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略語一覧

AMP adenosine monophosphate
ATP adenosine triphosphate
D-AAO D-アミノ酸オキシダーゼ（D-amino acid oxidase）
EDTA エチレンジアミン四酢酸

HEPES 2-[4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジル] エタンスルホン酸

HPLC high performance liquid chromatography
IPTG isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside
L-AAO L-アミノ酸オキシダーゼ（L-amino acid oxidase）
LB Luria-Bertani
meso-DAP meso-ジアミノピメリン酸

mPMS 1-methoxy-5-methylphenazinum methyl sulfate
MurNAc N-アセチルムラミン酸

NAD+ nicotinamide adenine dinucleotide
NADP+ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NorVal ノルバリン（norvaline）
NorLeu ノルロイシン（norleucine）
PAGE ポリアクリルアミド電気泳動法

PCR polymerase chain reaction
PDB protein data bank
PLP ピリドキサール 5′-リン酸

SDS sodium dodecyl sulfate
TCA トリクロロ酢酸（trichloro acetic acid）
UDP uridine diphosphate
WST-1 water-soluble tetrazolium -1



4

序章

アミノ酸はタンパク質の構成成分であるとともに様々な生体機能の調節分子

として、生体に不可欠な存在である。本論文で取り上げた L-アラニンはタンパ

ク質の構成アミノ酸の一種であリ、側鎖にメチル基を有する。L-アラニンの代謝

では、L-アラニンはピルビン酸へと転換された後にクエン酸回路へと運ばれエネ

ルギー源となる。また糖新生においてグルコースを生合成する際の出発物質で

あるピルビン酸の基質となる。

アラニンアミノトランスフェラーゼ（Alanine transaminase, ALT, EC 2.6.1.2）（1）

はビタミン B6の補酵素型であるピリドキサル 5’-リン酸 (PLP) を補酵素とし、

L-アラニンと 2-オキソグルタル酸からピルビン酸と L-グルタミン酸を生成する

反応を触媒する。同酵素は特に肝臓に多く含まれており肝障害のマーカーとし

て用いられている。細菌では L-アラニンは L-アラニンデヒドロゲナーゼ

（L-Alanine dehydrogenase, L-AlaDH）（2）によってピルビン酸へと代謝分解され

る。

L-アラニンの光学異性体である D-アラニンは細菌細胞壁のペプチドグリカン

の必須構成成分である。D-アラニンは D-アミノ酸オキシダーゼ（D-Amino acid

oxidase, D-AAO, EC 1.4.3.3）によってピルビン酸に変換される（3）。D-AAO は

FADを補酵素とし酵母からヒトまで広く存在する。D-AAOを持たない多くの細

菌は D-アラニンをアラニンラセマーゼ（Alanine racemase, AlaR）（4）の作用に

より L-アラニンへと変換し、L-アラニンと同様の経路により代謝する。

以下に細菌のアラニン代謝関連酵素であり、本研究の対象である L-アラニン

デヒドロゲナーゼとアラニンラセマーゼについて述べる。

１）L-アラニンデヒドロゲナーゼ

L-アミノ酸デヒドロゲナーゼは NAD(P)+を補酵素として L-アミノ酸を対応す

る 2-オキソ酸とアンモニアに変換する酸化的脱アミノ反応、およびその逆の 2-

オキソ酸の還元的アミノ化反応を触媒する。これまでに L-バリンデヒドロゲナ
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ーゼ、L-ロイシンデヒドロゲナーゼ、L-フェニルアラニンデヒドロゲナーゼ、L-

グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、L-アスパラギン酸デヒドロゲナーゼなどが報告

されている。L-グルタミン酸デヒドロゲナーゼは動物、植物から細菌まで広く存

在しているが、その他の L-アミノ酸脱水素酵素は主として細菌や植物で見出さ

れている。

このうち L-アラニンデヒドロゲナーゼ（ L-AlaDH； L-alanine: NAD+

oxidoreductase, EC 1.4.1.1）は NAD+依存的に L-アラニンをピルビン酸とアンモニ

アに変換する脱アミノ反応、およびその逆反応であるピルビン酸のアミノ化反

応を触媒する。他の L-アミノ酸デヒドロゲナーゼが NAD(P)Hの pro-Sの水素を

引き抜く Type Bの酵素であるのに対し、L-アラニンデヒドロゲナーゼは NADH

の pro-Rの水素を引き抜く Type Aの酵素である。この酵素はさまざまな生理学

的プロセスに関与すると考えられている。例えば L-アラニンデヒドロゲナーゼ

遺伝子を欠損した Bacillus subtilisの変異体では胞子形成が行われず、高濃度のピ

ルビン酸を添加することで相補されると報告されている（5）。このことから

L-AlaDHは B. subtilisの胞子形成段階において L-アラニンからピルビン酸を生成

する役割を果たすと考えられる。またいくつかのランソウでは L-AlaDHは窒素

固定条件下で高発現することが報告されている（6, 7）。ヘテロシストを形成す

る糸状性ラン藻Anabaena sp. PCC7120のald変異体では窒素源を含まない培地で

は野生型に比べてその増殖速度は約 50%であった（8）。このことから窒素固定

細菌が正常に成長するためにはヘテロシストにおいてアラニンの異化による窒

素源供給が必要であると考えられる。

L-アミノ酸デヒドロゲナーゼは基質の認識部位を除けばよく似た活性中心構

造を有している。これまでにいくつかの細菌由来 L-AlaDH について NAD+やピ

ルビン酸との複合体の構造が決定され (Phormidium lapideum（9）, Archaeobus

fulgidus（10）, Mycobacterium tuberculosis（11）, Thermus thermophilus （PDB ID:

2EEZ）、基質である L-アラニンとピルビン酸の認識機構が解明されている。M.

tuberculosis L-AlaDHでは基質ピルビン酸のメチル基は Phe94、Leu130、Met133、

Ala299が形成する疎水ポケットに結合していた（11）。また P. lapideum L-AlaDH
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ではピルビン酸のメチル基は Tyr93, Met132, Leu129 が形成する疎水性ポケッ

ト内に結合していると考えられた（9）。先に述べたように L-アミノ酸デヒドロ

ゲナーゼには NADP(H)と NAD(H)に依存する２タイプの酵素が存在しており、

それぞれに特徴的な補酵素認識部位を有している。この構造については第２章

で紹介する。

２）アラニンラセマーゼ

アミノ酸ラセマーゼは D-あるいは L-アミノ酸の不斉α炭素に作用してラセミ

体を形成する反応を触媒する。本酵素は D-アミノ酸の生合成および代謝に大き

く関わっている。PLP 依存性のアミノ酸ラセマーゼとして、アラニンラセマー

ゼ、低基質特異性アミノ酸ラセマーゼ、セリンラセマーゼなどが、また補酵素

を要求しないアミノ酸ラセマーゼとしてアスパラギン酸ラセマーゼ、グルタミ

ン酸ラセマーゼなどが報告されている。

このうちアラニンラセマーゼ（EC 5.1.1.1）は PLP に依存して D-, L-アラニン

のラセミ化を触媒する酵素である。細菌ペプチドグリカン層の主な構成成分で

ある D-アラニンの生合成にかかわることから細菌に必須の酵素と考えられてい

る。アラニンラセマーゼには主に D-アラニン生合成に働く ALR と D-アラニン

の分解に関与する DADが存在する。これまでにさまざまな細菌からアラニンラ

セマーゼが精製され、酵素学的解析が行われてきた（12-16）。アラニンラセマー

ゼは以前はペプチドグリカンを有する細菌に特徴的な酵素であると考えられて

いたが、その後、分裂酵母や植物、甲殻類や貝類といった真核生物にもその存

在が確認されている（17-22）。甲殻類や貝類では以下に述べるように環境中の塩

分濃度の上昇によってアラニンラセマーゼ活性が増加することから、生成物で

ある D-アラニンが浸透圧調整に働くオスモライトとして働く可能性が示唆され

ている。

アラニンラセマーゼ反応では、基質アラニンが補酵素 PLP とシッフ塩基を形

成した後、-水素が塩基性触媒基によってプロトンとして引き抜かれアニオン

性中間体が生成する。この際 PLPはマイナスチャージを非局在化する「電子溜」

として機能する。続いてこのアニオン性中間体に、PLP-アニオン性中間体平面
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を挟んでプロトン引き抜きが起こった面とは反対の面上で酸性触媒基からCに

プロトンが付加する。これによって基質とは異なる立体化学を有する生成物ア

ラニンと PLP の複合体が生成する。PLP に依存するアミノ酸ラセマーゼにおい

て、この時に働く塩基性触媒基と酸性触媒基媒が D-アミノ酸と L-アミノ酸で同

一なのか（一塩基機構）異なるのか（二塩基機構）という問題が長らく議論さ

れてきた。アラニンラセマーゼについて、現在では D-アラニンのプロトン引き

抜きは PLP結合リジン残基が、L-アラニンのプロトン引き抜きはチロシン残基

が触媒基として働く二塩基機構を取ることが分かっている（4）。

３）D-アミノ酸の生理機能

真核生物における D-アミノ酸の生理機能についてはこの２０年間で急速に研

究が進んだ。海洋性水生生物は遊離アミノ酸を高濃度含有していることが知ら

れているが、甲殻類の筋肉部では遊離全アラニン量の 30～60％が、二枚貝の筋

肉部では 60～80%が D-アラニンであると報告されている（23, 24）。また軟体動

物の頭足類（イカ・タコ類）の神経組織中では遊離 D-アスパラギン酸が見出さ

れており、サトウガイ Scapharca satowiの足筋先端部にも多くの D-アスパラギン

酸が含まれている（25）。第３章で述べるように D-アミノ酸には甘味を示すもの

が多く、D-アラニンは海産物の味に多大な影響を与えているものと思われる。

D-セリンは哺乳動物脳内に著量存在しており、N-メチル- D-アスパラギン酸レ

セプターのコアゴニストとして作用している。同レセプターは記憶や学習とい

った脳の高次機能に関与することから、中枢神経系の D-セリンの挙動は統合失

調症や筋萎縮性側索硬化症といった様々な神経疾患に関連するであろうと考え

られている（26）。また D-アスパラギン酸も記憶などの脳神経機能に関与するほ

か、脳ホルモンの分泌制御、テストステロン産生の活性化といった生殖への関

連が指摘されている（27）。

このように D-アミノ酸の様々な生理機能が明らかになるにつれて D-アミノ酸

定量に対する需要が増加している。D-アミノ酸を一斉にかつ精密に定量する方

法としては二次元高速液体クロマトグラフィーを用いる方法や LC/MS/MSを用
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いる方法などが開発されている（28, 29）。これらの方法では D-, L-アミノ酸の網

