対し、H103C/N156G変異体で 76% 、H103C/N156D変異

体で 63% であり、大きく向上することが分かった  (Figure 1-5)。したがって、

Asn156におけるグリシンまたはアスパラギン酸への変異は、(S)-mandelonitrile

の生成における鏡像体過剰率を増加させることに寄与することが明らかとなっ

た。次に、(S)-mandelonitrileの生成に及ぼす酵素量の影響を検討した。

H103C/N156Gによって生成される(S)-mandelonitrileの鏡像体過剰率(ee)は、野生

型酵素によって同じ条件下で生成される eeの 55%と比較して、酵素量が増加す

ると最大 93%に増加した(Figure 1-6)。これらの結果は、(S)-mandelonitrileに対

する BmHNLの立体選択性が Asn156変異によって顕著に改善されたことを示し

ている。 

 

Figure 1-5. BmHNL変異体の精製酵素による(S)-mandelonitrileに対する鏡像体過

剰率 

Mandelonitrile生成は 0.65 Uの酵素で行い、その量を HPLCにより測定した。

A)(R + S)-mandelonitrile生成量。B)各反応における(S)-mandelonitrileの鏡像体過

剰率 

, BmHNLH103C;, BmHNLH103C/N156D; , BmHNLH103C/N156G. 
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1-3-5. (R)または(S)-mandelonitrile分解反応における BmHNL変異体の反応速度論

的解析 

 

BmHNL Asn156変異体による(S)-mandelonitrileに対する鏡像体過剰率の向上に

関してさらに詳細な解析を行うため、(R)-および(S)-mandelonitrileについてそれ

ぞれの分解活性を基に反応速度論解析を行った(Table1-4)。精製酵素

H103C/N156Dおよび H103C/N156G変異体の(S)-mandelonitrile合成反応の比活性

は、それぞれ 117 U/mgおよび 154 U/mgであった(H103C変異体酵素の 22.8 

U/mgよりも 5〜7倍高い)。 

まず H103C変異体は、(R)-mandelonitrileおよび(S)-mandelonitrileの両方に対

して酵素活性を示し、(S)-mandelonitrileの kcatは 52.9 s-1、(R)-mandelonitrileの

7.98 s-1の 6.6倍高かったが、Km値は類似していた(それぞれ 0.34 mMおよび

0.28 mM)。H103C/N156D変異体の場合、(R)-mandelonitrileに対する Kmは 0.61 

mM、 (S)-mandelonitrileの 0.47 mMよりもわずかに高く、(R)-mandelonitrileの

H103C変異体よりも 2.2倍高い値を示した。(S)-mandelonitrileの kcatは 88.1 s-1、

(R)-mandelonitrileの 9.27 s-1の 9.5倍高かった。したがって、(S)-mandelonitrileの

H103C/N156D変異体の kcat値は H103C変異体の 1.7倍であったのに対し、(R)-

mandelonitrileの kcatは H103C変異体の kcatと類似していた。H103C/N156G変異

体では、(R)-mandelonitrile(1.49 mM)の Km値は H103C変異体(0.28 mM)の 5.3倍

であったのに対し、(S)-mandelonitrileの Km値はわずかに高かった(それぞれ 0.49

および 0.34 mM)。(S)-mandelonitrile)の kcat値は 122 s-1、(R)-mandelonitrileの 12.7 

s-1の 9.6倍高かった。したがって、(S)-mandelonitrileの Kmは H103Cおよび

H103C/N156D変異体と類似していたが、(S)-mandelonitrileの kcatは H103C変異

体の 2.3倍高かった。全体として、(S)-mandelonitrileの触媒効率は、H103C変異

体の 157 mM-1s-1から H103C/N156G変異体では 251 mM-1s-1に増加したのに対

し、(R)-mandelonitrileの触媒効率は、H103C変異体の 29.7 mM-1s-1から 8.8 mM-

1s-1に減少した。H103C/N156G変異体に(S)-mandelonitrileの E値は 28.5であ

り、H103C変異体(5.38)の 5.3倍であった。 

まとめると、3つの変異体の反応速度論的解析の結果は、Asn156変異が立体

選択的認識(mandelonitrileの場合)に寄与することを示した。(S)-mandelonitrileに

対する H103C/N156G変異体で向上した鏡像異性過剰率は、(S)-mandelonitrileの

触媒効率の増加による結果であり、(R)-mandelonitrileの生成効率を低下させ

た。(R)-mandelonitrileの Kmと(S)-mandelonitrileの kcat値の増加が、(S)-

mandelonitrile生成効率および鏡像体過剰率の向上に寄与していることがわかっ

た。 
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1-3-6. Asn156アミノ酸置換における立体選択性及び活性向上メカニズムの考

察 

 

Reetzらは、酵素の立体選択性を改善するためドッキングシミュレーション

を用いて、基質と相互作用するアミノ酸残基を特定し、反復飽和変異導入法を

確立し、PALの S立体選択性(緑膿菌由来の-加水分解酵素リパーゼ)の、S基

質の kcat値を増加させ、活性部位付近の 3残基への変異によって S基質の Km値

を低下させることによって改善したことを報告している 37。この章では、 (S)-

mandelonitrileの kcat値を増加させることを見出した。しかし、(S)-mandelonitrile

に対する立体選択性は、(S)-mandelonitrileに対する触媒効率の増加と(R)-

mandelonitrileに対する触媒効率の低下の両方によって改善されている。同タイ

プの構造(-hydrolase)を持つ酵素であるが、基質に直接相互作用する残基に絞

った変異導入による改善で、Km値を低下させ、基質との相互作用を向上させる

パターンは非常に理解しやすいが、今回の HNLにおける Asn156の変異導入に

よる効果とは大きく異なる報告と考えられる。 

一方 Liebetonらは、-ヘリックスの表面に位置する Ser149、Ser164、および

Val55のグリシンへの置換によって PALの立体選択性が改善されたと報告して

いる。これらの変異が水素結合の喪失および柔軟性の増加によって-ヘリック

スの二次構造を変化させることによって活性残基の配向に影響を与える可能性

があることに言及している 38。上述のように、BmHNLの Asn156は、(S)-

mandelonitrileと直接相互作用することができない。しかし、(S)-mandelonitrile

の触媒効率と鏡像体過剰率は、BmHNLの表面の-ヘリックス上にある Asn156

の置換によって増加した。Asn156は-ヘリックスの C末端に存在し、この-ヘ

リックス上もしくは周辺には BmHNL特異的に存在する基質と相互作用するア

ミノ酸残基(Thr152, Ile157)が存在する。また-ヘリックスの N末端側は Glyで

あり、Asn156が Glyへ置換されることで、両末端が Glyとなることで、柔軟な

-ヘリックスとなり、基質との相互作用を変化させ、立体選択性及び活性の向

上に寄与したと推測した。また BmHNLの立体構造から Asn156の側鎖が周辺の

ループ構造に存在する Gln208の主鎖のカルボニル基と Lys129の側鎖のアミノ

基と水素結合を作り、-ヘリックス構造を固定していると推測された。今回

Asn156は Hisおよび Pro以外のアミノ酸残基への置換によって活性が向上する

ことが分かっている。Proへの置換は構造内の水素結合形成ができず-ヘリッ

クス構造を破壊してしまうことで、タンパク質自体が不安定となり、不溶化し

たことで活性を消失させたと考えられる。Hisにおいてはその側鎖が Asn156と

同様に周囲のループに位置するアミノ酸残基と水素結合形成することで、-ヘ

リックス構造を同様に固定し、活性が向上しなかったと推測した。他のアミノ
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酸への置換はすべてこの周囲のループに存在し、Asn156の側鎖と水素結合する

アミノ酸残基との相互作用がなくなるもしくは緩和されることで、-ヘリック

ス構造を柔軟にしたと推測した。直接相互作用しないタンパク質表面に位置す

るアミノ酸残基の変異における酵素活性への影響に関する報告は多くはない

が、活性部位に絞った変異導入では解決できない酵素の改良において、ランダ

ム変異導入による酵素全体への変異導入のアプローチは非常に重要と考えられ

る。今回の Asn156変異のより詳細なメカニズムは、変異体酵素の X線結晶構

造解析の取得により可能であると考えられる。 

Table 1-4.(R)もしくは(S)-mandelonitrileに対する BmHNL変異体の反応速度論的

解析結果 

 
    Km 

 (mM) 

kcat 

(s-1) 

       kcat / Km 

      (mM-1s-1) 

E-value        

(S) 

S              R                      S            R                              S               R                                  

 

H103C  

 

0.34±0.02 

 

0.28±0.03 

 

52.9±2.7 

 

7.98±0.68 

 

157±16.4 

 

29.2±1.1 

 

5.38 

 

H103C/N156D 

 

0.47±0.02 

 

0.61±0.09 

 

88.1±3.4 

 

9.27±1.26 

 

191±18.8 

 

15.4±0.17 

 

12.4 

 

H103C/N156G 

 

0.49±0.03 

 

1.49±0.26 

 

122 ±1.6 

 

12.7±1.78 

 

251±2.7 

 

8.81±0.37 

 

28.5 

パラメータは、280 nmにおける初速度を算出することによって、(R)−または

(S)−mandelonitrileの分解活性に基づいて計算した。kcat = (Vmax) / 60 × サブユニットの

分子量 29 kDa)、E値=((( kcat / Km (S)-mandelonitrile)/( kcat / Km of (R)-mandelonitrile)) 

 

 
Figure 1-6. BmHNLH103C/N156Gによる(S)-mandelonitrile生成における酵素量の

影響 
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Mandelonitrile生成は、BmHNLH103C/N156Gの 0.6-6.0 Uで 25°C、10分間の反

応により行った。: total (R+S)-mandelonitrile production, : enantiomeric excess 

of (S)-mandelonitrile.  
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第 2章 

ブタ腎臓由来 D-アミノ酸オキシダーゼを用いた第一級アミンの酸

化的シアン付加反応による-アミノニトリルおよび非天然-アミノ

酸の合成のための新規酵素法の構築 

要約 

アミンまたはアミノ酸中のアミノ基の酸化は、sp3 C-H結合を活性化してイ

ミンを形成させ、炭素原子をシアン化物などの求核剤の好ましい標的とす

る。したがって、イミンを介した-アミノニトリルの生成のため、オキシダー

ゼ反応に焦点を当て研究を進めた。様々なオキシダーゼ反応を触媒する酵素か

らスクリーニングを行い、ブタ腎臓由来 D-アミノ酸オキシダーゼ(pkDAO)およ

びヘビ(Crotalus atrox)由来の L-アミノ酸オキシダーゼが、phenylalanineおよび

シアン化カリウム(KCN)から、2-アミノ-2-シアノ-3-フェニルプロパン酸の合成

を触媒した。変異型 pkDAO(Y228L/R283G)は、(R)- -メチルベンジルアミンお

よび KCNからのラセミ-2-メチル-2-フェニルグリシノニトリルの合成を触媒し

た。これらの結果に基づいて、変異型 pkDAOとニトリラーゼ AY487533を用い

て、第一級アミンから非天然の-アミノ酸を合成するための新しいカスケード

反応を開発した。これは、-アミノニトリルと非天然-アミノ酸の酵素合成の

初めての報告である。これらの方法は、水系における-アミノニトリルおよび

非天然-アミノ酸の合成において興味深い知見であると考えられる。 
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2-1. 緒言 

