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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
 近年、キラル化合物の需要は年々高まってきており、特に医薬品開発においては、キラル化合物の分
析、解析およびその生産が世界的に必須なものとなってきている。このような情勢の中、いかに必要と
するキラル化合物を創るかという問題は最も基本的な課題であり、これに関しては微生物、酵素、不斉
合成、あるいはその組み合わせによる研究開発が盛んに行われている。これらの試みはいずれもそれぞ
れの長所・短所を有しており、その生産背景あるいは需要背景により、いずれが優れているとは決めが
たく、また、お互いに深く関連していることもあり、万能な方法は存在しない。しかしながら、これら
のうち光学的に純粋な合成ユニット（キラルビルディングブロック）を出発原料として目的物へ変換す
る方法は一般的であり、また効果的であるため古くから行われてきた重要な方法である。特に、キラル
アルコール類はキラルビルディングブロックとして利用価値の非常に高い化合物である。 
 本研究では、様々なキラルアルコール類の生産プロセスに利用可能な「汎用型不斉還元酵素モジュー
ル」の開発を目的に、我々の見出したカルボニル還元酵素に関する酵素化学的情報および遺伝子情報を
もとに不斉還元システムの構築を行っていく。具体的には、１）カルボニル還元酵素類の酵素化学的解
析とキラルアルコール類生産への応用に関する評価、２）カルボニル還元酵素の遺伝子情報の解析、３）
カルボニル還元酵素の大量発現系の構築、４）補酵素再生系酵素の探索と検討、５）カルボニル還元酵
素遺伝子および補酵素再生系酵素遺伝子の共発現微生物の育種、６）遺伝子組換え共発現微生物による
還元システムの構築、７）汎用型還元酵素モジュールの構築、８）実用生産レベルでの検討などを進め
ていく予定である。すなわち、スクリーニングによる新規で本質的に優れた特性の酵素を生産する微生
物の開拓を行い、遺伝子組換え技術を応用し反応に必要な酵素のみを大量発現させた宿主菌体そのもの
を直接触媒として用いる方法を試みる。そして、これらの酵素をモジュールとして取り揃え、それぞれ
の合成に必要な酵素のみを宿主にはめ込むことで、種々のキラルアルコール類の生産に対応できる汎用
性の高い効率的生産システムの開発を目指す。 



 

 

Ｓ終了－２ 

⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  

 