羅的解析が可能で、感度も極めて高いが特殊な装置と技術を必要とするもので

あり、現在は分析を業とする企業において商業ベースで利用されている。特に

分析を専門としない研究室では D-, L-アミノ酸を N-アセチル-L-システインや

N-Boc-L-システインと o-フタルアルデヒドと反応させてジアステレオマーとし

て逆相カラムで分離する方法が一般的である。

簡易な定量法としては D-アミノ酸に特異的な酵素を用いた酵素法も考えられ

る。例えば D-アスパラギン酸はこれに D-アスパラギン酸オキシダーゼを反応さ

せて過酸化水素を発生させ、これをペルオキシダーゼを用いて定量することで

定量できる。また D-セリン定量では D-セリンを D-セリンデヒドラターゼによっ

てピルビン酸に転換し、これを NADHと乳酸脱水素酵素を用いて定量する。酵

素法では特に酵素の基質特異性が重要となる。

本論文では細菌のアラニン代謝関連酵素のうち L-アラニンデヒドロゲナーゼ

とアラニンラセマーゼを取り上げ、両者の機能解析と応用に関する研究結果を

記す。本論文の第１章では低温性 L-アラニンデヒドロゲナーゼのアミノ酸組成

および立体構造を中温性及び耐熱性 L-アラニンデヒドロゲナーゼと比較し、酵

素の低温適応機構について検討した結果について記述する。第 2 章では

Shewanella sp. Ac10由来の NAD(P)+依存型 L-アラニンデヒドロゲナーゼと NAD+

依存型 L-アラニンデヒドロゲナーゼの補酵素結合部位を比較し、アミノ酸置換

によって補酵素特異性を改変した研究結果について記述する。第３章ではラン

ソウ Synechocystis sp. PCC6803由来のアラニンラセマーゼと他の細菌由来アラニ

ンラセマーゼのアミノ酸配列比較から分子進化について述べるとともに、ラン

ソウ酵素に特有な、基質認識部位のアミノ酸残基の解析結果について述べる。

第４章ではランソウ由来の L-アラニンデヒドロゲナーゼとアラニンラセマーゼ

を用いて D-, L-アラニンの酵素的分別定量法を構築し、甲殻類中の D-, L-アラニ

ンを定量した結果について述べる。
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第 1章 低温適応型 L-アラニンデヒドロゲナーゼの解析

緒言

恒常的に低温適応している好冷性微生物の酵素は好熱性微生物の酵素に比べ

てあまり注目されていない。しかし好冷菌が生産する低温適応型酵素はさまざ

まな産業分野での応用やタンパク質の構造と機能の関係を研究する上でも有用

である（1, 2, 3）。しかし低温適応型酵素の特徴は限られた生物種でしか明らか

にされていない。低温で高い触媒活性を示す低温適応型酵素は、進化の過程で

タンパク質構造の柔軟性を獲得し触媒能力を高めていると考えられている。低

温適合型酵素の結晶構造（4, 5, 6）や三次元モデル（7, 8, 9, 10）から、これらの

酵素は、塩橋、水素結合、芳香族-芳香族接触などのタンパク質安定化因子の数

が減少し、プロリンやアルギニンの含有量も中温性の酵素に比べて減少してい

ることが明らかとなっている。しかし、好冷菌酵素と中温菌酵素の構造と機能

を比較するための重要な要素である生物種の類似性にはほとんど注意が払われ

ておらず、分類学上の類似グループに属する生物において両酵素群を比較する

ことは重要である。

NAD+依存性の L-アラニンデヒドロゲナーゼ（L-AlaDH）（EC 1.4.1.1）は L-ア

ラニンのピルビン酸への可逆的な脱アミノ化を触媒し、光学活性アミノ酸のエ

ナンチオ選択的生産に利用できる（11, 12）。これまでにさまざまな D-アミノ酸

が L-AlaDH、アラニンラセマーゼ（EC 5.1.1.1）、D-アミノ酸アミノトランスフェ

ラーゼ（EC 2.6.1.1）、ギ酸デヒドロゲナーゼ（EC 1.2.1.2）を用いた酵素反応系

によって、対応する 2-オキソ酸から効率的に生産されている（12）。しかしオキ

サロ酢酸や -クロロピルビン酸など一部の 2-オキソ酸は不安定で、37℃などの

中温で長時間培養すると分解されてしまう。このような不安定な 2-オキソ酸は

低温では比較的安定であるため、これらの基質を変換するには、低温で高い活

性を示す低温適応型の酵素が有用であると考えられる。

本研究では、好冷菌 Shewanella sp. strain Ac10とCarnobacterium sp. strain St2 か
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ら低温活性 L-AlaDH 遺伝子をクローニングし、3 次元構造モデルを構築して中

温菌や好熱菌の L-AlaDHと比較した。
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1. 方法

1-1 試薬類

Bacillus subtilis由来 L-AlaDH (BsuAlaDH)は Sigma 社から購入した。Bacillus

stearothermophilus 由来の L-AlaDH (BstAlaDH)はユニチカ株式会社の近藤氏か

ら提供いただいた。Vibrio proteolyticus 由来の L-AlaDH (VprAlaDH)はプラスミ

ド pVprAlaDH を保持する大腸菌 TG1株より精製した（13）。

制限酵素および修飾酵素は TaKaRa Biochemicals または TOYOBO から購入し

た。オリゴヌクレオチドは Biologicaから購入した。その他の試薬はすべてナカ

ライテスクまたは富士フィルム和光純薬から入手した。

1-2 菌体

南極海の海水から分離されたグラム陽性菌Carnobacterium sp. strain St2は酵母

エキス 1.2 g、ポリペプトン 2.3 g、クエン酸ナトリウム 0.3 g、グルタミン酸 0.3 g、

硝酸ナトリウム 50 mg、硫酸第一鉄 5 mg、人工海水塩（Jamarin S; Jamarin

Laboratory）を含む培地（pH 7.5）1リットルで培養した。グラム陰性菌 Shewanella

sp.Ac10は既報のように培養した（14）。

大腸菌は NAD+依存性の L-AlaDH 活性を持たないため、L-AlaDH 遺伝子の発

現には大腸菌 TG1株、JM109株、C600株を使用した。

1-3 脂肪酸組成

Carnobacterium sp.strain St2 の脂肪酸組成は、島津製作所の GC-14A 型ガスク

ロマトグラフに水素炎イオン化検出器と HR101型キャピラリーカラムを装備し

て、既報の方法に従って測定した（14）。

1-4 DNA操作と塩基配列解析

DNA塩基配列はアプライドバイオシステムズ社のモデル 377B自動DNAシー

ケンサーと色素標識ターミネーターシーケンサーキット（アプライドバイオシ
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ステムズ社）を用いて決定した。PCRは，サーマルサイクラー（Perkin-Elmer Cetus）

を用いて dNTP を 0.2 mM の濃度で含む反応混合液 0.05 ml、各プライマー 100

pmol、鋳型 DNA 10 ng、反応バッファー、2.5 Uの ExTaqまたは LATaq DNAポ

リメラーゼ（TaKaRa）を用いて行った。16S rRNA遺伝子（rDNA）はCarnobacterium

sp. strain St2の染色体 DNAを鋳型として、Weisburgらの方法（15）で PCRを行

って増幅し塩基配列を決定した。これらの配列は Ribosomal Database Project（16）、

GenBankおよび EMBLデータベースから取得した配列と比較し、GenCANS-RDP

システム（17, 18）で分類した。MEGALIGN プログラムで CLUSTAL 法（19）

を用いて配列を揃え系統樹を構築した。

1-5 遺伝子のクローニングとプラスミドの構築

制限酵素 Sau3AI で部分消化して得られた Shewanella sp.Ac10 株および

Carnobacterium sp.St2株の染色体 DNA の断片を、pUC118の BamHI サイトに挿

入した。大腸菌 TG1を宿主としてライブラリー構築を行った。ジゴキシゲニン

で標識した DNAプローブを用いたコロニーハイブリダイゼーションにより、遺

伝子ライブラリーから L-AlaDH遺伝子を持つ陽性クローンを選択した。L-AlaDH

遺伝子に特異的な DNAプローブは、L-AlaDHの 2つのコンセンサス配列に合わ

せて設計された以下のプライマーを用いて PCRを行うことで得られた：

Forward primer 5'-GAA(or G)ATT(or C,A)AAA(or G)AAT(or C)AAT(or C)GAA(or

G)TA，Reverse primer 5'-CCIGCIACT(or C)TCIG(or C)A(or T)CATIGG。

PCRは以下のプログラムに従って行った。変性 95℃で 1分、アニーリング 33

〜38℃で 2 分、伸長 72℃で 1 分を 45 サイクル行った。近接領域を含まない

L-AlaDH遺伝子全長を PCR法によって取得し、酵素を過剰生産するための発現

プラスミドを作製した。

Shewanella sp. strain Ac10 L-AlaDH (SheAlaDH)遺伝子のクローニングには、

Forward primer 5'-CGAGGATCCATATGATTATTGGTGTTCCAACAG お よ び

Reverse primer 5'-TACGAATTCAAGCAAGTAGGCTTTTTGG を 、 ま た

Carnobacterium sp. strain St2 L-AlaDH（CarAlaDH）遺伝子のクローニングには、
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Forward primer 5'-GAGGGATCCTTATGAAAATCGGTATACCTAAAG お よ び

Reverse primer 5'-TTTGAATTCTATTTATTGAAACAAGTACTTGCを用いた。得ら

れた遺伝子は BamHI と EcoRI で消化した後、既報（11）のようにプラスミド

pFDHAlaDHの lacプロモーターと tacプロモーターの下流にある BamHI - EcoRI

サイトに挿入した。得られた Shewanella sp.Ac10株および Carnobacterium sp.St2

株の L-AlaDH 遺伝子をコードするプラスミドをそれぞれ pSheAlaDH2 および

pCarAlaDH2と命名した。

1-6 酵素活性測定

L-AlaDH活性は 200 mMのグリシン-KCl-KOH緩衝液（pH 10.0）、70 mMの L-

アラニン、1.0 mMの NAD+ および L-AlaDH を含む反応混合液（1 ml）で 25℃

における NAD+の還元を 340 nmの吸光度をモニターすることにより測定した。

タンパク質量は Bio-Rad社のプロテインアッセイキットを用いて決定した。酵素

活性の 1 unitは 1分間に 1 moleの NADH生成を触媒する酵素量とした。Kinetic

parameterは 2番目の基質の濃度を一定にしたまま 1番目の基質の濃度を変化さ

せ初速度から速度定数を決定した。データのフィッティングは，KaleidaGraph

ソフトウェア（Adelbeck Software）を用いて行った。タンパク質の分子量は 200

mMの NaClを含む 100 mMのリン酸カリウム緩衝液で平衡化した Superdex 200

カラム（Pharmacia）を用いたゲルろ過クロマトグラフィーによって推定した。

分子量マーカーとして，ウシ肝臓カタラーゼ（240～250 kDa），酵母アルコール

デヒドロゲナーゼ（150 kDa），ウシ血清アルブミン（68 kDa），ウシ赤血球炭酸

アンヒドラーゼ（29 kDa），ウマ心臓チトクローム c（12 kDa）を用いた。

1-7 酵素精製

SheAlaDH は pSheAlaDH2 を保持する大腸菌 TG1 株から精製した。すべての

操作は 50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.2）中で行った。細胞（2.7 g wet weight）

を 10 mlの緩衝液に懸濁し、超音波処理で破砕した。遠心分離後、上澄み液に硫

酸アンモニウムを最終濃度 2 Mになるように加え、Phenyl-Superose FPLCカラム
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（Pharmacia）にアプライした。酵素は 2 - 0 Mの硫酸アンモニウムグラジエント