-アミノニトリルを介した-アミノ酸の化学合成は、1850年に Adolph 

Strecker39によってアルデヒド、アンモニア、およびシアン化物を原料として使

用し、アルデヒドからシアン化カリウム(KCN)の存在下でアンモニアと縮合し

て-アミノニトリルを形成し、その後加水分解されてアミノ酸を生成する反応

として報告されており、ストレッカー反応と呼ばれ、古くからよく知られた反

応の一つである。不斉助剤または不斉触媒を利用することで、立体選択的にア

ミノ酸を合成し、生物活性をもつペプチド、医薬品、または農薬などの前駆体

の合成に有用である 40。最近、アミンからの-アミノニトリルの新規化学合成

が、アミンの光酸化によるシアン化によって報告されている。それらは、

neopentylamineから 2-amino-3,3-dimethylbutanenitrileを介して tert-leucine塩酸塩

へ効率よく変換できる反応である 41。これらのアミノ酸合成反応において、-

アミノニトリル合成における sp3 C-H結合の直接の活性化は、シアン化物と新

たな C-C結合を作るための重要な反応として考えられている。 

 天然および非天然の-アミノ酸の酵素生産は、酵素が温和な条件下で基質と

効率的に反応し、コンパクトな反応器を用いて合成を行うことができるため、

広く研究されている。例えば、アミノ酸デヒドロゲナーゼ 42による-ケト酸の

不斉還元的アミノ化や、アミノ酸アンモニアリアーゼによる-不飽和カルボ

ン酸へのアンモニアの不斉付加など、アミノ酸代謝酵素を用いた天然および非

天然アミノ酸の酵素合成法が開発されている 43。また、ニトリラーゼ 44,45によ

る-アミノニトリルから-アミノ酸への立体選択的変換、およびニトリルヒド

ラターゼ、アミノ酸アミドラセマーゼ、および立体選択的アミノ酸アミド加水

分解酵素を用いたアミノニトリルおよびアミノ酸アミドのダイナミックな光学

分割法も、-アミノ酸の立体選択的生産のための魅力的な方法である 9,10。 

 ニトリルおよびアミノニトリルの合成のための酵素を用いた方法も、ニトリ

ル代謝酵素を用いて報告されている。例えば、芳香族ニトリルは、アルドキシ

ムの脱水を触媒するアルドキシムデヒドラターゼを用いて合成できる 14。植物

または昆虫からのヒドロキシニトリルリアーゼは、ケトンまたはアルデヒドお

よび KCNからシアノヒドリンを合成するために利用されている 5,12。この反応

は、一部の酵素以外の化学触媒ではできない不斉 C-C結合形成反応であるた

め、酵素の研究の中で行われている最も重要な反応の 1つである。近年、オキ

シダーゼ反応を用いたアミンの酸化反応を介した、アミノニトリルの酵素合成

も報告されている。Aspergillus niger由来の変異型モノアミンオキシダーゼを利

用して、KCNとのインキュベーションによりピロリジン化合物から対応するア

ミノニトリルを合成した事例である 46。ピロリジンはまずアミンから酸化反応

で、第二級のイミンに変換され、得られたイミンはシアンの付加により、さら
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に第二級の-アミノニトリルに変換される。この酵素法は、第二級の-アミノ

ニトリルのみを合成するために利用でき、第一級のアミノニトリルの合成はで

きていない。第一級アミンから酸化反応によって生成する一級イミンは一般的

に水中では速やかに加水分解され、ケトンやアルデヒドに変換される。そのた

めこれまでに酵素反応にて第一級アミンから-アミノニトリル合成を行った報

告はない。 

 最近、Asanoらは、X線結晶構造に基づく部位特異的変異導入法により、ブ

タ腎臓由来の D-アミノ酸オキシダーゼ(pkDAO)からアミンオキシダーゼ活性を

示す新たな R-立体選択的アミンオキシダーゼの創製に成功した(Figure 2-1)。彼

らは、変異酵素 pkDAO(Y228L/R283G)が、(R)--Methylbenzylamine ((R)-

MBA)、(R)-4-fluoro--methylbenzylamine ((R)-FMBA)、および(R)--

ethylbenzylamine ((R)-EBA)などの特定の第一級アミンを酸化できることを報告

している。さらにラセミ体 MBAから、変異型 pkDAOによる酸化反応と

NaCNBH4
15などの還元剤を組み合わせることで、デラセミ化反応による(S)-

MBAの光学分割に成功している。第 2章では、野生型 pkDAOおよび変異型

pkDAO(Y228L/R283G)が、それぞれのアミノ酸および第一級アミンから-アミ

ノニトリルを合成できることを発見し、変異型 pkDAOを用いて第一級アミン

から-アミノニトリルを合成するための最適条件を検討した。さらに、変異型

pkDAOとニトリラーゼ AY487533を用いて、第一級アミンから非天然-アミノ

酸を合成するためのカスケード反応を構築した。本研究は、これまで報告のな

い第一級アミンからの酵素による-アミノニトリル合成手法に関する初めての

研究である。 

 

 

Figure 2-1.野生型 pkDAOと変異型 pkDAOの活性中心及び反応スキーム 

野生型 pkDAO(左側)は、(R)-phenylalanineの酸化を触媒するアミノ酸オキシダ

ーゼである 47。Y228Lと R283Gの 2点変異により構築された変異型 pkDAO(右
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側)は、 (R)-MBAの酸化を触媒するアミンオキシダーゼ活性を有する 15。 

 

2-2. 材料と方法 

2-2-1. 化学物質と試薬の調製 

 

(R)--Methylbenzylamine ((R)-MBA)は、Acros Organics (Geel, Belgium)から入手

した。D-および L-phenylalanine (Phe)、ラセミ-2-phenylglycine (2PG)、ラセミ-2-

phenylglycinonitrile (2PGN)、(R)-4-fluoro--methylbenzylamine ((R)-FMBA)、(R)-

-ethylbenzylamine ((R)-EBA)、およびラセミ-2-amino-2-phenylbutylic acid (2EtPG)

を Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)から購入した。(S)-2-Methyl-2-

phenylglycineは、鏡像体過剰率の分析のために ASTATECH (Bristol, PA, USA)か

ら入手した。ラセミ-2-MePG、ラセミ-2-methyl-2-phenylglycinonitrile 

(2MePGN)、およびラセミ-4-fluoro-2-methyl-2-phenylglycine (F-2MePG)を、それ

ぞれ Strecker反応、Bucherer-Bergs反応、およびヒダントインの加水分解の方法

に従って化学合成した 48-51。Crotalus atrox (CaLAO)由来の L-アミノ酸オキシダ

ーゼおよびブタ腎臓由来の D-アミノ酸オキシダーゼは、Sigma-Aldrichから入

手した。ライゲーションミックス、ポリメラーゼ、および制限酵素は、変異型

pkDAOおよびニトリラーゼ AY487533の遺伝子クローニングのために Takara 

Bio Inc (Otsu, Siga, Japan)から入手した。 

 

2-2-2. 発現系の構築 

 

pkDAOおよび変異型 pkDAOの発現ベクターは、Yasukawaらの報告と同様よ

うに構築した 15。 Chaplin らによって報告されたニトリラーゼ AY487533 遺伝子 

(AY487533.1) は、Thermo Fisher Scientific (Bunkyo, Tokyo, Japan)で遺伝子合成し

た 52,53。合成した遺伝子を NcoIおよび XhoIで消化し、この断片を同じ制限酵

素で消化した pET15bベクターに連結した。構築したベクターを用いて、大腸

菌 BL21(DE3)を形質転換した。形質転換体を用いて、ニトリラーゼ AY487533

遺伝子を発現させた。 

 

2-2-3. 変異型pkDAOとニトリラーゼAY487533の調製および酵素精製 

 

変異型pkDAO 

pUC-18変異型pkDAO (Y228L/R283G)を保有する大腸菌細胞(JM109)を、80 

μg/mlのアンピシリンを含む5 mlのLB培地中で37°C、12時間前培養した。次

に、増殖した細胞(5 ml)を、80 μg/mlのアンピシリンおよび1 mM IPTGを含む
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500 mlのLB培地に植菌し、37°C、24時間本培養して変異型pkDAO遺伝子を発現

させた。細胞を遠心分離(5,000 ×g、15分間)により回収し、10 mMリン酸カリウ

ム緩衝液(KPB) pH 8.0で洗浄、懸濁した。菌体(湿重量12 g)を超音波処理により

破砕した後、菌体破砕物を遠心分離(20,000 ×g、30分、4°C)により除き、上清を

酵素液とした。この上清に20〜35%飽和硫酸アンモニウムによって形成された

沈殿物を、0.1 % 2-mercaptoethanol (2ME)を含む10 mM KPB、pH 8.0に溶解し、

透析した。次いで、透析した酵素溶液を、0.1% 2MEを含む10 mM KPB pH 8.0で

平衡化したDEAE-Toyopearlカラム(10 cm×直径2.8 cm)に供し、NaClの直線勾配(0

〜0.15 M、それぞれ150 mL)によって溶出した。活性画分を回収し、硫酸アンモ

ニウムを20%飽和まで添加し、その溶液を、硫酸アンモニウム(20%飽和)を含む

10 mM KPB pH 8.0で平衡化したButyl-Toyopearl 650Mカラム(3.5 cm×2.8 cm)に供

した。吸着した酵素を、10 mM KPB、pH 8.0の硫酸アンモニウムの直線勾配(20

〜0%飽和、それぞれ100 mL)によって溶出した。活性画分を回収し、0.1%の

2MEを含む10 mM KPB、pH 8.0を用いて透析した。 

 

ニトリラーゼ AY487533 

pET15b-ニトリラーゼ AY487533を保有する大腸菌 BL21(DE3)細胞を、80 

μg/mlアンピシリンを含む 5 ml LB培地中で 37°Cで 12時間で前培養した。次

に、増殖した細胞(5 ml)を 80 μg/mlアンピシリンを含む 500 mlの LB培地に植

菌し、37°C、12時間培養した後、0.5 mM IPTGを加え、さらに 30°Cで 12時間

インキュベートし、ニトリラーゼ AY487533遺伝子を発現させた。細胞(湿重量

23 g)を遠心分離(5,000 × g、15分間)により回収し、20 mM KPB pH 8.0で洗浄し

た。その後、超音波処理により菌体を破砕し、遠心分離(20,000 × g、30分、

4°C)により菌体破砕物を除去し、上清を回収した。その上清を、0.1% 2MEを

含む 10 mM KPB、pH 8.0で平衡化した DEAE-Toyopearlカラム(10 cm×直径 2.8 

cm)に供し、吸着した酵素を NaClの直線勾配(0-0.5 M、それぞれ 150 ml)により

溶出した。活性画分を回収し、0.1%の 2MEを含む 10 mM KPB、pH 8.0に対し

て透析した。透析した酵素液を限外ろ過により約 100 U/mlまで濃縮し、実験に

用いた。 

 

2-2-4. アミンオキシダーゼおよびニトリラーゼの活性測定 

 

オキシダーゼ活性は、30°Cで下記の反応液中の過酸化水素生成速度を測定す

ることによって算出した。 反応液は、20 mM (R)-MBA、1.5 mM 4-

aminoantipyrine、2 mM phenol、2 Uの西洋ワサビペルオキシダーゼ、100 mM 

KPB pH 8.0、および適量の酵素から構成され、最終容量は 1.0 mlで調整した。
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酵素活性のアッセイは酵素溶液の添加によって開始され、過酸化水素の形成は

