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研究の目的 
 タンパク質に組み込まれない、いわゆる非天然（非タンパク質構成）アミノ酸は医薬

品などの合成中間体として有用な化合物である1-4)。しかし、多くの光学活性な非天然

アミノ酸は高価であるため、安価で実用的な不斉合成プロセスの開発が望まれている。

本研究では、Ⅱ型リンゴ酸・乳酸脱水素酵素ファミリーに属する不斉合成に有用な酵素

DpkAを進化分子工学的手法により改変し、耐熱性・基質特異性を改良することを目的と

する。DpkAはα-ケト酸とメチルアミンからNADPH依存的にN-メチル-L-アミノ酸を合成す

る反応と、NADPH依存的に∆1-ピペリデイン-2-カルボン酸を不斉還元してL-ピペコリン

酸に変換する反応を触媒する酵素であり、医薬品原料や農薬の合成中間体として有用な

これらの光学活性化合物の生産に利用できる5,6)。本研究で作製する「改良型酵素」は、

実用的で持続可能な不斉合成プロセスの実現に寄与できるものと考えている。 

 

方法 
 pET21a(+)の NdeI-HindIII 部位に Pseudomonas putida NBRC100650（KT2440）由来の

dpkA（PP3591）遺伝子を組み込み、pDpkA を構築した。pDpkA で形質転換した Escherichia 

coli BL21(DE3)を 100 μg/ml のアンピシリンを含む LB 培地で培養し、1 mM IPTG を加

えて組換え酵素の発現を誘導した。培養液を遠心分離し、集菌体を氷上で超音波破砕し

て得た粗酵素液を Ni-NTA カラムクロマトグラフィーに供し、C 末端に 6xHis タグが付

加した DpkA を精製した。精製酵素を用いて温度、pH、NaCl 濃度、塩酸グアニジン濃度、

SDS 濃度、エタノール濃度の変化に対する DpkA の安定性を調べた。次に、DpkA 変異酵

素ライブラリーを構築するために、pDpkAを鋳型としたエラープローンPCRの最適条件、

および変異酵素ライブラリーから耐熱化酵素を選抜する方法について検討した。 

 
結果 
① DpkA の安定性 

 様々な条件の変化が DpkA の安定性に与える影響について図 1 に示した。温度の変化

に対しては、25℃においても活性は完全に維持されず、30℃で 30 分間処理すると 59％

まで活性が低下した。45℃では、2.5 分で完全に失活した。pH の変化においては、pH 7

以上では pH が上昇するにつれて活性は減少した。NaCl 濃度を変化させた場合、生理食

塩水と同等の塩濃度でも 63％まで活性が低下することがわかった。グアニジン塩酸塩

濃度の変化に対する影響を調べた結果、13 mM では 24％まで活性が低下した。SDS 濃度

を変化させた場合、20 mM において完全に失活した。エタノール濃度の変化においては、

DpkA は 60％エタノール存在下で完全に失活した。耐熱化酵素が取得できた場合、今回

 



図１ DpkAの安定性 
（A）温度の変化による影響、（B）pHの変化による影響（氷上で 30分間インキュベート）、（C）NaCl
濃度の変化による影響、（D）グアニジン塩酸塩濃度の変化による影響（氷上で10分間インキュベート）、
（E）SDS 濃度の影響（氷上で 10 分間インキュベート）（F）エタノール濃度による影響（氷上で 10
分間インキュベート）。 

 

 



調べた条件下における酵素活性を測定し、野生型酵素と比較する予定である。 

② エラープローン PCR の最適条件の検討と変異酵素ライブラリーからの耐熱化酵素の

選抜条件 

 pDpkA をエラープローン PCR のテンプレートとして使用した。１xPCR 緩衝液、0.25 mM 

dGTP、0.25 mM dCTP、0.25 mM dTTP、4 mM dATP、33.5 pmol プライマー、3.4 ng 鋳型

DNA、4.2 U Taq ポリメーラーゼを含む 100 μl の反応液を調製し、94℃で 1分間、55℃

で 1分間、72℃で１分間のサイクルを 10 回繰り返した。その後、25 nmol の dATP を加

えて、さらに、94℃で 1 分間、55℃で 1 分間、72℃で１分間のサイクルを 25 回繰り返

した。増幅した DNA 断片を pET21a(+)に連結して、E. coli BL21(DE3)を形質転換した。

形質転換体からプラスミドを抽出して、挿入断片の配列を解析すると、1から 6カ所に

塩基置換が見られた。この PCR 条件を以降の実験に用いることにした。 

 次に、得られた変異酵素ライブラリーから耐熱化酵素を選抜する方法を検討した。

pDpkA を保持する E. coli BL21(DE3)の粗酵素液を 30、45、50℃で 30 分間インキュベ

ートして、マイクロプレートリーダーを用いて N-メチル-L-アミノ酸脱水素酵素活性を

測定した結果、30℃と 45℃でインキュベートした場合には活性を検出できたが、50℃

では活性を検出できず、DpkA は失活したと考えられた。そこで、変異酵素ライブラリ

ーを 45℃と 50℃でインキュベートした後の残存活性を野生型酵素と比較することで耐

熱化酵素の選抜をすることにした。 

 今後は、確立した上記の条件で耐熱化酵素の取得を目指す予定である。また、既知の

DpkA は NADPH を良い補酵素とする。そこで、NADH を補酵素として、高い活性を示す DpkA

の取得も目指す予定である。 

 

結論 
 本研究により、P. putida NBRC100650由来の DpkAの安定性に関する知見が得られた。

また、エラープローン PCR の最適条件が決定したことで変異酵素ライブラリーの取得が

可能になるとともに、変異酵素ライブラリーの中から耐熱化 DpkA を選抜する方法につ

いても設定できた。今後は、本研究で確立した条件で変異酵素ライブラリーを作製し、

この中から、耐熱化酵素、および補酵素特異性が NADPH から NADH に変わった「改良型

酵素」を見出し、得られた酵素を用いて、医薬品原料として有用な N-メチル-L-アミノ

酸や L-ピペコリン酸の合成を試みる予定である。耐熱化酵素を用いた物質生産系は従来

の系よりも長時間反応が可能になることが予想され、菌体量あたりの有用物質生産量を

向上できると考えている。 
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