で溶出した。活性画分を集め、Centricon-50（Amicon）で濃縮後、Superdex 200

カラム（Pharmacia）を通した。最後に酵素液をMonoQ FPLCカラム（Pharmacia）

にアプライし、0 - 0.4 M NaClグラジエントで溶出した。

1-8 分子モデリングと構造解析

L-AlaDHの構造はランソウ Phormidium lapideum由来 L-AlaDH（PlaAlaDH）の

構造を基にMODELLER, version 4 (20)というプログラムを用いて行った。

2. 結果および考察

2-1 L-AlaDH遺伝子を持つ低温適応菌のスクリーニング

L-AlaDH遺伝子を保有する低温適応菌を PCR法を用いて検索したところ、グ

ラム陽性菌 St2株が L-AlaDH 遺伝子を保有していることがわかった。この菌株

は 4℃でよく成長し、最適な生育温度は 20℃前後で、30℃以上ではほとんど成

長しない。また、この菌株ではドコサヘキサエン酸が全脂肪酸の 6％を占めてお

り、寒冷地に適応した微生物に特徴的なドコサヘキサエン酸やエイコサペンタ

エン酸などの多価不飽和脂肪酸が含まれていることがわかった（3）。St2株は、

その 16S rDNA配列から、低 G+C含有グラム陽性細菌群に属すると考えられた。

St2株は南極の細菌 Carnobacterium alterfunditum（21）に最も類似していた。そ

こでこの菌株を Carnobacterium sp. strain St2と命名した。もう一つの菌株、グラ

ム陰性の南極の細菌 Shewanella sp.Ac10 株が L-AlaDH 遺伝子を持っていた。こ

の菌株は 4℃でよく増殖し、20℃前後で最適な増殖を示し、30℃以上ではほとん

ど増殖しない。この菌株の分類学上の特徴と脂肪酸組成についてはすでに報告

されている（14）。

2-2 L-AlaDH遺伝子のクローニングと発現

Shewanella sp. Ac10 および Carnobacterium sp. St2 から PCR 法により L-AlaDH
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遺伝子を取得した。pSheAlaDH2を保持する大腸菌 TG1における SheAlaDHの発

現レベルは、細胞抽出液中の L-AlaDH の比活性（約 4 U/mg of protein）から判

断して全可溶性タンパク質の約 10%であった。この比活性は 20～37℃の培養温

度に影響されなかった。一方、pCarAlaDH2 を発現させた大腸菌 TG1 を 37℃で

培養すると抽出液中に L-AlaDH 活性は認められなかったが、30℃以下の温度で

培養すると低いながら酵素活性（0.03～0.07U/mg of protein）が検出された。大

腸菌 TG1を宿主株とし pCarAlaDH2の元となった pFDHAlaDH（11）をベクター

とした発現系は、pUC118、pKK233-2、pFDHAlaDHをベクターとし大腸菌 JM109

株、C600株、TG1株を宿主株とした系を含め、検討した全ての組み合わせの中

で最も高いレベルの L-AlaDH活性を示した。これらの組み合わせは、いずれも

37℃で培養した場合には L-AlaDH活性は検出できなかった。

SheAlaDHは、SDS-PAGEゲル上で単一のメインバンドを形成するレベルまで

精製された。一方、CarAlaDHは非常に不安定で急速に失活し精製できなかった。

2-3 アミノ酸配列の類似性と系統的分析

CarAlaDHと SheAlaDHのアミノ酸配列を、他の細菌由来の L-AlaDHのアミノ

酸配列と比較した。CarAlaDH は Geobacillus stearothermophilusなど同じ低 G+C

含量グラム陽性菌グループの酵素と最も高い同一性を示した（58.5～62.8%）。さ

らに SheAlaDHは VprAlaDHと最も類似していた（同一性レベル 76.5%）。Vibrio

proteolyticus は Shewanella sp. strain Ac10 と同じ -proteobacteria に属する中温

性グラム陰性菌であるが、SheAlaDHと CarAlaDHの配列同一性は 47.4%と低か

った。L-AlaDH の系統相関関係を同じ生物種の 16S rDNA 間の系統相関関係と

比較した（Fig. 1）。2つの系統樹の分岐パターンは類似しており、L-AlaDH遺伝

子の相関関係は遺伝子の水平移動などによる不連続的なものではないことがわ

かった。それぞれの L-AlaDH は、各生物種の代謝要件を満たすように他の

L-AlaDH とは分かれて進化したと考えられる。以上の結果から、L-AlaDH は低

G+C含量グラム陽性菌グループの L-AlaDHと、グラム陰性菌の -proteobacteria

の L-AlaDHの 2つのクラスターに分類できるものと考えられた。同じグループ
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Fig. 1. Comparison of phylogenetic trees for AlaDHs and 16S rDNAs from various bacterial

strains. I and II indicate low-G+C-content gram-positive bacteria and members of the

-subdivision of the Proteobacteria, respectively. AlaDHs from Phormidium lapideum (Pla)

and G. stearothermophilus (Bst) were also included in the analysis, although the 16S rDNA

sequences of these organisms could not be obtained. AlaDHs from Carnobacterium sp.

strain St2 (Car), Bacillus subtilis (Bsu), Bacillus sphaericus (Bsp), V. proteolyticus (Vpr),

Shewanella sp. strain Ac10 (She),Mycobacterium tuberculosis (Mct).

の L-AlaDH を比較することで異なる温度への適応に影響する構造的要因を明ら

かにすることができると期待された。

2-4 好冷菌 L-AlaDHの特性

L-AlaDHの触媒活性の最適温度は 50%失活温度と同じ範囲にある（Table 1）。

SheAlaDH は CarAlaDH よりも安定していたが中温菌および好熱菌由来の全て

の L-AlaDH よりも不安定であった（Fig.2）。このように好冷菌由来の L-AlaDH

はいずれも低温適応型酵素に特徴的な特徴を持っていた。CarAlaDHの熱安定性

は、大腸菌 TG1/pCarAlaDH2から調製してもオリジナルの Carnobacterium sp. St2
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Fig. 2. Thermal stabilities of AlaDHs from the psychrotropic organisms

Carnobacterium sp. strain St2 (recombinant [□] and wild type [◇]) and

Shewanella sp. strain Ac10 (○), the mesophilic organisms V. proteolyticus
(●) and B. subtilis (■), and the thermophilic organism G.
stearothermophilus (▲). The activities of AlaDHs remaining after

incubation for 30 min at different temperatures in 0.1 M potassium

phosphate buffer (pH 7.2) are shown.
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から調製しても変わらなかった（Fig.2）。CarAlaDH の不安定さはおそらく酵素

の固有の特性であろう。

SheAlaDHと VprAlaDHの温度指標（温度-活性と温度-安定性の関係）の測定

値は数℃の差しかない。一方、CarAlaDH は BsuAlaDH や BstAlaDHとは大きく

異なる。したがってグラム陽性菌由来の L-AlaDH は構造と安定性の関係を研究

するための良いツールとなるものと思われた。そこで本研究では CarAlaDHの特

性を明らかにするために大腸菌 TG1/pCarAlaDH2の粗酵素抽出物を使用した。

好冷菌酵素の kinetic parameter を Table 1 に示した。SheAlaDH の kcat 値は

VprAlaDH の kcat値よりもわずかに低いが、SheAlaDH の kcat/Km 値は VprAlaDH

の kcat/Km 値の 3倍近くであった。一方BsuAlaDHの kcat/Km値は SheAlaDHの kcat/Km

値の少なくとも 9倍であった。L-AlaDH は B. subtilisの正常な胞子形成に必須で

あることが知られている（22)。胞子を形成する細菌の L-AlaDHは胞子を形成し

ない細菌の L-AlaDHよりも高活性である可能性が考えられた。

2-5 好冷菌の L-AlaDHの構造的特徴

アルギニン残基はリジン残基よりも安定した結合を形成し、タンパク質-タン

パク質間やタンパク質-溶媒間で有利な相互作用をもたらす。そのためアルギニ

ン残基の含有量はタンパク質の安定性にとって重要な因子と考えられている

（23, 24, 25）。グラム陽性菌由来の 3 つの L-AlaDH、CarAlaDH、BsuAlaDH、

BstAlaDHにおいて熱安定性は総塩基性残基（Arg＋Lys）に対するアルギニン残

基のモル比や塩橋数と同様の関係にあることがわかった（Table 1）。このことか

ら CarAlaDHの熱不安定性は総塩基性残基（Arg + Lys） に対するアルギニン残

基の比率が低いことや塩橋数が少ないことで説明できる。

SheAlaDHは VprAlaDHよりも熱に対して不安定であるが、その差はわずかで

ある（Table 1）。したがって SheAlaDH と VprAlaDHの違いはアルギニン残基に

関連する要因以外で決定されていると考えられる（Table 1）。プロリン残基やグ

リシン残基は分子骨格の柔軟性に影響を与えることでタンパク質の安定性に寄

与すると考えられている（26)。しかし L-AlaDHの熱安定性はこれらのアミノ酸
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組成では説明できない（Table 1）。さらにアミノ酸組成を用いて計算した他の指

標、例えば hydropathicity（27）や aliphatic index（28）などでも好冷菌と中温菌

の L-AlaDHには差がないことがわかった。

2-6 好冷性 L-AlaDHのホモロジーモデリング

PlaAlaDHはホモ六量体構造（29）であり、VprAlaDH（13）や BstAlaDH (30)

など他の L-AlaDH も同様のサブユニット構造を持つことが分かっている。

SheAlaDHの分子量はゲルろ過クロマトグラフィーにより約 24万Daと推定され

た。この結果と SDS-PAGEの結果から、SheAlaDHもホモ六量体構造であること

がわかった。CarAlaDHの分子量は不安定なために決定できなかったがCarAlaDH

もホモ六量体構造であると推定してモデリングを行った。PlaAlaDHの X線結晶

構造を参考にホモロジーモデリングを用い、２種類の好冷性 L-AlaDH、２種類

の中温性 L-AlaDH、1種類の耐熱性 L- AlaDH の構造モデルを構築した。これら

の構造をもとに好冷性 L-AlaDHの熱安定性を決定する様々な要因を推定した。

その結果、同じ細菌グループ（SheAlaDHと VprAlaDH、BstAlaDHと BsuAlaDH

と CarAlaDH）の L-AlaDHを比較すると、耐熱性 L-AlaDH - 中温性 L-AlaDH - 好

冷性 L-AlaDHの順に塩橋の総数が減少することがわかった（Table 1）。CarAlaDH

の構造モデルからサブユニットあたりの塩橋を形成するアルギニン残基の数は、

BsuAlaDHとBstAlaDHに比べて、それぞれ 2つと 5つ少ないことが分かった（Fig.