505 nmの吸光度を測定することによって 30°Cで 5分間、分光光度計にて測定

した。オキシダーゼ活性の 1Uは、1分間に 1 μmolの過酸化水素の生成を触媒

する酵素の量として定義した。13.6 x 103 M-1 cm-1のモル吸収係数を用いて酵素

活性を算出している。 

 ニトリラーゼ活性は、2PGNから生成される 2PGの量を測定することによっ

て測定した。基質として 20 mM 2PGNを含む反応溶液を 100 mM KPB pH 8.0、

30°Cで 3分間インキュベートし、その後酵素溶液を加えて反応を開始した(反

応液全量 0.5 ml)。反応混合物を 30°Cで 5分間インキュベートし、その後、0.1 

mlの 2M HClO4を加えて反応を停止した。得られた沈殿物を遠心分離により除

去し、上清中の 2PGの量を高速液体クロマトグラフィー(HPLC)により分析し

た。ニトリラーゼ活性の 1 Uは、1分間に 2PGNから 1 μmolの 2PGの形成を触

媒する酵素の量として定義した。 

 

−− -アミノ酸もしくは第一級アミンからの-アミノニトリル合成可能な酵

素反応の探索 

 

酵素による-アミノニトリルの生成反応は、最終容量1.0 mlの反応液でpH 6

〜10、アミノ酸オキシダーゼまたはアミンオキシダーゼの存在下で、10〜200 

mM KCNを有する10 mM -アミノ酸または第一級-アミンを基質として用いて

検討した。反応は30°Cで1時間行い、0.2 mlの2 M HClO4を加えて停止した。得

られた沈殿物を遠心分離により除去し、上清中の反応生成物をTLC及びHPLC

により分析した。TLCまたはHPLCによって新しいスポットまたは新しいピー

クが検出されると、その生成物をMSによって分析した。スクリーニングに

は、Bacillus sphaericus由来L-phenylalanine dehydrogenase54, Bacillus sphaericus由

来 L-leucine dehydrogenase55, Crotalus atrox由来L-amino acid oxidase (CaLAO), pig 

kidney由来D -amino acid oxidase (pkDAO), pkDAO Y228L/R283G (変異型 

pkDAO)15を用いた。TLC分析は、ヘキサン/酢酸エチル(1:1)またはブタノール/

酢酸エチル/水(3:1:1)の溶媒を用いて行った。アミノ基を含有する化合物をTLC

プレート上でニンヒドリン法により分析した。 

 

2-2-6. アミノニトリルを同定するための Pheおよび(R)-MBAからの反応生成物

の調製 

 

D-または L-Phe(それぞれ 5 mM)を基質とし、2 Uの pkDAOまたは CaLAOを

用いて、150 mM KCN存在下で HClで pH 9.0に調整した反応溶液(1 mL)を 20°C
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で 1時間インキュベートした。2 M HClO4(0.1 mL)により反応を停止し、遠心分

離により沈殿物を除去した。上清を MSによる生成物の分析に用いた。(R)-

MBA(5 mM)を 150 mM KCN存在下で HClで pH 9.0に調整した反応溶液(1 mL)

に 2 U変異型 pkDAOを添加し、20°Cで 1時間インキュベートした。反応生成

物を 500 μLのヘキサンで抽出し、ガスクロマトグラフィー質量分析(GC-MS)に

よって同定した。 

 

2-2-7. HPLCによる反応生成物の分析 

 

L-Phe、D-Pheおよび(R)-MBAからの-アミノニトリル反応生成物を、60 mM 

HClO4および 20%アセトニトリル(80:20)を含む溶液を用いて、25°Cで

Crownpak CR-I (+)カラム(Daicel Co., Tokyo, Japan)を用いて HPLC (Waters, Tokyo, 

Japan)によって 0.4 ml/minで分析した。生成物量を、UV検出器を用いて 200 nm

で測定した。 

 (R)-MBAからの反応生成物 2MePGおよび 2MePGNも、60 mM HClO4および

10% MeOHを含む溶液を用いて、30°Cで Crownpak CR (+)カラム(Daicel Co., 

Tokyo, Japan)によって 0.8 ml/minの流速で分析した。 

 

2-2-8. Pheおよび(R)-MBAからの 2-Amino-2-cyano-3-phenylpropanoic acidおよび

非天然アミノ酸の同定 

 

2-Amino-2-cyano-3-phenylpropanoic acidおよび非天然-アミノ酸(2MePG、

F2MePG、2EtPG)を、Positiveモードの ESIイオン化法にて Bruker-Daltonics装置

(Bruker-Daltonics, Bremen, Germany)を用いて同定した。データ解析は、Bruker-

Daltonics microTOF Data Analysis version 3.4の Generate Molecular Formulaソフト

ウェアを使用して実施した。試料を 0.1%ギ酸水溶液で希釈し、MSによる

positive modeでの分析を行った。 

 

2-2-9. GC-MS解析による 2MePGNの同定 

 

   (R)-MBAから 2MePGN を 0.5 mL ヘキサンで 1 ml 反応混合物から抽出し、ス

プリットレスモードで HP-5ms カラム (30 m ×φ 0.25 mm; 0.25 μm, Agilent J&W) 

を用いて GC で分離した。この分析では、ヘリウムを 1.00 ml/minの流量でキャ

リアガスとして使用している。各化合物の MSを分析し、MSデータベース

(Wiley 9th/NIST 2011 MS Library; Hewlett Packard Co)56を用いて解析を実施し

た。 
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2-2-10. 第一級アミンからの非天然-アミノ酸の生成 

   非天然-アミノ酸(2MePG、F2MePGおよび2EtPG)は、120~240 UのpkDAO、

600~1200U(基質として2-PGNを用いた時の活性)ニトリラーゼAY487533、5 mM

の各第一級アミンおよび150 mM KCNを含む最適条件下で合成した。(HClによ

ってpH 9.0に調整。30 ml中30°Cで4時間反応)反応液に6 mlの2M HClを添加し反

応を停止し、遠心分離して不溶性物質を除去した。上清をWakoのDowexTm 

(50Wx8 50-100 Mesh (H) Cation Exchange Resin)カラムに供し、10%アンモニウム

溶液で溶出した。溶出液をエバポレーターにて蒸発させ、得られた粉体を核磁

気共鳴(NMR)やESI-MSで分析した。NMRスペクトルは(1H NMRおよび13C 

NMR)、Bruker Biospin AVANCE II 400 system (Bruker Biospin, Rheinstetten, 

Germany)を用いて測定した。 

 

2-3. 結果と考察 

 

2-3-1. -アミノニトリル生成を行う酵素反応の探索 

 

イミンおよびイミノ酸は、オキシダーゼまたはデヒドロゲナーゼとの酵素反

応によってアミンまたはアミノ酸から酸化され、生成される 57,58。合成された

イミンは、水溶液中で加水分解によって対応するケトンやケト酸に非酵素的に

変換される。そこで水中で行われる酵素反応系にシアンイオンが存在すること

でイミンが-アミノニトリルに変換されると考えた。そこで、様々なオキシダ

ーゼやデヒドロゲナーゼによる反応でイミン生成を行い、その反応液中にシア

ン化物を添加することで-アミノニトリルの生成が行えるか、様々な酵素を用

いスクリーニングを行った。まず NADH依存性アミノ酸デヒドロゲナーゼが対

応するアミノ酸からシアン存在下で、アミノニトリルを生成しないことを確認

した。シアン化物が反応液中の NAD+と反応することによってデヒドロゲナー

ゼ活性を阻害するという報告もあり、今回の検討でも同様の反応が進行してし

まったと推測した 59。次に、KCNを含む緩衝液中で、-アミノ酸または第一級

アミンを基質とし、アミノ酸オキシダーゼまたはアミンオキシダーゼにて反応

を行った。その反応生成物に対して TLC、HPLC、および MSによって-アミ

ノニトリルの形成を確認した。 

アミノ酸オキシダーゼ(D-アミノ酸オキシダーゼである pkDAOおよび L-アミ

ノ酸オキシダーゼである CaLAO)による反応では、D-または L-phenylalanineを

基質として、150 mM KCNを含む緩衝溶液中で 2 Uの酵素を用い反応を行っ

た。生成物は TLC上のニンヒドリン反応(アミノ基を有する化合物を染色)によ

って検出し、オキシダーゼ反応では検出されない KCNの添加によって検出さ
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れる新規生成物を確認できた。さらに新規生成物は、Crownpak CR-I (+)カラム

を使用した HPLC分析においても、保持時間 2.99分付近にピークとして検出さ

れた(Figure 2-2A)。そのピークを分取し ESI-MSにて分析したところ、分子イオ

ンピークは 191.0787 m/z [M+H+]であり(Figure 2-2B)、新規生成物が 2-Amino-2-

cyano-3-phenylpropanoic acidであることを示唆した。この検討から、pkDAOお

よび CaLAOがそれぞれ KCN存在下で D-もしくは L-phenylalanineからの-ア

ミノニトリルの合成を触媒することを確認した(Scheme 2-1 A)。これは、アミノ

酸からの-アミノニトリルの新規な酵素合成が行われたことを示唆する大きな

発見であると考えられた。 

さらに変異型 pkDAO(Y228L/R283G)がアミンオキシダーゼ活性によって(R)-

MBAから対応するイミンを合成することから、第一級アミンである(R)-MBA

からイミンを経由した-アミノニトリルの合成が可能と考え、実験を進めた

(Scheme 2-1B)。変異型 pkDAOを用い、100 mM KCNを添加した pH 8.0(HClに

て調整)の水溶液中で 5 mM (R)-MBAを基質として反応を行い、その反応生成物

を Crownpak CR-I (+)カラムを用いた HPLCで分析した。2MePGNと同じ溶出時

間に KCN添加由来で生成される新規ピークが得られた(Figure 2-3)。さらに同様

の反応を行った生成物をヘキサンで抽出し、GC-MSで分析を行った。GCスペ

クトルにおいて(R)-MBAからの生成物として 2つの主要なピークが検出された

(Figure 2-3Bの 2および 3)。ピーク 1および 4は、KCNの有無にかかわらず変

異型 pkDAOの反応によって形成され、MSデータベースによって

acetophenone(120.06 m/z)および-methyl-N-(1-phenylethylidene) 

benzenemethanamine (213.14 m/z)としてそれぞれ同定された。ピーク 2,3は KCN

添加により特異的に生成される化合物であり、両方の化合物がシアンを添加し

ない(R)-MBAのオキシダーゼ反応では検出されなかった。ピーク 2の分子イオ

ンピークはイミン化合物で 119.1 m/zであり、2MePGNからシアンが脱離して

生成したものと考えた。ピーク 3は、マススペクトルから 2MePGNから 2つの

フラグメント化された化合物(119.1および 131.05 m/z)を示していると推定した 

(Figure 2-3A)。これらフラグメントイオンが同時に主構造から生成する化合物

は 2MePGNの構造と考えられる。これは、アミンオキシダーゼ反応による第一

級アミンからのα-アミノニトリルの酵素的合成が進行していることを示すデー

タの 1つである(Scheme 2-1 B)。この反応の進行を証明するため、α-アミノニ

トリルが水中で不安定であることから、アミノニトリルをさらにアミノ酸まで

変換し、その生成物の同定を行うことで新規反応が進行していることを証明す

ることとした。 
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Scheme 2-1.アミノ酸オキシダーゼによる酵素的-アミノニトリル合成 

(A)アミノ酸オキシダーゼを用いた D-または L-phenylalanine(Phe)からの 2-

amino-2-cyano-3-phenylpropanoic acidの合成。(B)変異型 pkDAOによる(R)-MBA

からの 2MePGNの合成。 
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Figure 2-2.アミノ酸オキシダーゼによる D-または L-phenylalanine(Phe)からの 2-

amino-2-cyano-3-phenylpropanoic acidの酵素合成確認 

 (A)L-または D-アミノ酸オキシダーゼとのインキュベーションによる D-または

L-phenylalanineからの酸化生成物の HPLC分析。100 mM KPB pH 8.0 (点線)また

は 100 mM KPB pH8.0、100 mM KCN(実線)の 2条件で実施した結果を比較して

いる。(B)シアン添加による D-または L-Pheから合成された 2-amino-2-cyano-3-

phenylpropanoic acidの同定。酵素反応を HClO4で停止し、LCで分取し、0.1%

ギ酸水溶液で希釈した後、Bruker-Daltonics社製 microTOF装置で分析した。 
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Figure 2-3. (A)KPB pH 8.0中での変異型 pkDAOによる(R)-MBA由来の反応生成

物の GCスペクトル。(B) 150 mM KCN pH 9.0 (HClで調整)での変異型 pkDAO

による(R)-MBAからの反応生成物の GCスペクトル。(C)Figure 2-3 Bのピーク

1~4の MSスペクトル。 

 

2-3-2. 変異型 pkDAOによる 2MePGN合成反応の解析 

 

   上記のスクリーニング実験において、変異型 pkDAOが KCNの添加によって

(R)-MBAからの 2MePGN合成を触媒できることを示唆するデータが得られた。

次に、酵素反応の初速度を詳細に解析し、最適な反応条件の検討を行った。ま

ず pHにおいては、酸性側では反応速度が極めて低く、pHが 8.6~10.5の範囲で

高い反応速度を示した(Figure 2-4A)。反応温度は、40°Cまで反応速度が上昇

し、徐々に減少した(Figure 2-4B)。変異型 pkDAO 2 Uを用いて、(R)-MBA(150 

mM KCN、HClによって pH 9.0に調整)および KCN(5 mM (R)-MBA、KCNの各

濃度に対して HClによって pH 9.0に調整)について Km値を算出した。その結

果、それぞれ 1.42±0.03 mM((R)-MBA)および 25.1±3.1 mM (KCN)であると推定

された (Figure 2-5) 。したがって、2MePGN合成のための反応は pH 9.0および

40°Cで最適であり、(R)-MBAから 2MePGNを効率的に製造するためには、高
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濃度の KCNが必要であることが分かった。 

 

2-3-3. 変異型 pkDAOによる 2MePGN合成の最適化(Scheme 2-1 B) 

 

酵素反応において、水溶液中での酵素および生成物の安定性は、酵素による

物質生産にとって重要である。2MePGNの安定性は、pH 9.0で 5~60°Cで 30分

間インキュベーションすることにより残存する 2MePGN量を測定することで評

価した。その結果、2MePGNは 30°C以下では安定であったが、30°Cより高い

温度では不安定であった(Figure 2-4C)。さらに変異型 pkDAOの KCNに対する

安定性評価では、各 KCN濃度で酵素を 1時間インキュベートしたのち、残存

活性量を比較した。酵素は高濃度の KCNと共にインキュベートすると、活性

が低下することが分かった(Figure 2-6A)。しかしながら、高濃度の KCNとの反

応は、イミンからの acetophenoneの形成を減少させ、効率的なアミノニトリル

の物質生産には必要である(Figure 2-6B)。そのため、初速度は 40°Cで最も高か

ったものの、2MePGNが安定な低温(20°C)を選択し、KCN濃度は 150 mM を最

適な濃度とした。5 mM (R)-MBA、20℃、pH 9.0、150 mM KCNの条件を 1時間

の合成反応において 2MePGNの生成を最も増加させるのに最適であると判断し

た。シアン化物は水よりも求核性が高いが、2MePGNの高収率合成を実現する

ためには、水(55.5 M)による加水分解に対応するために、5 mM (R)-MBAに対し

て高濃度の KCN(>100 mM) (Figure 2-5A)が必要であると判断した。必要なシア

ン化合物の量は、(S)-立体選択的アミンの光学分割を達成するための脱ラセミ

化反応において、添加する還元剤 NaBH4および NaCNBH4などの量(20当量、5 

mM基質に対して 100 mM)と同様であった。求核剤 KCNの濃度の最適化は、水

中で非常に短い寿命であるイミンの効率的な変換のために非常に重要である。 

   また、酵素量と 2MePGN収率の関係は、30°Cで 1時間のインキュベーション

後に分析した。酵素をさらに添加した場合、2MePGN収率は増加したが、

2MePGNの最大収率は、変異型 pkDAOの 8 Uを添加した場合の 5 mM (R)-

MBA(収率 80%)から 4 mMであった。2MePGN合成に対する酵素量および反応

温度の影響をさらに調査した。2MePGN合成は、1~4 Uの変異型 pkDAOを用い

て、30°Cより 20°Cで 1時間反応した条件が最も良好であった。酵素濃度が高

いほど、より多くの 2MePGNが合成された。最適な条件下では、4.8 mM 

2MePGNを、4 U変異型 pkDAOを用いて 5 mM (R)-MBAから合成できた(収率

96%)(Figure 2-8A)。さらに、10 mM (R)-MBA および 150 mM KCN を、4 U 変異

型 pkDAO を用い、5°C で 6 時間インキュベートすると、9.2 mM 2MePGN が合

成された。これらの結果は、反応温度が 2MePGNの合成に顕著に影響すること

を示している。20°Cでのインキュベーションにより 0.2 mMの acetophenoneが
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副生成物として生成したが、5°Cでは acetophenoneが検出されなかった。 

   イミン中間体および-アミノニトリルは水溶液中で不安定であるが、様々な

反応解析により、150 mM KCN存在下で pH 9.0および 20°C以下の温度で 4 U

より多くの変異 pkDAOを使用して反応を行うことで、効率的に(R)-MBAから

2MePGNを合成する新規酵素法を開発することに成功した。 

 

Figure 2-4.変異型 pkDAOによる 2MePGN生成の pH(A)および温度(B)の影響お

よび 2MePGN(C)の安定性。(A)最適反応 pHの検討。150 mM KCN、HCl添加量

で pHを 7.5~11.3に調整した。5 mM (R)-MBA、および 2.6 Uの変異型 pkDAO

を用いて、20°Cで 5分間反応を行い、酵素活性を比較した。(B)最適反応温度

の検討。150 mM KCN、HClによって pH 9.0に調整し、5 mM (R)-MBA、および

2.6 Uの変異型 pkDAOを使用して、5〜60°Cで 5分間行い、酵素活性を比較し

た。 (C) 2MePGNを 5~60°Cで 30分間インキュベートし、HPLCにより

2MePGNの残存量を測定した。各実験は n=3で実施し、その平均値をデータと

した。 
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Figure 2-5. KCN(A)および(R)-MBA(B)に対する変異体 pkDAOによる 2MePGN生

成の飽和曲線 

: 2MePGN, : acetophenone. 

 

A 

B 
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Figure 2-6. (A)変異型 pkDAOの KCNに対する安定性評価。変異型 pkDAOを

50~200 mM KCN各濃度で HClで pH 9.0に調整した溶液にて 20°Cで 1時間イン

キュベートした。それら酵素の残存活性は、変異型 pkDAOのアミンオキシダ

ーゼ活性測定(n=3)を用いて測定した。比較とする 0 mMの条件では pH 9.0の

100 mM Tris-HClバッファーを用い、同条件(1時間)でインキュベートし、活性

測定を実施した。 (B)KCN濃度が 2MePGNの生成に及ぼす影響の検討。10~300 

mM KCN、各濃度で HClを用いて pH 9.0に調整した反応液に、5 mM (R)-

MBA、および 2.6 Uの変異型 pkDAOを用いて 20°Cで 1時間反応を行った。そ

の後 HPLCにて 2MePGNおよび acetophenoneの量を測定した(n=3)。: 

2MePGN, : acetophenone. 

 

2-3-4. 変異型 pkDAOおよびニトリラーゼ AY487533を用いた第一級アミンから

の非天然-アミノ酸の合成のためのカスケード反応 

 

Scheme 2-2. 第一級アミンから-アミノニトリルを介した非天然アミノ酸合成。 

 

これまでの検討にて、変異型 pkDAOを用いて(R)-MBAから 2MePGNを生成

するための新規反応の反応最適化に成功した。しかし、生成物である 2MePGN

は水中で不安定であることから、直接的に 2MePGNの生成を証明することがで

きていない。そこで、変異型 pkDAOとニトリラーゼ AY487533を用いたカスケ

ード反応によって(R)-MBAから 2MePGを生成する新しい酵素法の開発に挑戦

した。2MePGは水溶液中で安定な-アミノ酸であり、様々な生理活性を有する

非天然アミノ酸である。これまで、多くのニトリラーゼがすでに同定され、ニ

トリルからのカルボン酸への立体選択的合成に使用されている。しかしなが

ら、すでに報告のある多くのニトリラーゼは、2MePGNを基質として認識でき

ず、反応が進行しなかった。Chaplinらは、メタゲノムスクリーニングによって

様々なニトリラーゼ遺伝子の探索を行っている。その中で取得したニトリラー

ゼ AY487533が、2MePGNからの 2MePGの合成を触媒することを報告してお

り、その遺伝子情報が公開されていた(特許では 45%鏡像体過剰(ee)(登録商

標))53。そこで、ニトリラーゼ AY487533の DNA断片を遺伝子合成により取得

し、大腸菌で発現させ、ニトリラーゼ AY487533を得た。粗精製酵素の性質検

討によって、45~55°C、pH 8.0~10.0で 2MePGNを高活性で加水分解できること

から、今回の反応に応用可能と考えられた(Figure 2-7)。変異型 pkDAOによる
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2MePGNの酵素合成は pH 9.0および 20°Cで最適であったが、ニトリラーゼ

AY487533の酵素活性は 25°C未満で低いことから、変異型 pkDAOとニトリラ

ーゼとのカスケード反応に最適な反応条件を pH 9.0で検討した。その結果、基

質である(R)-MBAは 30°Cで 2MePGNを介して効率的に 2MePGに変換され、

5.0 mM (R)-MBA(収率 98%)から 4.9 mM 2MePGが合成できた(Figure 2-8B)。 

  これらの結果は、ニトリラーゼが、副生成物の形成がほとんどなく、 (R)-

MBAから生成される不安定な 2MePGN中間体を水中で安定な 2MePGへ迅速に

変換したことで、高収率な反応を触媒したことを示した。 

    2MePGの生成を確認するために、反応液 30 mlで同様の反応を行い、(R)-

MBAからの生成物を Dowexカラムクロマトグラフィー(収率 62%)で精製し、

NMRスペクトルおよび MSデータを解析した。NMRデータは、変異型 pkDAO

およびニトリラーゼ AY487533とのカスケード反応によって(R)-MBAから

2MePGが生成されたことを示した(Figure 2-11 A, Figure 2-12 A)。また生成され

た 2MePGについての立体化学をキラルカラム Sumichiral OA-5000による HPLC

分析によって決定した。鏡像体過剰率(ee)は、(R)-2MePGについて 40% eeを示

した。光学純度は低い結果となったが、変異型 pkDAOとシアン付加反応およ

びニトリラーゼによる加水分解のカスケード反応により、(R)-MBAから

2MePGを生成する新しい酵素法の構築に成功した。この方法は、非天然アルキ

ルアミノ酸の非酵素的多段階合成に関する化学合成の報告とは対照的である。

これまで報告のある化学合成では、アミノ基保護されたアミノ酸エステルをジ

クロロメタン中で相間移動触媒にてメチル化し、続いて脱保護してアルキルア

ミノ酸を得ている 60。また Harelおよび Rozenは、対応するアミノ酸からのア

ルキルアミノ酸の多段階合成を報告している。アミノ基をアセトニトリル中で

フッ素を用いてニトロ基に酸化し、続いて相間移動アルキル化を行い、次いで

還元して所望のアルキルアミノ酸を得ている 61。化学反応では反応点を選択的

に行うために、ほかの反応部位を修飾し、保護する必要があり、反応工程が多

くなる。今回、酵素を用い、2種類の酵素反応をつなげて、1つの反応系で原料

から最終産物まで、選択的に反応を行うことに成功しており、酵素を用いるこ

とで煩雑な工程を経ず、選択的にシンプルな反応を実現した。 
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Figure 2-7.ニトリラーゼ AY487533に対する pHおよび温度の影響。(n=3)  