3）。CarAlaDHが熱に不安定なのは、塩橋の総数、特にアルギニン残基が形成す

る塩橋の数が少ないことで説明できるかもしれない。しかし、低温適応生物か

ら単離されたタンパク質によく見られる表面拡張ループの数（1, 31）や芳香族-

芳香族相互作用（1, 9）が少ないことなど他の構造的特徴は好冷性 L-AlaDHの構

造モデルには見られなかった。このように低温適応型 L-AlaDH はその不安定性

が主に塩橋数の低さに依存するという点でユニークであると思われた。
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Fig. 3. Locations of arginine residues in the three-dimensional structural
models of AlaDHs from the thermophilic organism B. stearothermophilus
(A), the mesophilic organism B. subtilis (B), and the psychrotrophic
organism Carnobacterium sp. strain St2 (C). The arginine residues are
shown as space-filling models, and the residues that form salt bridges are

indicated by arrows. The lines indicate the Ca. traces of the protein

monomers.
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第 2章 Shewanella sp. Ac10 および Phormidium lapideum由来 L-アラニン

デヒドロゲナーゼの補酵素特異性の改変

緒言

NAD+と NADP+は生体内に存在する 2つの類似した酸化還元型補酵素である。

NADP+は AMP部位の 2'-水酸基にエステル化されたリン酸基が存在し、NAD+

とは構造的に異なる。NAD(P)+依存性酵素の NAD+と NADP+の補酵素結合ドメ

インの構造は互いによく似ていることがわかっている。これまでに

Thermoactinomyces intermedius 由来の NAD+ 特異的L-ロイシンデヒドロゲ

ナーゼ (L-LeuDH) (TinLeuDH) と NADP+ 依存性酸化還元酵素とのアミノ酸

配列比較の結果から TinLeuDH の補酵素特異性を決定していると思われる一

連のアミノ酸残基が決定された。これらのアミノ酸残基を他のアミノ酸残基で

置換し，野生型本来の補酵素特異性を NADP+型に変換できることが報告された

(1）。NAD+や NADP+は高価であるため、これらを補酵素とする酵素を合成反応

などに応用する場合には補酵素再生系を共役させることが多い。補酵素再生系

と共通の補酵素を使用する必要があることからNAD+依存性酵素とNADP+依存

性酵素の相互変換は重要である。

第１章で述べた L-アラニンデヒドロゲナーゼ（L-AlaDH）[L-alanine: NAD+

oxidoreductase, deaminating, EC 1.4.1.1]は L-アラニンからピルビン酸への可

逆的な酸化的脱アミノを触媒する酵素で Bacillus属などの細菌から単離されて

いる（2-8）。 L-AlaDHは A型立体特異性酵素であり、他のアミノ酸デヒドロ

ゲナーゼとは補酵素の立体特異性が異なる（9）。L-AlaDH の多くはランソウ

Phormidium lapideum 由来のものを含め NAD+依存性の酵素である。しかし

Shewanella sp.Ac10由来の L-AlaDH（SheAlaDH）は NADP+に対しても活性

を示す（10）。この L-AlaDH のアミノ酸配列を他の NAD+依存型アミノ酸脱水

素酵素のアミノ酸配列と比較したところ SheAlaDH の補酵素結合部位には

NADP+の 2'-リン酸基との結合に関与すると予想される Arg 残基が存在するこ
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とが分かった。

本研究では補酵素結合部位のアミノ酸残基に部位特異的変異を導入し

Phormidium lapideum由来の L-AlaDH（PlaAlaDH）と SheAlaDH の補酵素

特異性の改変を試みた。
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1. 方法

1-1 試薬類

制限酵素および修飾酵素は TaKaRa Biochemicals社から購入した。NAD+お

よび NADP+はオリエンタル酵母社より購入した。その他の試薬はすべて富士フ

ィルム和光純薬から購入した。オリゴヌクレオチドはBiologica社およびGriner

社から入手した。SheAlaDHの遺伝子を含むプラスミド pSheAlaDHは前述の

方法で調製した（10）。遺伝子の発現には大腸菌 JM109株とプラスミドベクタ

ー pUC18 および pUC119 を用いた。

1-2 Phormidium lapideum由来 L-AlaDHのクローニングと精製

ラ ン ソ ウ Phormidium lapideum の 染 色 体 DNA は Genomic DNA

Purification Kit MagExtractor - Genome - (TOYOBO CO. LTD.)を用いて調製

した。Phormidium L-AlaDHの発現ベクターを構築するために、以下のプライ

マーを用いて PCR法によりコード領域を増幅した。

5'-CCCTGCAGCTAAAGGATGTTGGTAAAATCG-3'（下線：Pst I site）
5'-GCAAGCTTGGGTGGCTCC-GGTCGCAGTCGAAGC-3'（下線： HindIII
site）。

Phormidium L-AlaDH 遺伝子の全長を含む PCR 産物（1.5kb）を Pst I と
HindIIIで消化し、同じ制限酵素で処理した pUC18ベクターにライゲーション

した。得られたプラスミド pMAD1は DNAシークエンスによって構築を確認し

た。

プラスミド pMAD1で形質転換した大腸菌 JM109株を、50 g/mlのアンピ

シリンを添加した LB培地で 37℃で培養した。３時間培養後、IPTGを最終濃

度 0.2 mMになるように添加し、さらに 18時間培養した。遠心分離で菌体を回

収し、5 mM EDTAと 0.05% 2-メルカプトエタノールを含む 50 mMリン酸カ

リウム緩衝液（pH7.2）に懸濁し超音波破砕した。遠心分離（100,000×g、60

分）後の上清に 30％飽和になるよう硫酸アンモニウムを添加し、沈殿を 50 mM
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リン酸カリウム緩衝液（pH7.2）で一晩透析した。DEAE Toyopearl 650 (TOSOH)

および Superdex 200HR (GE Healthcare Bio-sciences) を用いたカラムクロ

マトグラフィーにより Phormidium L-AlaDH を精製した。

1-3 変異導入

DNA mutagenesis kit (GE Healthcares) および Mutan Super Express kit

(TaKaRa Biochemicals) を用いて，L-AlaDH 遺伝子に部位特異的変異を導入

した。使用した変異導入用プライマーは以下の通りである。

I198R, 5'- CAAATTTTTTGACAGGAATGTG -3'

R199I, 5'- GATACTGATATCCAAAACAC -3'

D198G, 5'- GTAATGCATCGATACTGCGACCCAAAACAAC -3'

D198A, 5'- GTAATGCATCGATACTGCGAGCCAAAACAAC -3'

D198V, 5'- GTAATGCATCGATACTGCGAACCAAAACAAC -3'

D198L, 5'- GTAATGCATCGATACTGCGAAGCAAAACAAC -3'

DNAシーケンサー 370A（Applied Biosystems社）を用いた DNAシークエ

ンスにより変異確認を行った。

1-4 酵素活性測定およびタンパク質定量

野生型および変異型の SheAlaDHおよび PlaAlaDHは、前述のように組み換

え大腸菌 JM109株から精製した（5,10）。L-AlaDH 活性は、30℃（SheAlaDH）

または 45℃（PlaAlaDH）で Beckman DU650 分光光度計を用い 340nm の吸

光度で NAD(P)+の還元を測定した（5）。酵素 1ユニットは 1 分間に 1 mole

の NAD(P)Hの生成を触媒する酵素量と定義した。速度定数は一定の L-アラニ

ン濃度（70 mM）下で NAD(P)＋の濃度を変化させたときの初速度を測定し求め

た。補酵素特異性として 20 mMの L-アラニンと 0.5 mMの NAD(P)+で活性測

定を行った。タンパク質濃度は Bio-Rad社のプロテインアッセイキットを用い

て測定した。
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2. 結果

2-1 SheAlaDH の補酵素結合部位の予測

PlaAlaDH の NAD+結合部位のアミノ酸配列を SheAlaDH を含む他の

NAD+特異的 L-アミノ酸デヒドロゲナーゼのアミノ酸配列と比較した（11-14）

（Fig. 1）。PlaAlaDHの Asp197はさまざまな L-アミノ酸デヒドロゲナーゼ間

で保存されており、NAD+の AMP部位の 2', 3'-水酸基と水素結合を形成するこ

とが示されている（15-17）。SheAlaDHは保存されている Asp 残基の隣の位

置にアルギニン残基（Arg199）を含む点でユニークである。SheAlaDH は

NADP+の 2'-リン酸基とこの Arg残基との間のイオン的な相互作用を通じて、

NADP+に作用していると考えられる。PlaAlaDHの補酵素結合部位の 3次元構

造（17）から、Ile198の側鎖が NAD+の AMP近傍に位置していることが明ら

かとなった（Fig. 2）。PlaAlaDHの Ile198は SheAlaDHでは Argに置換され

ており(Arg199)、この Arg残基が NADP+の 2'-リン酸基と相互作用すると予想

される。Ile198 を Arg に置換した変異型 PlaAlaDH も、おそらく SheAlaDH

と同じように NADP+と結合できると考えられる。
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Fig. 1. Alignment of amino acid sequences around the cofactor-binding site of

L-AlaDHs and other L-amino acid dehydrogenases. Their GenBank accession

numbers are shown in parentheses.

Fig. 2. Cofactor-binding site of L-AlaDH from Phormidium lapideum (15).
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2-2 Phormidium lapideum 由来 L-AlaDH I198R 変異体酵素の作製

PlaAlaDH の Ile198 を Arg に置換した I198R 変異体酵素を作製し、その

kinetic parameterを決定した（Table 1）。予想通り元々の PlaAlaDHが NAD+

のみに作用するのに対し、PlaAlaDH I198R変異体酵素はNADP+にも作用した。

また PlaAlaDH I198R変異体酵素の NAD+および NADP+に対する Km および

kcat 値は SheAlaDHと同様の値であった。このように PlaAlaDHの 1 アミノ

酸変異により同じ補酵素特異性を持つタイプの SheAlaDHに変換することに成

功した。

2-3 Shewanella sp. Ac10由来 L-AlaDH R199I 変異体酵素の作製

逆に SheAlaDH の Arg199 を Ile に置換した R199I 変異体酵素を作製し、

PlaAlaDHと同様の補酵素特異性を持つ酵素に変換できるかを検討した。Table

1 に示すように SheAlaDH R199I変異体酵素は野生型の PlaAlaDH と同様に

NAD+ 特異的な補酵素特異性を示した。NAD+を補酵素とした場合 SheAlaDH

R199I変異体酵素の kcat/Km値は野生型 PlaAlaDHの kcat/Km値の約 1/3であっ

たが、野生型 SheAlaDHの kcat/Km値とほぼ同等の値であった。

2-4 NADP+を補酵素とする L-AlaDH変異体酵素の作成

SheAlaDHの Asp198はさまざまな NAD+ 特異的な酵素の間で保存されて

いるが、NADP+依存性の酸化還元酵素では同位置に Valや Ileなどの疎水性残

基が保存されている（18-20）。そこで NADP+に対して顕著な選好性を示す

SheAlaDH変異体酵素を作製するために Asp198を Gly，Ala，Val，Leuなど

の疎水性アミノ酸に置換した（Table 2）。変異体酵素の NADP+に対する Km値

は野生型酵素に比べて 1/2～1/11に低下した。一方 kcatは 3～31倍に増加した。

その結果、変異体酵素の kcat/Km値は、NADP+を補酵素とした場合の野生型酵素

の kcat/Km値の 5〜270倍になった（Table 2）。NAD+を補酵素とした場合、変異

体酵素は野生型酵素よりも触媒効率が低く、変異体酵素の kcat/Km値は野生型酵

素の 1/72〜1/5,000倍であった（Table 2）。NADP+を補酵素とした場合 D198A
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変異体酵素が最も高い触媒効率を示した。

Table 1. Kinetic parameters for cofactors of the wild type and mutants of L-AlaDH
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Table 2. Kinetic parameters for cofactors of the wild type and mutants of Shewanella
AlaDH
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考察