(A)ニトリラーゼ AY487533の酵素活性に対する pHの影響。2PGNに対するニ

トリラーゼ活性を、pH 5.0-11.5の間で、酵素活性を測定し比較した。クエン酸

緩衝液 pH 5.0-6.0()、KPB緩衝液 pH 6.0-8.0()、Tris-HCl緩衝液 pH 8.0-

9.5()、Glycine-KOH緩衝液 pH 9.5-11.5()を使用した。(B)ニトリラーゼ

AY487533の酵素活性に及ぼす温度の影響。2PGNに対するニトリラーゼ活性

を、pH 8.0中にて各温度で測定した。 

 

Figure 2-8. (A)変異型pkDAOによるシアン付加反応による(R)-MBAからの

2MePGN生成の経時変化。150 mM KCN 、HClによってpH 9.0に調整した反応液

中に5 mM (R)-MBAを基質として用い、20°Cで4 Uの変異型pkDAO用い反応し

た。(B)変異型pkDAOおよびニトリラーゼAY487533を用いたカスケード反応に

よる(R)-MBAからの2MePG生成の経時変化。150 mM KCN 、HClによってpH 9.0

に調整した反応液中に5 mM (R)-MBAを基質として用い、30°Cで4 Uの変異型

pkDAOおよび50 UのニトリラーゼAY487533を用い反応した。 : 2MePG,  : 

2MePGN,  : (R)-MBA, : acetophenone  
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2-3-5. カスケード反応による非天然-アミノ酸の合成 

 

   様々な非天然の-アミノ酸を合成するために、(R)-EBAや(R)-FMBAから

2EtPGおよびF2MePGの合成を検討した。変異型pkDAOの各アミンへの活性

は、(R)-MBAの活性と比較して(R)-EBA は73.6%、(R)-FMBAは 33.6%の活性を

有する(Figure 2-9)。したがって、5 mM (R)-EBAを、上記で構築した条件で、反

応液1 mlあたり6 Uの変異型pkDAOおよび100 UのニトリラーゼAY487533を混合

し、カスケード反応を実施した。反応液30 mlから反応停止後の上清をDowexカ

ラムクロマトグラフィーで精製し、収率は73%であった。その反応生成物を

NMRとMSにて測定し、2EtPGと同定した(, Figure 2-10, Figure 2-11 C, Figure 2-12 

C)。F2MePGは、8 Uの変異型pkDAOおよび50 UのニトリラーゼAY487533(1 ml)

を用いて、同じ条件下で(R)-FMBAから合成した。F2MePGは、69%収率で反応

液30 mlから上記手順にて精製し、NMRとMSにて同定した(Figure 2-10, Figure 2-

11 B, Figure 2-12 B)。これらの結果は、新規酵素法が、第一級アミンから他の非

天然-アミノ酸を合成するためにも使用できることを示した。 

 

Figure 2-9.第一級アミンに対する変異型pkDAOの基質特異性(n=3)。 

相対活性は、精製した変異型pkDAO及び20 mMの各第一級アミンを用いたオキ

シダーゼ活性測定をKPB pH 8.0で測定した。 
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Figure 2-10.変異型pkDAOおよびニトリラーゼAY487533を用いたカスケード反

応による第一級アミンからの非天然-アミノ酸の合成、150 mM KCN pH 

9.0(HClによって調整)水溶液中に5 mM 第一級アミンを含む反応液に、120〜240 

U変異型pkDAOおよび600〜1200 UのニトリラーゼAY487533を混合し、30°Cで4

時間反応した(30 ml反応混合物)。反応を2M HClで停止し、反応生成物を精製し

た。生成物は、NMRおよびBruker-Daltonics microTOF装置によって測定し、同

定した。 

 

2-3-6. 酵素合成された非天然-アミノ酸のNMRスペクトルおよびMSスペクトル 

 

   非天然-アミノ酸を、変異型pkDAOおよびニトリラーゼAY487533との新たな

カスケード反応によって合成した。生成物をDowexカラムクロマトグラフィー

で精製し、1H-NMR、13C-NMR(δ 42.62:内部標準用ジメチルスルホン)およびブ

ルカー・ダルトニクスmicroTOF装置によって同定した(Figure 2-11, Figure 2-

12)。 

 

(A) Product from (R)-MBA, 2-MePG : 1H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) δ 7.47 

– 7.35 (m, 5H), 1.84 (s, 3H). 13C NMR (100 MHz, Deuterium Oxide) δ 177.15, 138.65, 

130.17, 126.88, 64.05, 22.28. MS (microTOF): m/z calcd for C9H11NO2 [M+H]+: 

168.0855; found: 166.0863. 
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(B) Product from (R)-FMBA, F2-MePG : 1H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) δ 

7.48 – 7.38 (m, 2H), 7.18 – 7.07 (m, 2H), 1.82 (s, 3H). 13C NMR (100 MHz, Deuterium 

Oxide) δ 177.15, 138.65, 130.17, 126.88, 64.05, 22.28. MS (microTOF): m/z calcd for 

C9H10FNO2 [M+H]+: 184.0768; found: 184.0767. 

(C) Product from (R)-EBA, 2-EtPG : 1H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) δ 7.46 – 

7.33 (m, 5H), 2.38 – 2.18 (m, 2H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, 

Deuterium Oxide) δ 177.15, 138.65, 130.19, 130.17, 126.88, 64.05, 22.28. MS 

(microTOF): m/z calcd for C10H13NO2 [M+H]+: 180.1019; found: 180.1014. 
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A 1H-NMR (400 MHz, D2O)

 
13C-NMR (100 MHz, D2O) 
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B 1H-NMR (400 MHz, D2O) 

 
13C-NMR (100 MHz, D2O) 
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C 1H-NMR (400 MHz, D2O)

 
13C-NMR (100 MHz, D2O) 

 

Figure 2-11.酵素的に合成された非天然-アミノ酸の同定のためのNMRデータ

(A) 2MePG, (B) F-2MePG, (C) 2EtPG 
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A 

 

B 

 

C 

 

Figure 2-12.に合成された非天然-アミノ酸の同定のためのMS分析 
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第 3章 

ブタ腎臓由来 D-アミノ酸オキシダーゼを用いた第一級アミンの酸

化による新規なイミン合成手法の構築 

 

要約 

変異型ブタ腎臓(pkDAO)由来の D-アミノ酸オキシダーゼ(Y228L/R283G)によ

って触媒される酸化的シアン化反応に関する研究中に、副産物として 1-phenyl-

N-(1-phenylethylidene)ethanamine (PPEA)の予期せぬ形成が検出された。反応条件

を最適化することで PPEAを効率的に合成することができると考え、最適な反

応条件および反応機構を、変異型 pkDAOを用いて調査した。その結果、pH 9.0

および 20◦Cでの 150 mM (R)-MBAにおける反応条件で最も高効率な PPEA合成

を行うことが分かった。この反応は、変異型 pKDAOの基質ではない 15N-n-

hexylamineによって中間体 1-phenylethanimine (1-PEI)をトラップすることによっ

ても進行したため、PPEAは(R)-MBAなどの系内に存在する第一級アミンによ

る、酵素の酸化反応で生成されるイミン 1-PEIへの求核置換によって合成され

ると推測された。PPEAは、NaBH4による還元にて bis(1-phenylethyl)amine 

(BPEA)への変換も行うことが可能である。このように、変異型 pkDAOを用い

た第一級アミンの酸化によるイミン合成の新しい酵素的方法を初めて発見し

た。 
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3-1. 緒言 

イミンは、アミド、キラルアミン、オキサゾリジン、ヒドロキシアミン、ニ

トロン、アミノニトリルなどの生物活性をもつ分子もしくはその合成中間体の

製造に有用な化合物である 62,63。さらに、抗生物質の核となる βラクタム複合

体はイミン中間体から合成される 64。これまで、第一級アミン 65または第二級

アミン 66,67の酸化、アミンとアルデヒドまたはケトンの縮合、およびアミンと

アルコールの酸化縮合 68,69によってイミンを合成するための多種多様な化学的

方法が開発されている。特に、その研究の多くは、目的の化合物以外の窒素含

有化合物の形成を防止できるように、第一級アミンからの選択的イミン合成を

効率的に行う方法を開発するための報告である。近年イミンおよびアミノニト

リル化合物を製造するための技術として、有機溶媒中での第一級アミンの光酸

化反応が報告されている 70。また室温の水溶液中での硫酸銅と過酸化水素を用

いて行われる反応も知られている 71。さらに第一級アミンの酸化のために有機

触媒としてオルトキノン触媒を利用したイミン合成の報告もある。この方法

は、銅アミンオキシダーゼの補因子であるトパキノンから有機触媒の構造に関

するインスピレーションを得ている 72。 

酵素反応は、化学反応で使用する毒性を有する化合物や有機溶媒を使用せず

に、温和な条件下(水中、常温、常圧)にて反応を行うことができる。しかし、

イミン類の合成および単離は、水中ではイミン類の加水分解により、生成物が

不安定であるため、非常に困難な反応である。アミンの酵素的酸化により形成

される中間体イミンは活性種であり、水中では速やかに加水分解されてしま

う。アミンの酵素による酸化反応は生体内で、アミンオキシダーゼによって行

われる。イミン中間体を介して進行すると考えられているオキシダーゼ反応を

応用した物質生産のいくつかの例を以下に列挙した。 変異型 Aspergillus niger 

(MAO-N)モノアミンオキシダーゼによるデラセミ化反応を用いた医薬品に有用

な様々なキラルアミン合成 73、変異型 Brevibacterium oxydans (CHAO)由来モノ

アミンオキシダーゼによる 1,2,3,4-テトラヒドロキノリン類の環状アミンに対す

るデラセミ化反応によるキラルアミン合成 74、変異型 Arthrobacter 

nicotinovorans由来 1-ヒドロキシ-D-ニコチンオキシダーゼ(6-HDNO)による(S)-

ニコチンなどのデラセミ化反応による(S)体三級アミンの合成、L-リジンオキシ

ダーゼにより L-lysineから生成される環状イミンピペリジン-2-カルボキシレー

トを経由したリジンオキシダーゼとリジンデヒドロゲナーゼによる L-pipecolic 

acidの合成 76などが報告されている。これらの研究は、アミンやアミノ酸から

オキシダーゼ反応によって生成するイミンに還元剤を作用させ、デラセミ化反

応によってアミンの光学分割を行うもしくは、さらに酵素反応を組み合わせ、

イミンを反応のターゲットにし、キラル分子を合成する反応である。私たちの
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最近の研究においても、活性イミン中間体を標的とする、デラセミ化反応によ