ランソウ Phormidium lapideumの L-AlaDH（PlaAlaDH）を含め、ほとんどの

L-AlaDH は NAD+ 特異的である。しかし好冷菌 Shewanella sp.Ac10 由来の

L-AlaDH（SheAlaDH）は NAD+と NADP+の二重の補酵素特異性を示す。

PlaAlaDHの補酵素結合部位の Ile198が SheAlaDHでは対応するアルギニン

（Arg199）に置換されていることから、SheAlaDH ではこのアルギニン残基が

NADP+ の 2'-リン酸基の結合部位として機能しているのではないかと推測した。

この推測を検証するために、部位特異的変異導入法により SheAlaDHのArg199

を Ileに置換したところ、得られた変異体酵素（R199I）は確かに NAD+に特異

的に作用することが示された。一方 PlaAlaDHの I198R変異体は NAD+だけで

なく NADP+にも作用することがわかった。

PlaAlaDHの Asp197 は、SheAlaDH を含む様々な NAD+ 特異的な L-アミ

ノ酸デヒドロゲナーゼの間で保存されているが、NADP+ 特異的な酵素では疎水

性のアミノ酸が保存されていた。この残基の関連性を調べるために、Asp198を

Gly, Ala, Val, Leu に置換した変異型 SheAlaDHを作製した。NADP+に対する

kcat/Km値は 5倍から 270倍に増加し、D198Aが最も優れていた。このことから

野生型酵素ではAsp198の負電荷がNADP+の2'-リン酸基と静電的に反発してい

ると考えられる。

T. intermedius由来のNAD+依存性L-LeuDHは３つのアミノ酸残基を置換し

た結果（D203A-I204R-D210R）NADP+を補酵素とすることが可能となった（1）。

本研究では単一のアミノ酸置換によって L-アラニンデヒドロゲナーゼの補酵素

特異性を変換できることが示された。
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第 3章 Synechocystis sp. PCC6803由来アラニンラセマーゼの分子進化と

酵素学的解析

諸言

アラニンラセマーゼ（EC 5.1.1.1, AlaR）はピリドキサール 5'-リン酸（PLP）を

補酵素として L-Alaと D-Ala の相互変換を触媒する。AlaRは細菌の細胞壁のペ

プチドグリカン層の必須成分である D-Ala の生合成を担っており、細菌にとっ

て不可欠な存在である。ペプチドグリカンは N-アセチルムラミン酸（MurNAc）

と N-アセチルグルコサミンが交互にユニット化された糖鎖が、短いペプチド鎖

で 架 橋 さ れ て 構 成 さ れ て い る （ 1, 2 ）。 代 表 的 な ペ プ チ ド は

L-Ala-D-Glu-2,6-meso-diaminopimelate（meso-DAP）または L-Lys-D-Ala であり、

その N末端はMurNAcのラクチル基で分岐している。細菌種によっては他の D-

アミノ酸もペプチドグリカンペプチドの構成要素として使用され、例えばバン

コマイシン耐性菌の一部では D-Alaが D-Serで置換されている（3）。ペプチド鎖

の C末端の D-Alaは、隣接するペプチド部位の meso-DAP（または L-Lys）と直

接または短いペプチドブリッジを介して結合しており、その結果、糖鎖が相互

に結合し細菌の細胞を取り囲む網目構造が形成される（1, 2）。

UDP-MurNAC上でのペプチドグリカンの合成はMurリガーゼ群酵素によっ

て触媒される。MurC、MurD、MurE、MurFは、それぞれ L-Ala、D-Glu、meso-DAP、

D-アラニル-D-アラニン（D-Ala-D-Ala）を ATP依存的な一連の反応で順次結紮す

る。得られたペンタペプチド鎖の末端の D-Ala は 2 つのペプチドグリカンペプ

チドのライゲーションの際に放出される。D-Ala-D-Alaは、D-alanyl-D-alanine lyase

（DdlA）によって 2つの D-Ala分子から ATP依存的な反応で合成される。AlaR

は D-Alaの供給源としてペプチドグリカンの生合成に欠かせない存在である。

本研究で取り上げたランソウはグラム陰性菌のものに似たペプチドグリカン

を持つことが報告されている（4）。例えば、ランソウのペプチドグリカンに含

まれるペンタペプチドには、グラム陰性菌で特徴的に見られる meso-DAPが含ま
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れている。グラム陽性菌で対応する成分は L-DAPまたは L-Lysである（参考文

献 4に引用されている文献を参照）。ランソウのペプチドグリカンにはグラム陽

性菌のペプチドグリカンの代表的な成分であるテイコ酸は含まれていない。一

方、ランソウのペプチドグリカンの層はグラム陰性菌のそれよりも厚くなって

いる。グラム陰性菌とグラム陽性菌のペプチドグリカン層の厚さはそれぞれ 2 -

6 nmと 20 - 40 nmである（4）が、Synechococcusや Phormidium uncinatumのペプ

チドグリカン層はそれぞれ 10 nm、15 - 35 nmと報告されている（4）。糸状性ラ

ンソウ Oscillatoria princepsのペプチドグリカン層は 250 - 650 nmである（5）。ま

た Synechocystis sp. PCC 6714のペプチドグリカン鎖の架橋度（56％、6）はグラ

ム陽性菌で見られる範囲であり、ほとんどのグラム陰性菌よりも高い。このよう

にランソウのペプチドグリカンは、グラム陽性菌とグラム陰性菌の両方のペプチドグリカ

ンに類似したモザイク構造を有している。このようなランソウのユニークなペプチドグリ

カンの構造に鑑み、本研究ではペプチドグリカン生合成に欠くことができない AlaR の

解析を行うこととした。

本研究では AlaRの系統解析を行い、ランソウの AlaRがグラム陽性菌酵素と

グラム陰性菌酵素の分岐に先立って分岐した可能性を示唆した。また

Synechocystis sp. PCC6803の推定AlaR遺伝子 slr0823を大腸菌にクローニングし、

酵素タンパク質を発現・精製し酵素学的特性を調べた。さらにランソウの AlaR

に特徴的な活性中心近傍 Trp385残基の機能を解析した。
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第１節 Synechocystis sp. PCC6803由来アラニンラセマーゼの分子進化的解析

1. 方法

1-1 系統解析

AlaRの系統解析は CLC Sequence Viewerソフトウェアの ver.7.7（QIAGEN）を

用い、デフォルト設定で行った。系統樹は Kimura protein distance measureを用い

た neighbor-joining法で 100回のブートストラップを用いて構築した。系統樹は

ランソウ由来 AlaR 11種、グラム陽性菌由来 AlaR 5種、グラム陰性菌由来 AlaR

6種のアミノ酸配列から作成した。

2. 結果

2-1 AlaRの系統的な解析

緒言で述べたようにランソウのペプチドグリカンはグラム陰性菌とグラム陽性菌の両

方の特性を持つユニークな構造をしている（4-6）。本研究ではペプチドグリカンの必須

構成成分である D-Ala の生合成を担う AlaRの進化系統解析を行った（Fig. 1）。系統

解析の結果ランソウの AlaR は 2 つのグループに分かれた。1 つは Oscillatoria、

Phormidium、Nostoc などの糸状性ランソウ由来の AlaR である。これらの細胞は比較

的厚い細胞壁を持っている（5）。もう 1 つは薄い細胞壁を持つ Synechocystis や

Synechococcus の単細胞性ランソウ由来 AlaR からなるグループである （7 ）。

Synechococcusの AlaRはグラム陽性菌およびグラム陰性菌の AlaR と共通の祖先タン

パク質を有すると考えられるが、グラム陽性菌やグラム陰性菌の酵素とは進化的に離

れた位置にある。またグラム陰性菌の AlaRはアラニン生合成に働くとされる ALR と、

アラニンの異化に働くと考えられる DAD で別々のクラスターを形成していた。ランソウ

のペプチドグリカンがグラム陰性菌とグラム陽性菌の両方のペプチドグリカンに類似し

た性質を持っていることを考えると、グラム陰性菌とグラム陽性菌のAlaRが分離する前

にランソウの AlaRが分岐していたとすれば興味深い。
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Fig. 1. Phylogenetic analysis of bacterial AlaR. A and B indicate clusters of gram-positive and
gram-negative bacteria cluster, respectively.
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第 2節 Synechocystis sp. PCC6803由来アラニンラセマーゼの酵素学的解析

1. 方法

1-1 試薬類

制限酵素及び修飾酵素は TaKaRa Biochemicals社、合成オリゴヌクレオチドは

株式会社ニッポンジーンから購入した。遺伝子発現には大腸菌 BL21(DE3)pLysE

株およびプラスミドベクター pET16bを用いた。すべての試薬は特級グレードの

ものを使用した。Phormidium lapideum L-AlaDH および Rhodococcus sp. AIU

Z-35-1由来 L-アミノ酸オキシダーゼ(L-AAO)は以前に記載した方法で調製した

（8,9）。その他の試薬は富士フィルム和光純薬株式会社から入手した。

1-2 Synechocystis sp. PCC6803由来 AlaRの発現ベクターの構築

Synechocystis sp. PCC6803 の 染 色 体 DNA は DNA purification kit -Genome-

(TOYOBO）を用いて調製した。推定AlaR遺伝子slr0823のコード領域を以下のプ

ライマーを用いてPCR法により増幅した。

5′-CATATGGTCTTGAGTCGAGAC-3′（下線：Nde I site）

5′-GGATCCTTAGATAAGAATACGGGG-3′（下線：BamHI site）

完全長のAlaRをコードするPCR産物（1.2kb）をNdeIおよびBamHIで消化し、同

じ制限酵素で処理したpET16bベクターにライゲーションした。結果として得ら

れたプラスミド pET-SynAlaRの構築はDNAシークエンスによって確認した。

1-3 Synechocystis sp. PCC6803由来 AlaRの精製と酵素活性測定

プラスミドpET-SynAlaRを保持する大腸菌 BL21(DE3)pLysE 株を50 g / mlの

アンピシリンと50 g / mlのクロラムフェニコールを添加したLB培地（500 ml）

で37℃で培養した。2時間培養後、IPTGを最終濃度0.4 mMで添加し、さらに30℃

で20時間培養した。遠心分離により細胞を回収し、300 mMのNaClを含む50 mM

リン酸ナトリウム緩衝液（pH7.4）（緩衝液A）に懸濁し、超音波処理により細胞
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を破砕した。遠心分離（100,000×g、60分）後、上澄み液中の酵素をHisTalonTM

Superflow Cartridge（TaKaRa Bio）を用いて、メーカーの推奨プロトコルに従っ

て精製した。活性画分を回収し、緩衝液Aで平衡化したSuperdex 200 10/300ゲル

ろ過カラム（GE Healthcare）を備えたFPLCでイミダゾールを除去した。

D-Ala に対する AlaR活性は，L-AlaDH と NAD+を用いたカップリングシステ

ムを用いて以下のように測定した。50 mM glycine - NaOH 緩衝液 (pH 10.0)、0.5

mM NAD+、3 mU Phormidium L-AlaDH および 10 mM D-Ala を含む反応混合液

(1 ml) を 30ºC でインキュベートし、DU-650 UV-VIS 分光光度計 (Beckman

Coulter) を用いて 340 nm の吸光度の増加をモニターした。AlaRの 1 unitは 1分

間に D-Alaから 1 moleの L-Alaの生成を触媒する酵素量と定義した。

野生型および変異体 AlaRの L-および D-アミノ酸に対する基質特異性は，そ

れぞれ D-AAO および L-AAO を用いて以下のようにして決定した。100 mM

glycine - NaOH 緩衝液（pH10.0）、0.48 mM 4-アミノアンチピリン、1.0 mMフェ

ノール、1 mUの L-AAOまたは D-AAO、1.6 gの西洋わさびペルオキシダーゼ

および 10 mM の L-または D-アミノ酸からなる反応混合液（100 l）を 30ºC で

30分間インキュベートした後、SH9000 Labマイクロプレートリーダー（コロナ

電気）を用いて 505nm の吸光度の増加を測定した。タンパク質濃度は Bio-Rad

社のプロテインアッセイキットを用いて，ウシ血清アルブミンを標準物質とし

て測定した。

また基質濃度を変化させることにより kinetic parameterを決定した。Kmおよび

Vmax値は SigmaPlotソフトウェア（ver. 14.5）を用いてMichaelis-Mentenの式に従

って算出した。

1-4 部位特異的変異導入

Synechocystis AlaR の Trp385の変異は KOD -plus- mutagenesis kit（TOYOBO）

を用いて実施した。使用した変異導入プライマーは以下の通りである。

Trp385-f: 5'- ACCATATCCDDKGAAATACTCTGTG -3'