る光学活性アミンおよび、酸化的シアン化反応による-アルキルアミノニトリ

ル合成など、オキシダーゼにより生成するイミン中間体をターゲットにした反

応の利用に焦点を当てた研究に関する報告をしている 77。この報告中で、X線

結晶構造に基づく部位特異的変異導入法を用いて、pkDAOからアミンオキシダ

ーゼ活性を示す新しい R立体選択的酵素の創製に成功している 15。変異型

pkDAO(pkDAO Y228L/R283G)は、(R)--methylbenzylamine ((R)-MBA)、(R)-4-

fluoro--methylbenzylamine ((R)-FMBA)、(R)--ethylbenzylamine ((R)-EBA)などの

特定の第一級アミンの酸化を触媒できることを実証し、また NaCNBH4などの

還元剤の存在下でのデラセミ化反応によるラセミ体 MBAからの(S)-MBAの合

成に応用した 15。さらに、変異体 Y228L/R283Gの X線結晶学解析に基づくタ

ンパク質工学により pkDAOから変異体 I230A/R283Gを取得し、NaBH4による

デラセミ化法による(R)-4-chloro-benzhydrylamineの合成に利用した 78。さらに変

異型 pkDAOの立体選択性に関して、X線結晶構造解析、FMO分析、および生

化学的解析を組み合わせたアプローチによって詳細を明らかにし、報告してい

る 79。Asanoらは、新しいアミンオキシダーゼを応用するだけでなく、酵素の

メカニズムを詳細に解明するためにも研究を進めている 80-82。また、野生型

pkDAOと変異型 pkDAO(Y228L/R283G)は、ニトリラーゼを含むカスケード反

応により、第一級アミンから α-アミノニトリルおよび非天然 α-アミノ酸を合成

できることも発見した。本章では、変異型 pkDAOを用いた(R)-MBAからのラ

セミ体 2-メチル-2-フェニルグリシノニトリル(2MePGN、α-アルキルアミノニト

リル)の酵素による生成に関する研究中に、PPEAが予期せず形成されたことか

ら、反応条件を最適化することで、PPEAの効率的な生成が酵素を用いてでき

るのではと考え、研究を進めた。PPEAは、ガスクロマトグラフィー質量分析

(GC-MS)によって反応生成物として同定されている 15。一級アミンの酸化反応

によるイミンの酵素的生成に関する文献はほとんどないため、イミンの形成に

関する酵素触媒反応の最適化およびそのメカニズムに関して研究を進め、安定

同位体標識したアミンを用いた実験も実施した。 
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3-2.材料と方法 

3-2-1. 化学物質の調製 

 

(R)-MBAは、Acros Organics (Geel, Belgium)から入手した。PPEAは化学合成

によって引用論文を参考に合成した 83。Bis(1-phenylethyl)amine (BPEA) 、他の

化学物質はすべて Sigma-Aldrich (St.Louis, MI, USA)で購入した。15N標識塩化ア

ンモニウムは、Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover, MA, USA)から購入

した。 

 

3-2-2. 高速液体クロマトグラフィー(HPLC)による酵素反応の分析 

 

(R)-MBAから合成した PPEAは、HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan)を用いて、

90% hexane/10% 2-propanol溶液にて、OD-Hカラム(Daicel Co., Tokyo, Japan)によ

り、40°C、流速 1 mL/minで分析した。生成物は、UV検出器を用いて 200 nm

で測定した。また BPEA、(R)-MBA、および acetophenoneを、HPLC (Waters, 

Tokyo, Japan) を用いて、80% 60 mM HClO4 / 20% acetonitrile溶液を用いて、

Crownpack CR-I (+)カラム(Daicel Co., Tokyo, Japan)にて 25°C、流速 0.4 mL/min

で分析した。 

 

3-2-3. GC-MSを用いた酵素反応生成物の分析 

 

150 mMの(R)-MBAを含む水溶液を 2 M HCl(終濃度 170 mM)で pH 9.0に調整

し、2 Uの pkDAO(Y228L/R283G)を添加して、酵素反応を行った。20°Cで 1時

間反応した後、反応液から生成物を、内部標準として 1 mM 1,3,5- 

trimethylbenzylamineを含む 0.5 mLのヘキサンで抽出した。生成した二級イミン

およびアミンは、GC-MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)を用いて分

析した。HP-5msカラム(30 m ×φ 0.25 mm; 0.25 μm, Agilent J & W)を 7890A GCシ

ステムに用いて、スプリットレスモード注入後、40°C、2分間後、分析を開始

し、10°C /分で 290°Cまでオーブン温度を上昇させ、最後に 290°Cで 5分間保

持した。キャリアガスとしてヘリウムを 1 mL/minの流量で用いた。GCおよび

GC/MSスペクトルは、MSデータベース(Wiley 9th/NIST 2011 MS Library 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)を参考にしながら、Agilent 

ChemStation (Hewlett-Packard Co., Chongqing, China)を用いて解析した。 

 

3-2-4. GC/MS分析による(R)-MBAからの反応生成物の同定 
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反応液 0.1 mL中の変異型 pkDAO(Y228L/R283G)による (R)-MBAからの反応

生成物を、0.9 mLのヘキサンで抽出した。HP-5msカラム(30 m ×φ 0.25 mm; 0.25 

μm, Agilent J & W)を用いた GCで分析した。スプリットレスモードで注入後

60°C、2分間後分析を開始し、10°C /分で 290°Cまでオーブン温度を上昇させ

た。この分析では、ヘリウムを 1 mL/minの流量でキャリアガスとして使用し

た。各化合物の MSを、MS databaseのデータと比較して解析した (Wiley 

9th/NIST 2011 MS Library; Hewlett Packard Co.) 56。 

 

3-2-5. 15N標識 n-hexylamineの合成 

 

変異型 pkDAO(Y228L/R283G)によって触媒される第二級イミンを合成するた

めの酵素反応をより詳細に解析するため、変異型 pkDAOの基質ではない 15N

標識 n-hexylamineを第一級アミンの供給源として使用した。15N標識 n-

hexylamineを調製するために、n-hexanoic acidから合成された 15N-n-hexanamide

を、Noguchiらの記載の方法にてアミンに還元し、合成した 84。まず、hexanoic 

acid (1.01 g, 9.18 mmol)、クロロギ酸エチル (1.39 g, 12.85 mmol)、およびトリエ

チルアミン (2.79 g, 27.54 mmol) を無水テトラヒドロフラン (20 mL) に加え、そ

の反応液を窒素下、0°Cで 30分間撹拌した。15N標識塩化アンモニウム(0.5 g, 

9.18 mmol)に 28%の水を加え、0°Cで 30分間撹拌した。反応をクエンチするた

めに、飽和 NaHCO3を加えたのち、酢酸エチルで抽出し、MgSO4で乾燥した。

次いで、溶媒を蒸発させ、粗生成物を得た。15N-n-hexanamide (500 mg, 4.34 

mmol)を無水テトラヒドロフラン(15 mL)中の水素化アルミニウムリチウム

(LiAlH4, 329 g, 8.68 mmol)を用いて 15N-hexylamineに還元した。この手法は引用

文献の Xu、Tambarによって記載された方法に従った 85。硫酸ナトリウム十水

和物(4.34 mmol, 1.39 g)を用いて反応をクエンチし、酢酸エチルを加え、溶媒を

濾過し、蒸発させ、15N標識 n-hexylamineをシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィーにてメタノール/ジクロロメタン/トリエチルアミンの溶出(1:5:1~1:1:1)で精

製した。分析用の薄層クロマトグラフィーはシリカプレート上で行った。ニン

ヒドリンエタノール TSスプレー(FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan)及び過マンガン酸カリウムを用いて成分を可視化した。さらに合成生成

物を GC/MSおよび核磁気共鳴(NMR)を用いて分析した。 

 

3-2-6. 1-Phenyl-N-(1-Phenylethylidene)Ethanamine (PPEA)合成反応の速度論的解析 

 

PPEA合成における(R)-MBAの Km値は、6.25~200 mM (R)-MBA(HClで pHを

9.0に調整)と、1 mLの反応液中に変異型 pkDAO 2 Uを 20°Cで 5分間反応を行
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い、その反応液中の PPEA生成量を分析し、算出した。反応終了後、反応生成

物(0.1 mL)を 0.9 mLの hexane/2-propanol(9:1)を用いて抽出し、HPLCを用いて分

析した。PPEA合成のための酵素活性の 1Uは、1分間に 1 μmolの PPEAの生成

を触媒する酵素の量として定義した。 

 

3-2-7. (R)-MBAからの PPEAの生成 

 

まず PPEA合成のための酵素量の影響を最適な酵素量を決定するため実施し

た。反応液 150 mM (R)-MBA (pH 9.0)の 1 mL中に 0.6〜7.5 U 変異型 pkDAOを

添加し、20◦Cで 1時間インキュベートすることによって、生成する PPEA量を

比較することで調査した。反応終了後、反応液 0.1 mL中の生成物を hexane/2-

propanol(9:1)の有機溶媒 0.9 mLを用いて抽出し、HPLCを用いて分析した。そ

の後 PPEAを下記条件下で合成した。1 mLの反応混合物中で 150 mM (R)-MBA 

(pH 9.0)および 7.5 Uの変異型 pkDAOを用いて反応を行い、反応生成物を 0.5 

mLの hexaneを用いて抽出し、その後、GC-MSを用いて分析した。 

 

3-2-8. (R)-MBAおよび 15N-n-hexylamineを用いた N-hexyl-1-phenylethan-1-imine

の酵素による合成 

 

(R)−MBAおよび 15N-n-hexylamineから N-hexyl-1-phenylethan-1-imineを合成す

るために、5 mM (R)-MBA (pH 9.0)、150 mM 15N-n-hexylamine(pH 9.0)、および 2 

Uの変異型 pkDAOを混合した 1 mLの反応液を 20°Cで 1時間反応した。次

に、反応液から生成物を、内部標準として 1 mM 1,3,5-Trimethylbenzylaminを添

加した 0.5 mLの hexaneを用いて抽出した。生成物は、HP-5msカラムを用いて

GC/MSによって分析した。 

 

3-2-9. (R)-MBAからの Bis(1-Phenylethyl)Amine (BPEA)の合成 

 

BPEAを(R)-MBAから変異型 pkDAOにて PPEAを合成し、その後以下のよう

に NaBH4を用いて還元することで合成した。まず、150 mM (R)-MBA (pH 9.0)

を、反応混合物 1 mL中で 20°Cで 7.5 Uの変異型 pkDAOと共に 60分間インキ

ュベートし、PPEAを合成した。反応終了後、反応液中に 100 mM NaBH4を添

加し、30分間静置した。その後生成物を HPLCおよび GC/MS分析を用いて同

定した。BPEAは、100 mLの反応混合物中の 150 mM (R)-MBA (pH 9.0)、750 U

の変異型 pkDAO、および 100 mM NaBH4を用いて、最適条件下で(R)-MBAか

らより大きなスケールで合成した。BPEAは、hexane/AcOEtの段階的溶出
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(50:1~25:1)を用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィーを用いて精製した。 

 

3-2-10. 酵素反応を用いた(R)-MBAと hexylamineからの N-(1-phenylethyl)hexane-

1-amineの合成と同定 

 

(R)-MBAおよび hexylamineから N-(1-phenylethyl)hexane-1-amineを合成するた

めに、5 mM (R)-MBAおよび 150 mM hexylamine(pH 9.0、2 M HClで調整)と 20 

Uの変異型 pkDAOを混合した 20 mLの反応液、を 20°Cで 4時間振とうしなが

らインキュベートした。その後反応液に 100 mM NaBH4を添加し、30分間静置

した。N-(1-phenylethyl)hexane-1-amineの合成後、生成物を GC/MSを用いて同定

した。NMRを用いて生成物を同定するために、反応混合物を hexaneで抽出

し、メタノール:ジクロロメタン(1:5)による溶出を介してシリカゲルカラムクロ

マトグラフィーを用いて精製した。 

 

3-3. 結果と考察 

 