Trp385-r: 5'- GCCCAAAGTAGAGGCCCAATG -3'
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Applied Biosystems PRISM 3130xl DNA sequencer（Thermo Fisher Scientific）を

用いた DNAシーケンスにより変異導入を確認した。

2. 結果

2-1 Synechocystis sp.PCC6803由来の AlaRの酵素学的特性

SynechocystisAlaRの分子量は SDS-PAGEから 46 k、ゲルろ過カラムクロマト

グラフィーから 75ｋと推定されたことから、この酵素が二量体構造であること

が示唆された（Fig. 1）。また Synechocystis AlaRの吸収スペクトル（Fig. 2）が示

すように、この酵素は 420 nm付近に吸収ピークを示した。ここに 20 mMのヒ

ドロキシルアミンを添加すると消失したことから Synechocystis AlaRは PLP酵素

であることが示唆された。

Synechocystis AlaRの D-Alaから L-Alaへの変換反応に最適な pHは 10.5であっ

た（Fig. 3）。またこの酵素は 58℃まで安定で、64℃での 15分間のインキュベー

トによって 50%失活した（Fig. 4）。Synechocystis AlaRは L-Alaと D-Alaに特異的

に作用し、Val、Leu、Phe、NorVal、NorLeu、Ser などの他のアミノ酸には作用

しなかった。Synechocystis AlaRの Km値は L-Alaおよび D-Alaに対してそれぞれ

4.32 ± 0.25 および 3.87 ± 0.68 mM であった。kcat値は L-Ala と D-Ala でそれぞれ

9.49 ± 0.18と 4.42 ± 0.35 s-1であった。触媒効率 kcat / Kmは L-および D-Alaでそれ

ぞれ 2.20 ± 0.11および 1.14 ± 0.20 s -1mM-1であった。これら Synechocystis AlaR

の kinetic parameterの値は、他の生物の biosynthetic AlaR（ALR）の値と類似して

いた（10-14、およびその中の参考文献）。

2-2 SynechocystisAlaRのW385変異体の酵素学的解析

SynechocystisAlaRと G. stearothermophilusAlaRのアミノ酸配列の比較を Fig. 5

に示した。G. stearothermophilus AlaR（15）を用いてその役割が研究されてきた

活性中心アミノ酸残基は Synechocystis AlaRでも保存されていた。PLP 結合 Lys

残基（G. stearothermophilusAlaRの K39）は D-Alaのそれぞれ -水素の引抜と付
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加において一般塩基触媒、一般酸触媒として機能するが、Synechocystis AlaR で

は K65として保存されていることが確認された。また L-Ala に対応する一般塩

基触媒、一般酸触媒として働く Tyr残基（G. stearothermophilus AlaRの Y265）は

Y293として保存されていることが確認された。

Fig. 1. Purification of Synechocystis AlaR. A. SDS-PAGE of Synechocystis AlaR.
The enzyme (1.0 g) was separated by a SuperSepTM Ace, 12.5% (Wako Chemicals)
and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. Lane 1. Mw marker, Lane 2.
Synechocystis AlaR.
B. Gel filtration analysis of Synechocystis AlaR. The enzyme was subjected to FPLC
equipped with a Superdex 200 10/300 gel filtration column (GE Healthcare)
equilibrated with buffer A consisting of 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)
and 300 mM NaCl.
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Fig. 2. Absorption spectra of 1.0 mg/ml Synechocystis AlaR in buffer A (bold line)
and that after addition of 20 mM hydroxylamine (dot line).
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Fig. 3. Effects of pH on the activity with D-Ala of Synechocystis AlaR. The buffers used were
each 50 mM Gly-NaOH buffer（○）and NaHCO3-NaOH buffer (□).

Fig. 4. Thermostability of Synechocystis AlaR. The SynechocystisAlaR (0.2 mg/ml) in buffer A
was incubated for 15 min at each temperature and cooled on ice. Then the activity with D-Ala as
a substrate was assayed at 30ºC by the L-AlaDH coupling method as described in the text.
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Fig. 5. Alignment of the amino acid sequence of Synechocystis and Geobacillus
stearothermophilusAlaR. The amino acid residues involved in catalysis were in red color.
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また PLPのピリジン窒素および 3′-OHと相互作用するG. stearothermophilus AlaR

の R219および R136は、Synechocystis AlaRではそれぞれ R249および R165とし

て保存されていることが確認された。

Synechocystis AlaRの活性中心アミノ酸配列を他のさまざまなAlaRの塩基配列

と比較したところ、Synechocystis AlaRのW385はほぼすべてのランソウの AlaR

で保存されていることが示されたが、他の細菌の AlaRでは対応する残基が Tyr

であることが確認された（Fig. 6）。G. stearothermophilus AlaR の対応する Y354

は基質認識に関与していることが知られている（16）。そこで Synechocystis AlaR

のW385に部位特異的を変異導入し、W385を Ala、Val、Leu、Ile、Phe、Tyrの

疎水性アミノ酸残基に置換した。

W385変異体酵素の吸収、蛍光、CDスペクトルは野生型酵素と同様であり、こ

の変異が大きな構造変化を与えていないことが示唆された（Fig. 7）。吸収スペク

トルから、野生型およびW385A、W385V、W385L、W385I、W385F、W385Y変

異体酵素における420nmの吸光度と280nmの吸光度の比はそれぞれ0.08、0.04、

0.05、0.07、0.07、0.08、0.10と算出された。この結果はW385AおよびW385V変

異体酵素のPLP含量が野生型酵素のそれよりもわずかに低いことを示唆してい

る。W385のAlaおよびValへの変異がPLPに対する親和性をわずかに低下させた

可能性がある。

W385をAla, Val, Leu, Ileなどの疎水性側鎖を持つアミノ酸残基に置換するとD-,

L-Alaに対する比活性が低下したが、PheおよびTyrなどの芳香族アミノ酸に置換

すると比活性にはほとんど影響を与えなかった（Table I）。そこでW385変異体酵

素のD-Ala変換反応のkinetic parameterをPhormidium L-AlaDHとのカップリングアッセ

イを用いて決定した（Table II）。W385AおよびW385V変異体酵素のD-Alaに対する

kcat値は野生型酵素の10.9および12.7%であり、Km値はそれぞれ野生型酵素の2.53お

よび3.37倍であった。一方W385をLeu、Phe、Tyrの各残基に変異させても kcat値には

ほとんど影響が見られなかった。またW385FおよびW385Y変異体酵素の触媒効率

（kcat /Km）は野生型酵素のそれよりも高かった。これらの結果から、385番目の残基の

大きさが酵素の触媒効率に影響を与えることが示唆された。G. Stearothermophilus



54

Fig. 6. Alignment of the amino acid sequence around W385 of the Synechocystis AlaR and the
corresponding sequences of the other AlaRs. Amino acid sequence around W385 of the
Synechocystis AlaR was compared with those of other AlaRs. W385 and the corresponding
residues were in red (Trp) or blue (Tyr) color.
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Fig.7. Spectrophotometric analysis of Synechocystis AlaR wild-type and W385 mutant
enzymes.
A: Absorption spectra, B: Fluorescence spectra, C: CD spectra
― Wild-type, ― W385A, ― W385V, ― W385L, ― W385I, ― W385F, ― W385Y
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Table I. Specific activity for D-, L-amino acid of SynechocystisAlaRW385 mutant enzymes.

Enzyme D-Ala D-NorVal D-NorLeu L-Ala L-NorVal L-NorLeu

Wild type 7.24 ± 0.01 n.d. n.d. 7.96 ± 0.08 n.d. n.d.

W385A 1.55 ± 0.01 2.73 ± 0.00 1.17 ± 0.00 1.53 ± 0.19 1.60 ± 0.16 0.12±0.00

W385V 1.29 ± 0.01 1.66 ± 0.02 0.46 ± 0.00 1.16 ± 0.22 1.21 ± 0.21 0.16±0.00

W385L 6.09 ± 0.03 1.54 ± 0.01 0.33 ± 0.01 2.46 ± 0.47 1.59 ± 0.17 n.d.

W385I 4.96 ± 0.00 1.31 ± 0.00 0.81 ± 0.06 2.16 ± 0.41 1.76 ± 0.01 n.d.

W385F 8.65 ± 0.07 1.44 ± 0.01 0.75 ± 0.02 4.36 ± 0.08 0.39 ± 0.06 n.d.

W385Y 5.36 ± 0.06 0.67 ± 0.02 0.51 ± 0.02 7.15 ± 0.06 0.55 ± 0.08 n.d.

The values are the average of each three samples, and expressed as an average ± SE of units /

mg protein.

n.d., not detected (the value is below the detection limit).
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Table II. Kinetic parameters for D-Alanine of SynechocystisAlaRW385 mutant enzymes.

Enzyme Km (mM) kcat (s-1) kcat /Km (s-1mM-1)

Wild type 3.87 ± 0.68 4.42 ± 0.35 1.14 ± 0.4

W385A 9.81 ± 0.78 0.480 ± 0.02 0.0489 ± 0.062

W385V 13.0 ± 2.32 0.506 ± 0.07 0.0346 ± 0.035

W385L 6.39 ± 1.72 6.64 ± 0.97 0.156 ± 0.74

W385I 16.7 ± 3.22 3.72 ± 0.51 0.223 ± 0.46

W385F 1.68 ± 0.35 4.25 ± 0.28 2.57 ± 0.87

W385Y 1.45 ± 0.23 5.23 ± 0.23 3.61 ± 0.81

The values are the average of each three samples, and expressed as an average ± SE.
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AlaRの対応するY354の役割から予想されるように、W385は基質結合ポケットの中の1

つの残基である。W385I変異体酵素のD-Alaに対するKm値は野生型酵素の約4.3倍で

あったが、W385L変異体酵素のKm値はほぼ同じであった。またW385V変異体酵素の

Km値は野生型酵素の3.4倍であった。これらの結果から、分岐鎖の3-メチル基が基質

結合を阻害していることが示唆された。

また西洋ワサビペルオキシダーゼとブタ腎臓由来D-AAOまたはRhodococcus

L-AAOとのカップリング法を用いてVal、Leu、Phe、NorVal、NorLeu、2-amino

heptanoic acidのD-およびL-体に対するW385変異体酵素の反応性を調べた(Table

I)。生成したD- および L-アミノ酸量を生成したH2O2量として測定した。W385A

およびW385V変異体酵素はD- および L-Alaに加え、D- および L-NorVal、D-およ

び L-NorLeuに作用した。またW385L、W385I、W385F、W385Y変異体酵素は、

D-およびL-NorVal、D-NorLeuには反応したが、L-NorLeuには反応しなかった。

W385変異体酵素のうち、NorVal、NorLeu 両基質に対して最も反応性の高かった

W385A 変異体酵素について D-NorVal および D-NorLeu に対する kinetic parameter

を、L-NorValおよび L-NorLeu に対して活性を示す Phormidium L-AlaDH Y93A 変

異体酵素（unpublished result）とのカップリングアッセイを用いて決定した。D-NorValの

Kmと kcat値はそれぞれ 12.01 ± 0.88 (mM)と 0.43 ± 0.02 (s-1)、D-NorLeu の Kmと kcat

はそれぞれ15.45 ± 1.22 (mM)と0.31 ± 0.01 (s-1)であった。NorValとNorLeuのkinetic

parameter の違いは、おそらく基質結合ポケットの大きさを反映していると思われる。ま

たW385を Alaおよび Valに変異させると D-Alaに対する Km 値が増加し、kcat値が減

少した。このことは、変異により基質結合ポケットが拡大したことで D-Ala および D-Ala

に由来する反応中間体に対する酵素の親和性が低下したことを示唆している。
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考察

ランソウのペプチドグリカンはグラム陰性菌とグラム陽性菌の両方の性質を示すこと

から（4-6）、ペプチドグリカン生合成に関わる酵素の進化が注目されている。AlaRの系

統解析は既に行われているが（17-19）、これらの研究はいずれもランソウの AlaRに焦

点を当てたものではなかった。今回の系統解析でランソウの AlaRはグラム陽性菌と

グラム陰性菌の酵素が分離する前に分岐したことが示唆された。AlaR の分子進化は

ペプチドグリカンの構造的特徴と相関していると思われた。そこでランソウのモデル種

とされる Synechocystis sp. PCC6803の AlaR を調べ、その酵素学的特性を明らかにし

た。Synechocystis AlaRのサブユニット構造、pH profile、耐熱性、kinetic parameter

などの特性は、他の生物の AlaRと類似していた（10-14）。

AlaRのアミノ酸配列をアライメントした結果 Synechocystis AlaRでも AlaRの

触媒的に重要な残基が保存されていることがわかった。アミノ酸配列から、

Synechocystis AlaRのW385に対応する Trp残基は、ほぼ全てのランソウの AlaR

で保存されていることがわかった。一方、他の細菌の AlaRでは対応する残基は

Tyr である。興味深いことに、今回調べたランソウの AlaRの中で最も遅く分岐

したと考えられる Synechococcus sp. JA-3-3AbのAlaRでは対応する残基は Tyrで

あった。このことから、Trpから Tyr への置換は AlaRの進化の過程で起こった

と考えられる。G. stearotheromophilus AlaRの Y354は基質認識に関与しているこ

とが示唆されており、Asn残基への変異により Serラセミ化活性が増加した（16）。

そこでYASARAプログラムを用いてSynechocystis AlaRの分子モデリングを行っ

た（20, http://www.yasara.org/products.htm)（Fig. 8）。枯草菌の AlaR（5IRP-B）の

構造をテンプレートとして L-Ala結合モデルを作製した。モデル構造によると、

W385は結合した L-Alaの側鎖の C3から 3.43Åの位置にあり、この距離はW385

が基質認識に関与していることを示唆している。W385 の変異は Synechocystis

AlaRの基質特異性に影響を与え、W385のAla残基への変異は D-Alaに対する kcat /

Km値を低下させたが、NorValおよび NorLeu に対する活性を付与した。これらの結果

からW385が基質認識に関与していることが示唆された。

http://www.yasara.org/products.htm
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Fig. 8. Homology modeling of substrate-binding site of the Synechocystis AlaR. The modeling

was carried out with YASARA program. Lys65 is a presumed PLP-binding residue.
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今回の研究は、ランソウの AlaRの酵素学的特性に関するおそらく初めての報

告である。Synechocystis AlaRのW385が AlaRの基質特異性を決定していること

を確認した。この Trp残基はランソウの AlaRの特徴であり、他のグラム陽性菌

やグラム陰性菌の AlaRでは Tyr残基に置き換えられていた。系統解析の結果、

ランソウの AlaRは他のグラム陽性菌やグラム陰性菌の AlaRが分岐する前に分

岐したことが示唆された。もしそうであればランソウのペプチドグリカンがグ

ラム陽性菌と陰性菌の両方の性質を持っていることは示唆に富んでいる。

ランソウのペプチドグリカンは、そのモザイク構造の他に、葉緑体の進化を

考える上でも興味深いものがある。植物のプラスチドはランソウを祖先にもつ

とする endosymbiotic説がある。植物のプラスチドは当初ペプチドグリカンを有し

ており、進化の過程で徐々にそれを失っていったと考えられている（21）。現在、

ペプチドグリカンは、2つのエンベロープとペプチドグリカン細胞壁を持つ灰色

藻類のプラスチドに保持されている（22, 23, およびその参考文献を参照）。灰色

藻類のモデル生物である Cyanophora paradoxaは推定 AlaR遺伝子を含んでいる

(24)。しかしアミノ酸配列の比較から、SynechocystisAlaRのW385に対応する C.

paradoxaAlaRのアミノ酸残基は Tyrであることが判明している(24)。
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第 4章 L-AlaDHおよび AlaRを用いた D-アラニンの酵素的定量法の構築

緒言

近年の分析技術の進歩により、D-アミノ酸は哺乳類を含む様々な真核生物に

存在し生理的に重要な役割を果たしていることが明らかになってきた。例えば

D-Serは動物のN-methyl-D-aspartate受容体のコアゴニストとして機能しており脳

の高次機能に関与している。D-Aspは神経伝達、ホルモン調節、そしておそらく

生殖に関与していることが示唆されている（1, 2, 3）。また、D-アミノ酸は味覚

との関係も報告されており、D-アミノ酸の中には甘味を持つものがあることが

知られている（4）。細胞を用いた in vitroの実験により、これらの D-アミノ酸が

甘味受容体 T1R2+3の活性化を引き起こすことが明らかになった（5）。D-アミノ

酸の中でも D-Alaは、T1R2+3受容体に加え、L-アミノ酸の味覚感知に特異的な

イノシン一リン酸依存的な T1R1+3受容体刺激能を有する点が特徴的である。こ

れらの結果は、D-アミノ酸が食味の決定因子として機能していることを示唆し

ている。実際、老川らは D-アミノ酸の含有量が日本酒の味に影響を与えること

を実証している。彼らは日本酒の味の主成分分析を行い、PC1が「味の濃さ」

と最も高い正の相関を持ち、PC2が甘味と相関することを見いだした。D-Alaは

その濃度が 100 Mを超えると PC1のスコアに影響を与える（6）。

いくつかの D-アミノ酸は、甲殻類、ホタテ、コイなどの様々な水生動物から

発見されている（7）。その中でも、おそらく浸透圧調節の役割を果たしている

と思われる D-Alaが多く含まれている。例えば、クルマエビ Penaeus japanonics

の筋肉組織には 3.43 moles / g wet weight、モクズガニ Eriocheir japonicus の筋肉

組織には 16.8 moles / g wet weightの D-Alaが含まれている（7）。これらの結果

は D-Ala の存在が魚介類の味に影響を与えることを示唆している。魚介類の

D-Ala含有量は食味の評価と相関していると考えられている（8）。その意味でも

D-Ala測定は重要で興味深い。

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は、様々な D-および L-アミノ酸を蛍
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光ジアステレオマーに誘導体化した後、エナンチオ選択的に測定するために広

く使用されている（9）。さらに液体クロマトグラフィー質量分析法（10）も D-

アミノ酸測定の標準的な方法である。これらの方法は精度が高く D-および L-ア

ミノ酸の同時定量に使用できるが、時間がかかり、また高価な装置と訓練され

た人材が必要である。

酵素を用いた分光光度法は一般的に特定のアミノ酸のアッセイに有用であり、

上記の装置を用いた分析法と比較して時間的にもコスト的にも有利である。本

研究では、L-AlaDHと AlaRを用いて L-および D-Alaを簡便に分光光度計で測定

するシステムを構築した。
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1. 方法

1-1 試薬類

試薬類は富士フィルム和光純薬から入手した。

1-2 L-AlaDH を用いた L-アラニンのエンドポイントアッセイ（L-AlaDH

system）

L-アラニンの定量は 25 mM HEPES-NaOH 緩衝液 (pH 8.5)、0.04 mM

1-methoxy-5-methylphenazinum methyl sulfate (mPMS)、0.25 mM WST-1、

0.25 mM NAD+、1.0 mU Phormidium L-AlaDHおよびサンプル溶液 (50 l) か

らなる反応混合液（100 l）を 30ºCで 1.5時間インキュベートした後、マイク

ロプレートリーダー SH-9000 Lab（日本コロナ電気）を用いて 438 nmの吸光

度を測定することにより行った。 吸光度は光路長 1cmに換算した。

1-3 L-AlaDHとAlaRを用いたD-アラニンのエンドポイントアッセイ（L-AlaDH

- AlaR coupling system）

D-アラニンの定量は 25 mM HEPES-NaOH 緩衝液（pH8.5）、0.04 mM

mPMS、0.25 mMWST-1、0.25 mM NAD+、、1.0 mUの Phormidium L-AlaDH、

3.0 mUの Synechocystis AlaRおよびサンプル溶液（50 l）からなる反応混合

液（100 l）を 30ºCで 1.5時間インキュベートした後、438nmの吸光度を測定

することにより行った。吸光度は光路長 1cmに換算した。

1-4 甲殻類中のアミノ酸の分析

甲殻類のサンプルは境港市（鳥取県）または浜田市（島根県）の漁港で地元

の海産物市場から購入し、使用するまで-20ºCで保存した。甲殻類の筋肉組織を

4倍量の 5% TCAと混合し超音波で懸濁した後、4℃で 30分間放置した。懸濁

液を 20,000 x g、4℃で 30分間遠心分離し上清を回収した。水飽和ジエチルエ

ーテルで 3回抽出しアミノ酸試料中の TCA を除去した。水層は分析するまで
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-20ºCで保存した。アミノ酸試料をMilli-Q水で 50倍に希釈し、アミノ酸分析

装置（LaChrom Elite, HITACHI）で分析した。L-, D-アラニンの測定は、試料

をMilli-Q水で 100倍または 200倍に希釈し、L-アラニンおよび D-アラニン含

量を酵素定量システムで測定した。

2. 結果

2-1 Phormidium L-AlaDHおよび Synechocystis AlaRを用いた D-, L-アラニン

の酵素的分別定量

本研究では、Phormidium L-AlaDHおよび Synechocystis AlaRを用いて D-,

L-アラニンの酵素的分別定量法を構築した。本法では D-Ala は AlaR により

L-Alaに変換され、続いて L-AlaDHにより L-Alaの酸化的脱アミノ反応が行わ

れる。この反応に共役する NAD+からの NADHの生成は L-Alaの脱アミノと化

学量論的に一致しており、NADHは酸化還元剤 mPMSの存在下、非酵素的に

WST-1を還元して水溶性ホルマザン（モル吸光係数  = 37.0 mM-1cm-1）を形成

する（11）。

上記の L-AlaDH のみを用いた L-Ala 定量法により 438nm の吸光度の増加と

L-Ala濃度（0 - 50 M）との間に直線関係が認められた（Fig. 1）。D-Alaと L-AlaDH

- AlaR coupling systemでは 438nmの吸光度の増加と D-Ala濃度（0 - 50 M）との

間に直線関係が認められた（Fig. 2)。また等濃度の L-Alaと D-Alaの混合物では、

D-Alaのみを用いた場合とよく似た検量線が得られた（Fig. 2）。この結果から、

L-AlaDH-AlaR カップリングシステムは D-Ala だけでなく、total（L- + D-）Ala

の測定にも使用できることがわかった。
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Fig. 1
Calibration curve for L-Ala (○), D-Ala (□), Gly (◇) and L-Ser (△) obtained with the
assay system lacking AlaR. The average values of each three measurements were
plotted.
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Fig. 2
Calibration curve for D-Ala (○) and one-to-one mixture of L-Ala + D-Ala (□) obtained
with the AlaR-L-AlaDH coupling assay system. The average values of each three
measurements were plotted.
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2-2 甲殻類筋肉組織中の D-, L-アラニンの定量