3-3-1. (R)-MBAからの PPEAの生成と同定 

 

(R)-MBAは変異型 pkDAOの酵素による酸化反応によって、1-phenylehanimine 

(1-PEI)へ酸化され、水溶液中のイミンの加水分解によって非酵素的に

acetophenoneに変換される 77。この反応に高濃度の(R)-MBA(>10 mM)を使用し

たとき、GCMS分析により、反応生成物が 2つのピークに分離され、新規ピー

ク(Figure 3-1A)が検出されることを発見した。MSを解析すると、生成物の 1つ

が acetophenone(120.06 m/z)、もう一つが PPEA(213.14 m/z)として同定された

(Figure 3-1B)。(R)-MBAからの PPEA合成の反応機構は明らかになっていない

が、温和な条件下である水系中で(R)-MBAから酵素的に PPEAが生成されてい

ることが分かった。  

化学反応では、イミンは一般に有機溶媒中のアミン、ケトン、またはアルデ

ヒドから合成される 86-88。Schellerらは、カルボニル化合物と様々なアミン求核

剤の組み合わせを用いたイミンレダクターゼによる立体選択的アミン合成を報

告している。彼らは 1H-NMRによって benzaldehydeと methylamineからのイミ

ン形成をモニターすることに成功しているが、acetophenoneと methylamineから

イミンの形成は確認できていない 89。このデータは、acetophenoneのアミノ化

が水中条件下では生じにくいことを示唆しており、アルデヒドでは求核性のア

ミンによって容易にイミン形成できるが、ケトンとなるとそのイミン形成は生

じにくいと推測される。以後本章では、PPEAが変異型 pkDAOから形成される
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中間体 1-PEIと(R)-MBAから生成されることを実験的に明らかにしている。 

 

A 

 

 

Figure 3-1.変異型 pkDAOとの反応による(R)-MBAからの反応生成物の同定。

(A) 100 mM (R)-MBAと変異型 pkDAOを混合し、1時間反応後の生成物の GC-

MSクロマトグラム(B) その生成物の MS解析 

 

3-3-2. PPEA合成反応の最適化 

 

(R)-MBA から変異型 pkDAOによる PPEA合成を効率的に行うため、PPEA合

成に最適な pHと温度を解析した。温度、pHを変化させ、生成物として PPEA

および副産物として acetophenoneの量を HPLCで測定し、酵素活性を算出し

た。PPEA合成活性は 35°Cまで、温度上昇とともに増加し、pH範囲 8.0-9.5で

高い活性が得られた(Figure 3-2)。さらに、acetophenoneの形成は 50°Cが最大で

温度の上昇とともに増加していた。20°Cでは、その反応率は 50°Cでの反応率

の 39%であった(Figure 3-2 B)。そこで反応温度は 20°Cが PPEA合成に最適であ
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ると判断した。また、PPEA合成に最適な(R)-MBA濃度を検討した。6.25-200 

mM (R)-MBA を 2 U の変異型 pkDAOにて pH 9.0で反応させ、PPEAの酵素活性

を測定した。PPEA合成の酵素活性は 150 mM (R)-MBAで最も高く、反応速度

は飽和しており、(R)-MBAの Km値は 41 mMと推定された(Figure 3-3)。さら

に、PPEA合成は pH 9.0および 20◦Cで最適であり、反応液 1 mL中の PPEAの

効率的な生成には 150 mM (R)-MBAが最適であると判断した。これまで行って

きたデラセミ化反応及び、シアン付加反応によるアミノニトリル合成と同様の

条件となった。 

 

Figure 3-2.PPEA(●)および acetophenone(〇)の合成のための酵素活性に対する温

度および pHの影響。(A)反応液は、150 mM (R)-MBA に対して HClにて pH 

7.5~11.3に調整し、さらに 2 Uの変異型 pkDAOを添加した。20°Cで 5分間反

応を行った。(B)反応液は、150 mM (R)-MBA、pH 9.0(HClで調整)および変異型

pkDAO 2 Uで調整され、5~80°Cで 5分間反応を行った。PPEAおよび

acetophenoneの量は、HPLCを用いて測定した。 

 

Figure 3-3.変異型 pkDAOによる PPEA合成反応の速度論的解析。(A)変異型

pkDAOを用いた(R)-MBAからの PPEA合成の飽和曲線。(B)変異型 pkDAOを用
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いた(R)-MBAからの PPEA合成の Hanes-Woolf plot。 

 

3-3-3. (R)-MBAからの PPEAの生成 

 

これまで検討した最適な反応条件、変異型 pkDAO (2 U)、150 mM (R)-MBA 

(pH 9.0 HClにて調整)にて反応液を調製し、20°Cで 60分間反応した。60分で、

最大 PPEAを約 47 mM合成した。一方、acetophenoneの生成は、反応時間とと

もに増加した(Figure 3-4A)。これらの結果は、より長い反応時間が PPEAの効

率的な生産に適していないことを示した。実際、60分以上の反応で

acetophenoneの量が増加し、PPEAは水溶液中で不安定であることが示唆され

た。徐々に加水分解されて acetophenone、アンモニア、MBAになることが分か

っている。そこで、反応時間を 60分に固定し、酵素量を最適化した。その結

果、2 Uもしくはそれ以上の酵素量を用いることでイミンを高収率(最大 68 

mM)で合成できることを見出した。(Figure 3-4B). 

 

Figure 3-4.変異型 pkDAOによる(R)-MBA(▲)からの PPEA(●)および

acetophenone(〇)の生成の経時変化。(A )反応は、150 mM (R)-MBA、 pH 9.0に

変異型 pkDAOを 2 Uを添加し、開始した。各時間帯で反応液を回収し、GCMS

にて PPEAおよび acetopehnoneの生成量を測定した。(B)反応は、150 mM (R)-

MBA、 pH 9.0および変異型 pkDAOを 0.5~4 Uを用いて、20°Cで 60分間行っ
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た。PPEAおよび acetophenoneの量は、GCMSを使用して測定した。 

 

3-3-4. PPEAを介した(R)-MBAからの BPEAの生成 

 

BPEAは β-アミノ酸の立体選択的合成の中間体として魅力的な化合物であ

り、水中で安定であるため、PPEAを介した(R)-MBAからの BPEA合成の反応

条件を変異型 pkDAOにて検討した 90。(R)-MBAからの PPEA合成のための最

適条件を、この反応に使用し、PPEAを変異型 pkDAO 7.5 Uと 150 mM (R)-

MBAから生成させ、PPEA合成が最大に達した後、反応混合物に 100 mM 

NaBH4を加えた。反応生成物を GCMS分析によって確認すると、GCによって

分離されたピーク 1および 2の化合物は、MSデータベースによって同定され

るように、BPEA(225.15 m/z)として同定された。化合物 3は PPEA(213.14 m/z)

として同定された(Figure 3-5 B)。化合物 1および 2は同じ MSスペクトルを示

したが、GCによって分離された化合物は BPEAのジアステレオマーであると

考えられた(Figure 3-5 A ピーク 1および 2)。化合物 1および 2のピーク面積

は、それらが等しく形成されていないことを示した。化合物のより詳細な同定

は進行中であり、今後の課題である。 

(A) 
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(B) 

 

 

 

 

Figure 3-5.変異型 pkDAOおよび NaBH4添加による(R)-MBAからの反応生成物

(BPEA)の同定。(A)生成物の GCクロマトグラム。(B)3つの生成物の MS分析。 

 

3-3-5. アルキルアミンを用いた変異型 pkDAOによる第一級アミンからのイミン

生成の解析 

 

まず、反応液中に変異型 pkDAOを含まない場合 PPEAが形成されるかどう
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かを確認した。この実験では、GCおよび GC/MS分析では PPEAは検出されな

かった。そこで、(R)-MBAから酸化反応により生成されるイミン 1-PEIが

PPEA合成のための非常に重要な中間体であるという仮説を立て、研究を進め

た。まず、変異型 pkDAOの基質として認識できない第一級アミン n-hexylamine

がイミン 1-PEIを求核付加するか検証した。反応は、n-hexylamineや sec-ブチル

アミンなどのアルキルアミン(変異型 pkDAOが基質としないアミン)150 mMと

(R)-MBA(変異型 pkDAOが基質として認識でき、1-PEIに変換できるアミン)を

5 mMを用いて、HClにて pHを 9.0に調整し、反応を行った。(R)-MBAを変異

型 pkDAOにより酸化し、n-hexylamineまたは sec-butylamineと反応させると、

反応後、対応するイミンと推定される成分が GC-MSによって検出された

(Figure 3-6, Figure 3-7A)。また変異型 pkDAOの非存在下では生成物は形成され

なかった。この結果は、変異型 pkDAOの作用により(R)-MBAから生成される

1-PEIの炭素へのアミンの求核付加によってイミンが形成されることを強く示

唆している。次に、PPEA中の窒素の起源を決定するために 15N標識 n-

hexylamineを反応に使用した。n-hexylamineが 1-PEIの炭素を攻撃し、そのア

ンモニアを除去すると、15Nが PPEAに取り込まれ、n-hexylamineのアミノ基が

求核付加したことを証明できる。15N標識 n-hexylamineは、15NH4Clを用いた化

学的方法により合成した。15N標識 n-hexylamineを付加剤として用いた場合、

反応液中に(E-n-hexyl-1-phenylethan-1-imine-N-15N (15N-HPI)が形成された。

GC/MSの結果から n-hexylamineをもちいた場合と 15N-n-hexylamineを用いた場

合で、同じ保持時間に分子量が 1異なる成分(15N-n-hexylamineの場合に分子量

が 1大きい成分)が検出されていたことから、変異型 pkDAOにより酸化され生

成される 1-PEIに hexylamineのアミノ基が求核付加していることが証明され

た。 (Figure 3-7B)。 
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Figure 3-6.sec-butylamineを用いた変異型 pkDAOと(R)-MBAの酸化反応による

イミン合成の GC-MSによる生成物解析。下記反応液を hexaneで抽出後 GC-MS

で分析した。反応は 5 mM (R)-MBAおよび 150 mM Sec-butylamineを pH 9.0に

HClにて調整し、変異型 pkDAO 2 Uを加えたのち、20°Cで 30分間行った。  
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Figure 3-7.n-hexylamine(A)または 15N-n-hexylamine(B)を用いた変異型 pkDAOと

(R)-MBAの酸化反応によるイミン合成の GC-MSによる生成物解析。反応液に

は 5 mM (R)-MBAおよび 150 mM n-hexylamineもしくは 15N-n-hexylamineを pH 

9.0に HClにて調整し、変異型 pkDAO 2 Uを加えたのち、20°Cで 1時間反応し

た。 
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Scheme 3-1.(R)-MBAから変異型 pkDAOを用いた反応。(A)PPEAを生成するた

めの酵素反応。(B)BPEAを生成するための酵素反応。 

 

3-3-6. 変異型 pkDAOによる(R)-MBAの酸化によるイミン生成反応の考察 

 

第一級アミンからのイミン類の合成のための有機および金属触媒の使用は、

以前から報告されている 72、91、92。これらの化学的方法は有用であると認識され

ているが、高濃度の金属イオン、有機溶媒、高温、高圧などに、過酷な条件下

で実施される。したがって、酵素法は、イミン合成の代替として環境に優しい

方法の一つである。しかしながら、これまでに直接の化学的証拠を有する第一

級アミンからの酵素的イミン合成に関する報告はない 93。第一級アミンが酸化

して生成するイミンは水溶液中で不安定であり、加水分解によってケトンやア

ルデヒドに変換されるため、酵素によるイミン合成法の開発は困難とされてき

たと推測する。この章では、第一級アミンからのイミン生成のため、新しい酵

素的方法を開発し、イミンが水溶液中で合成できることを示した。具体的に

は、温和な条件下での変異型 pkDAOの作用によって、(R)-MBAから 1-PEIを

介した PPEA生成を確認し、その反応条件を最適化した(Scheme 3-1A)。さら

に、PPEA合成が完了した後に反応液に NaBH4を添加することにより、PPEA

を介して(R)-MBAを BPEAに変換する新しい酵素法を開発できた(Scheme 3-

1B)。BPEAは水溶液中で安定であったため、シリカゲルカラムクロマトグラフ

ィーなどにより容易に単離精製できると考えられる。 

しかし、課題も多くある。やはりイミンが水中で不安定であるため、直接イ

ミンを反応系から取り出すことは難しい。この章では還元剤を用い、アミンへ

の変換を行っているが、より効率的な反応、生成物の回収ができれば魅力的で

ある。イミン類の効率的な製造には、水溶液中での生成物の安定性が必要であ
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ることを示唆している。例えば、有機溶剤と水の二相反応系の使用は、PPEA

などの生成物に対して有効であると考えられる。今回、PPEAは水と混合しな

いヘキサン等で簡単に抽出できる。したがって、溶媒安定性を有する酵素のス

クリーニングまたは機能改変、固定化など、さらなる効率的なイミンの酵素合

成を促進するための検討を進めることで、反応の効率化が可能と期待できる。

また(R)-MBAなどの第一級アミンからの変異型 pkDAOによって生成されるイ

ミン中間体の求核剤としてより多様な一級アミンが使用されると、多種多様な

イミンがこの反応系にて合成されることが期待される。今後もこの報告をきっ

かけに様々な研究の発展が行われることを強く望んでいる。 

また最後に第一級アミンから変異型 pkDAOによるイミン合成の反応機構を

以下のように提案する。(R)-MBAおよび変異型 pkDAOの酸化により生成した

1-PEIは、反応のトリガーとして機能する。(R)-MBAは、PPEAを形成するため

1-PEIに対する求核剤として作用する(Scheme 3-2)。通常、アミンの酵素による

酸化によって生成したイミンは水中で短寿命であり、加水分解によってアルデ

ヒドおよびケトンに変換される。今回、変異型 pkDAOにより生成される 1-PEI

は求核付加もしくは加水分解されるまで、共鳴構造を持つ安定した形で存在し

ている。水よりも多く、強い求核性基質((R)-MBA)が系内に存在すると、1-PEI

の-炭素が求核剤を受け入れ、別の安定化合物(PPEA)が形成される。 

第一級アミンからイミンを合成するための上記の反応は、多種多様なイミン

およびその誘導体の酵素合成のための新規な方法を開発するために拡張できる

ことから、今後この反応をきっかけとして、酵素を用いた環境にやさしい新規

物質生産手法が多く構築されることを願う。 

 

 

Scheme 3-2. 変異型 pkDAOを用いた第一級アミンからのイミン合成の反応機構 
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総括 

第 1章 

この章では、BmHNLのランダム変異ライブラリーから(S)-mandelonitrileに対

して高活性を有する酵素をスクリーニングし、Asn156の変異が(S)-

mandelonitrile生成の向上に寄与することを実証した。さらに H103C/N156X(X;

タンパク質構成アミノ酸 19種)の変異型酵素の中で、H103C/N156Gは(S)-

mandelonitrileに対して最も高い比活性と立体選択性を示した。H103C/N156Gに

よって生成された(S)-mandelonitrileの鏡像体過剰率は、野生型 BmHNLの 55%

から 93%に増加した。速度論的解析により、H103C/N156Gによる(S)-

mandelonitrileに対する高活性は、(S)-mandelonitrileに対する触媒効率の向上と

(R)-mandelonitrileに対する触媒効率の低下の組み合わせによって達成されるこ

とが示された。したがって、(S)-mandelonitrileに対する H103C/N156G変異体の

E値は、H103C変異体の E値よりも 5.3倍高くなった。Asn156は(S)-

mandelonitrileと直接相互作用できないが、基質結合残基を含むヘリックスの

タンパク質表面に位置しており、Asn156の変異は基質と相互作用するアミノ酸

残基を含むヘリックス構造の立体構造変化に影響し、BmHNLにおける(S)-

mandelonitrileとの相互作用を改善している可能性がある。この詳細なメカニズ

ムを明らかにするには、Asn156変異体の X線構造解析が今後の課題である。

また近年、効率的にタンパク質工学を進めるために、基質結合ポケット周辺の

アミノ酸残基に変異導入を行うような、一部のアミノ酸に変異のターゲットを

絞るアプローチが多く報告されている。しかし、今回のような基質と直接相互

作用しないアミノ酸残基の置換が酵素活性や、立体選択性におおきく影響する

場合もある。酵素の変異導入による機能改変において立体選択性の向上など予

測が難しい機能改変では、酵素全体のアミノ酸残基全体に対してランダムに変

異導入を行い、その変異による機能向上を見逃さず効率的に高活性体を見つけ

るスクリーニングのプロセス(発現量、変異の導入率、変異体の培養発現手法、

高活性体の効率的な探索手法)を最適化することも重要と考えられる。また

HNLは光学活性シアノヒドリンの合成に有用な酵素であり、よく研究されてい

る酵素の一つである。産業利用のためには、さらなる高活性で安定性の高い酵

素が求められている。今回、ランダム変異導入により、他のアミノ酸変異によ

り高活性を示した結果も得られており、Asn156変異と組み合わせることでより

高活性な BmHNL変異体の取得も可能と考えられる。 

 

第 2章 

ブタ腎臓由来 D-アミノ酸オキシダーゼ(pkDAO)または Crotalus atrox由来 L-
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アミノ酸オキシダーゼによって D-または L-phenylalanineおよび KCNから-ア

ミノニトリルを合成できることを実証した。第一級アミンの酸化反応を触媒す

る変異型 pkDAOでは、(R)-MBAから 2MePGNを合成した。この反応は、通常

のオキシダーゼ反応において、KCNが添加されないと、水中では加水分解が進

行し、対応するケト酸およびケトンが生成する。KCNを反応中に添加すること

によってアミノ酸またはアミンから生成されるイミンにシアン化物が付加され

たことを示唆する。さらに変異型 pkDAOによる酸化とシアン添加のワンポッ

ト反応による(R)-MBAからの 2MePGNの合成反応の条件を最適化した。最適化

条件において、それぞれ約 4.8 mMおよび 9.2 mM 2MePGNを、20°Cで 1時間

または 5°Cで 6時間反応を行うことによって合成することができた。さらに上

記の反応は、変異型 pkDAOおよびニトリラーゼ AY487533によって非天然アミ

ノ酸を合成するために使用できる。このカスケード反応を用い、最適条件下で

(R)-MBA から 2MePGNを介して 2MePGを、98%の収率で効率的に合成した。

この章ではこの新規酵素法を用いて、2MePG、F2MePG、2EtPGなどの第一級

アミンから様々な非天然アミノ酸を合成できることを示した。 

これはアミノ酸オキシダーゼおよびアミンオキシダーゼを用いた酸化シアン

化による-アミノニトリルおよび非天然-アミノ酸の酵素合成を示した初めて

の報告である。この新規反応は、新たな非天然の-アミノ酸の酵素合成の可能

性を生み出し、シアン化と酵素によるニトリル加水分解を組み合わせたワンポ

ット反応により、環境に優しい合成に貢献できる可能性がある。さらにキラル

な貴重なアミノ酸の立体選択的合成のために、アミンオキシダーゼとアミノ酸

オキシダーゼの基質特異性の改善や、立体選択的なニトリラーゼを用いること

でのキラルな非天然アミノ酸合成の研究の発展により、より付加価値の高い反

応として注目されることを期待する。またすでに報告のある-アミノニトリル

を非立体選択的にニトリルヒドラターゼでアミノ酸アミドへ加水分解し、その

後、アミノ酸アミドラセマーゼおよび立体選択的なアミダーゼによる加水分解

反応にて、ラセミ体-アミノニトリルから立体選択的な-アミノ酸への合成反

応を行うダイナミックな光学分割法 10に、今回の一級アミンから-アミノニト

リルを合成する反応を組み合わせることにより、一級アミンから立体選択的に

-アミノ酸の合成が可能になる。ニトリルヒドラターゼなどのシアンに対する

耐性における機能改変などの課題もあるが、酵素反応の組み合わせにより、非

常に興味深い、付加価値の高い反応を実現できる。 

 

第 3章 

第 2章中、(R)-MBAからの 2MePGNの酵素生成における副産物として PPEA

が生成されていることに着目し、酵素量、pHおよび反応温度などの最適化によ
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り PPEA生成の最大化を検討した。また PPEAを反応後、還元剤 NaBH4により

さらに BPEAまで還元することも可能であることを確認した。さらに変異型

pkDAOが基質として認識できないアルキルアミンを反応系に添加することで、

(R)-MBAとそのアルキルアミンがカップリングして生成するイミンが合成でき

ることも確認した。さらに 15N標識 n-hexylamineを用い、この反応における生

成機構を明らかにしている。(R)-MBAの変異型 pkDAOの酸化により生成する

1-PEIが反応系に存在する求核性のある第一級アミンのターゲットになること

が明らかとなった。酵素反応におけるイミン生成反応も初めての報告であり、

今後さらに変異型 pkDAOの基質特異性が改変されることで、より多様なイミ

ン合成反応への応用が期待される。第 2章、第 3章では化学反応と、酵素反応

を組み合わせ、新規な反応を構築できた事例を示した。酵素反応だけ、化学反

応では効率的に進行しない反応でも、反応を組み合わせ、その反応条件を最適

化することで新規な反応系を構築することも可能であることを示した。 

現在、自然界から様々な酵素が報告され、さらに遺伝子情報各においても生

物のゲノム解析等も進み非常に多くのデータが蓄積されている。本研究ではす

でに報告のある酵素に対して、タンパク質工学を用いた機能改変を行い、様々

な反応に用いた。HNLにおいては、様々な植物などの生物から発見されてお

り、その 1次構造や X線構造解析が明らかとなっていることから、構造情報を

用いた基質特異性の改変などが進められている。しかし立体選択性に関する改

変はなかなか困難であり、例えばすでに多く報告のある R-HNLから数種しか

報告されていない S-HNLへの立体選択性の改変等の報告はなく、X線構造解析

の情報のみでは予測が難しい。S体シアノヒドリン合成において酵素の選択が

限られる点は、大きな課題となっている。本研究における Asn156の変異によ

る立体選択性の向上への貢献は、HNLにおいて新しい発見であり、詳細にその

メカニズムを解明することで、HNLの立体選択性に関する新たな知見となる可

能性がある。 

また既存の酵素においてもその反応メカニズムを理解し、反応系を工夫する

ことでこれまで困難とされていた反応を構築することも可能である。アミノ酸

オキシダーゼは古くから知られる酵素の一つであるが、その反応ではアミノ酸

が酸化されイミノ酸が形成し、水が付加する反応で-ケト酸まで反応が進行す

る。本研究ではシアンや一級アミンを用い、その求核性を利用して、オキシダ

ーゼ反応でアミンやアミノ酸から生成されるイミンをアミノニトリルや、イミ

ンに変換することに成功した。他にも求核性のある分子は多くあり、例えばチ

オール基を持った化合物を添加することで、C-S結合形成を行うことも可能で

あると考えられる。こういった多様な求核性の高い分子を反応系に共存させる

ことにより、水中で様々な分子の合成が可能になると考えられる。 
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