山陰地方に分布するモサエビ（Argis lar）、オニエビ（Lebbeus groenlandicus）、

アマエビ（Pandaluseous）、ウチワエビ（Ibacus ciliates）、ズワイガニ（Chionoecetes

opilio）、ベニズワイガニ（Chionoecetes japonicus）、ケガニ（Erimacrus isenbeckii）

の計 7種類の甲殻類の筋肉組織中の Ala含量を測定した。

試料溶液に L-と D-Ala の両方が含まれている場合 L-AlaDH - AlaR coupling

systemでは L- + D-Ala含量を示す。その場合、まず L-AlaDH systemを用いて L-Ala

含量を定量し、次に L-AlaDH - AlaR coupling system用いて total（L-＋D-）Ala含

量を測定した。D-Alaの量は L- + D-Ala含量から L-Ala含量を差し引いて求めた。

甲殻類の D-Ala定量結果を Table 1に示した。従来の HPLC法（12）を用いて

モサエビ（Argis lar）サンプルの D-Ala含有量を測定した結果、2.64 ± 0.93（moles

/ g wet weight）と酵素法で得られた値（2.6 ± 1.1 moles / g wet weight、Table 1）

と同様の値が得られた。
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Table 1. Alanine contents of crustacean in San-in region.

甲殻類 Total (L-＋D-Ala)a L-Alaa D-Alaa

エビ類

モサエビ 15.2 ± 2.0 12.6 ± 1.4 2.6 ± 1.1

オニエビ 8.7 ± 1.5 8.1 ± 1.1 2.2 ± 1.7

アマエビ 10.1 ± 1.9 10.7 ± 1.0 0.0 ± 0.0

ウチワエビ 4.7 ± 0.4 3.3 ± 0.3 1.4 ± 0.4

カニ類

ズワイガニ 20.1 ± 1.0 13.9 ± 0.7 8.1 ± 1.2

ベニズワイガニ 22.0 ± 3.8 13.6 ± 1.3 8.8 ± 3.9

ケガニ 9.8 ± 1.1 8.1 ± 1.3 3.0 ± 1.4

a. The units of values are moles/g wet weight. The values are the average of each

three samples, and expressed as an average ± SE.

* SE are determined from the following formula.
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考察

エビ類とカニ類の多くは D-Alaを多量に含んでおり、カニ類の D-Ala含量はエ

ビ類よりも高かった。またエビ類の方がカニ類よりも Gly を多く含む傾向が見

られた（Data not shown）。Glyには甘味があるので、これがエビ類とカニ類の甘

味の違いを示しているのかもしれない。甲殻類の中では P. eousは D-Alaをほと

んど含まなかった。これは P. eousがアラニンラセマーゼ活性をほとんど持たな

いという報告（13）と一致する。P. eousは塩分濃度が安定している深海に分布

しているため、オスモライトの生産は必要ないと思われる（13）。

L-AlaDHと AlaRを用いた酵素法による D-Ala測定系はシンプルで、高価な装

置を必要としない。438nmの吸光度を評価する必要があるが、単波長測定用の

分光光度計はそれほど高価ではない。この方法は魚介類の食味の評価に応用で

き、市場などの現場で使用可能であると考えられる。
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総括

タンパク質を構成するアミノ酸の一種である L-アラニンの代謝では、L-アラ

ニンはピルビン酸へ転換された後、クエン酸回路へと運ばれエネルギー源とな

る。また糖新生においてグルコースを生合成する際の出発物質であるピルビン

酸の基質となる。本研究では細菌のアラニン代謝関連酵素のうち L-アラニンデ

ヒドロゲナーゼ（L-AlaDH）とアラニンラセマーゼ（AlaR）をとりあげ、その機

能解析を行うとともに両者を組み合わせた D-アラニン定量法を構築した。

第１章では、好冷菌 Shewanella sp. strain Ac10 と Carnobacterium sp. strain St2

の低温性 L-AlaDHを取り上げ、両者のアミノ酸組成および立体構造を中温性及

び耐熱性 L-AlaDHと比較し、低温性 L-AlaDHの低温適応機構について解析した

結果を記した。

低温性、中温性、耐熱性 L-AlaDH の分子進化系統樹とそれぞれの酵素を有す

る生物種の 16S rDNAの分子進化系統樹を比較したところ2つの系統樹の分岐パ

ターンは類似しており、L-AlaDH は各生物種の生育環境に適した要件を満たす

ように進化してきたものと考えられた。熱安定性が異なるグラム陽性菌由来の 3

つの L-AlaDH、すなわち CarAlaDH（Carnobacterium sp. strain St2、低温性）、

BsuAlaDH（Bacillus subtilis、中温性）、BstAlaDH（Geobacillus stearothermophilus、

耐熱性）の構造を比較した結果、アルギニン残基の含量と熱安定性の間に相関

関係があり、熱安定性は総塩基性残基（Arg＋Lys）に対するアルギニン残基の

モル比と正に相関することが明らかとなった。一方、分子骨格の柔軟性を調節

することでタンパク質の安定性に寄与すると考えられているプロリン残基やグ

リシン残基の含量からはそれぞれの酵素の熱安定性を説明できなかった。ホモ

ロジーモデリングの結果からは、低温性 L-AlaDH の不安定性は主として塩橋数

が低いことに起因すると推論された。

第２章では、NAD(P)+依存型 Shewanella sp. Ac10 由来 L-AlaDHと NAD+依存型

L-AlaDH の補酵素結合部位を比較し、アミノ酸置換によって補酵素特異性を改

変した研究結果について述べた。
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第１章で温度安定性を解析した Shewanella sp. Ac10 L-AlaDHはNAD+だけでな

く NADP+も補酵素として用いることができる。これは補酵素結合部位に NADP+

の 2’-リン酸基の結合部位としてアルギニン残基が存在するためであると示唆さ

れた。アミノ酸配列の比較から、専ら NAD+を補酵素とするランソウ Phormidium

lapideum の L-AlaDHでは Ile198がこのアルギニン残基に相応するアミノ酸残基

であることがわかった。そこで P. lapideum L-AlaDH の Ile198 を Argに置換した

変異体酵素（I198R）を作成し補酵素特異性を解析したところ、P. lapideum

L-AlaDH I198R変異体酵素は NADP+も補酵素として用いることができるように

なった。またNAD+特異的なL-AlaDHではNAD+のアデニンリボースの 2’-, 3’-OH

と相互作用を示すと考えられる Asp 残基が保存されていた。この保存されてい

る Asp残基は NADP+依存性酵素では疎水性アミノ酸に置き換わっていた。そこ

で Shewanella L-AlaDH の保存されている Asp残基（Asp198）を Gly, Ala, Val, Leu

の疎水性アミノ酸に置換したところ、これらの変異体酵素ではさらに NADP+に

対する特異性が上昇した。以上の結果から、NADP+の 2’-リン酸基近傍アミノ酸

残基に部位特異的変異導入することにより NAD+特異的酵素から NADP+にも反

応性を示す酵素に改変できることが示された。

第３章では、ランソウ AlaRおよび他の細菌由来 AlaRの分子進化系統樹を作

成して AlaRの分子進化について考察した結果、ならびに基質認識部位にあって

ランソウ AlaRに特異的な Trp残基の解析結果について述べた。

ランソウのペプチドグリカンはグラム陰性菌とグラム陽性菌のペプチドグリカン双方の

性質を示す。そこでペプチドグリカン生合成に関与する AlaRの分子系統解析を行っ

た。アミノ酸配列を用いた分子進化系統樹からランソウのAlaRはグラム陽性菌とグラ

ム陰性菌の酵素が分離する前に分岐したことが示唆され、AlaR の分子進化とペプチ

ドグリカンの構造的特徴との関連がうかがわれた。アミノ酸配列アライメントからは

ランソウ Synechocystis sp. PCC6803 の AlaRにおいて基質認識に関与すると考え

られる Trp385 が Synechococcus sp. JA-3-3Ab を除くほぼ全てのランソウの AlaR

で保存されていた。これに対してランソウ以外の細菌および Synechococcus sp.

JA-3-3Abの AlaRでは対応する残基が Tyrであった。Synechococcus sp. JA-3-3Ab
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は今回調べたランソウの中で最も遅く分岐したと考えられることから、この残

基は進化の過程で Trp から Tyr へ置換されたと考えられた。そこでランソウの

AlaR における Trp 残基の機能を解析するため、Synechocystis sp. PCC6803 由来

AlaRのTrp385をGly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Tyrの疎水性アミノ酸に置換した変異

体酵素を作製し、酵素学的解析を行った。その結果 Synechocystis AlaRのW385A

変異体酵素は D-, L-Alaだけでなく D-, L-Norvalineや D-, L-Norleucineに対しても

活性を示すことが確認された。また SynechocystisAlaRの分子モデリングを行っ

たところ、Trp385は基質 L-Alaの側鎖の C3から 3.43Åの位置にあり、Trp385が

基質認識に関与していることが示唆された。

第４章ではランソウ由来 L-AlaDHと AlaRを用いて D-, L-アラニンの酵素的分

別定量法を構築するとともに、同法によって甲殻類中の D-, L-アラニンを定量し

た結果について述べた。

エビ類とカニ類の多くは浸透圧調節物質として D-Ala を多量に含んでいる。

D-Alaは甘味を呈することから、その含量がこのような海産物の味に影響するこ

とが予想される。本研究で構築した酵素的定量法では L-Ala は L-AlaDH の酵素

反応により、また D-Alaは AlaRと L-AlaDH を共役させた酵素反応により生成す

る NADHを、それぞれ 1-methoxyphenazine methosulfateを電子キャリヤーとして

テトラゾリウム塩 WST-1から生成する水溶性ホルマザンの 438 nmの吸光度の

増加として測定した。この定量法において D-、L-Ala濃度と 438 nmの吸光度の

間に直線的な相関関係が認められたことから、同法が D-, L-Ala の定量法として

有効であると判断した。この酵素的定量法を用いて山陰地方の甲殻類の筋肉中

の L-, D-Alaを定量するとともに、その結果を従来の HPLC法と比較し評価した。

酵素的定量法で得られたモサエビの D-Ala 含量については従来の HPLC 法で測

定した D-Ala含量と同様の値が得られた。４種のエビ類と３種カニ類の D-, L-Ala

含量を測定したところ、相対的にカニ類の D-Ala含量はエビ類の D-Ala含量より

も高いことが明らかとなった。本研究で確立した酵素的定量法は簡単で高価な

装置を必要としない。そのため、市場等での魚介類の食味の評価に応用できる

可能性が期待された。
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