 本研究では、様々なキラルアルコール類の生産プロセスに利用可能な「汎用型不斉還元酵素モジュー

ル」の開発を目的に、各種カルボニル還元酵素に関する酵素化学的情報および遺伝子情報をもとに効率

的な不斉還元システムの構築を目指して研究を進めてきた。 

 １．カルボニル還元酵素の探索と機能解析：汎用型の還元酵素モジュールを構築していく上で最も重

要な点のひとつとして、基質特異性・立体選択性において多種多様なカルボニル還元酵素を取り揃える

必要がある。精力的なスクリーニングにより、２５種類の異なるカルボニル還元酵素を見出すことに成

功している。アルドケト還元酵素ファミリー、短鎖アルコール脱水素酵素／還元酵素ファミリー、ジヒ

ドロフラボノール還元酵素ファミリー、中鎖アルコール脱水素酵素／還元酵素ファミリーなど、様々な

ファミリーに属するものであり、同じファミリーに分類されるものの中でも基質特異性や立体選択性が

異なるものもある。Rhodococcus erythropolisに見出されたアミノアルコール脱水素酵素は、２位にア

ミノ基を有するカルボニル化合物に特異的に作用するが、このときカルボニル基の立体特異的還元だけ

でなく、アミノ基の立体配置をも認識する。このため、ジアステレオ選択的にキラルアルコールを生産

することができる。例えば、ラセミ体のアミノケトン体基質からのd-プソイドエフェドリン合成に利用

できる。また、Candida parapsilosisからは、２種の共役ポリケトン還元酵素が得られている。これら

は、アルドケト還元酵素ファミリーに属する酵素であるにもかかわらず、p-ニトロベンズアルデヒドな

どの典型的なアルドケト還元酵素の基質を還元することができないことがわかっている。 

 ２．カルボニル還元酵素の遺伝子クローニングと構造解析：スクリーニングにより見出された２５種

類の各種カルボニル還元酵素に関して遺伝子のクローニングを行い、１５種類について塩基配列の決定

に成功している。Candida parapsilosisの２種の共役ポリケトン還元酵素は、遺伝子の配列からも上述

のようにアルドケト還元酵素ファミリーに属する酵素であることが判明した。しかし、その活性中心と

考えられる領域は、通常のアルドケト還元酵素ファミリーのもつ共通配列とは異なることがわかった。

また、Candida macedoniensisの生産するカルボニル還元酵素の遺伝子解析の結果、本酵素はジヒドロフ

ラボノール還元酵素ファミリーに属する酵素であり、これまで報告されている配列との比較から補酵素

結合部位も保存されていた。本酵素は、イサチンやケトパントラクトンといった共役ポリケトン類やケ

トパントテン酸エステル類等に広く作用するカルボニル還元酵素であり、様々なキラルアルコールの生

産プロセスへの応用が期待できる。さらに、Rhodococcus erythropolisのアミノアルコール脱水素酵素

の遺伝子クローニングを行い、塩基配列・推定アミノ酸配列の解析から短鎖アルコール脱水素酵素／還

元酵素ファミリーに属する酵素であることが判明した。また、残りの１０種類の酵素に関しても、遺伝

子クローニングの途上にあり、おおよそ成功しつつある。 

 ３．カルボニル還元酵素の大量発現：塩基配列の決定に成功した１５種類の還元酵素について、大腸

菌での大量発現系の構築を行った。各種プロモーターを有するプラスミドベクターのプロモーター下流

に、各酵素遺伝子を挿入し、組換えプラスミドを構築した。これらの組換えプラスミドを用いて大腸菌

を形質転換し、各酵素遺伝子の大量発現菌株を得ることに成功している。また、いくつかの酵素につい

てはRhodococcusやPichiaなどでの発現系を用いる大量発現も試みた。 

 ４．補酵素再生系酵素の探索：補酵素再生系酵素としては、Bacillus由来のグルコース脱水素酵素以

外のものの探索を行った。副生物として容易に取り除ける炭酸ガスが生成する酵素、蟻酸脱水素酵素の

スクリーニングを行った結果、Ancylobacter aquaticusより、NAD依存性の蟻酸脱水素酵素を見出した。

また、高度好熱菌Sulfolobus tokodaiiのグルコース脱水素酵素遺伝子を利用する試みも行った。現在の

ところBacillus由来のグルコース脱水素酵素が最も効率的であることが明らかとなっている。 

 ５．カルボニル還元酵素・補酵素再生系酵素遺伝子共発現システムのライブラリー化：大腸菌での大

量発現に成功しているカルボニル還元酵素１５種に関して、補酵素再生系酵素であるグルコース脱水素

酵素遺伝子との大腸菌内における共発現システムの構築を行った。それぞれの共発現大腸菌において、

酵素活性が最も高く得られる培養条件や菌体処理条件の検討を行った。また、菌体の触媒としての保存

条件の検討も行った。これらの検討により、不斉還元触媒として利用できる汎用型の生体触媒ライブラ

リーの構築に成功した。実際に、これらの菌体を触媒として、いくつかの基質への反応性を検討し、反

応性や立体選択性の指標となる結果を得ている。今後は、この不斉還元酵素触媒ライブラリーを用いて、

ニーズに即した利用の仕方を検討していく。 



 

 

Ｓ終了－３ 

⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 

 これまでの研究により、２５種類のカルボニル還元酵素を見出すことに成功している。いずれの酵素

も新規な酵素であり、基質特異性、立体選択性においてそれぞれ異なっていることが明らかとなってい

る。また、これらの酵素に関する遺伝子クローニング、大量発現系の構築についても、現在のところ１

５種類について成功しており、今後の研究により、さらに種類が増えていくものと思う。現在ある１５

種類のカルボニル還元酵素遺伝子に関しては、補酵素再生系酵素遺伝子との共発現菌体を調製し、ライ

ブラリー化に成功している。本研究の目的である「汎用型不斉還元酵素モジュール」の構築はほぼ成功

したと見ている。 

 これまで発見したカルボニル還元酵素の中で、特に注目すべきものは Rhodococcus erythropolis の生

産するアミノアルコール脱水素酵素である。本酵素は、２位にアミノ基を有するカルボニル化合物に対

して作用するが、このときアミノ基の立体配座を認識しながら、カルボニル基の不斉還元を行う。この

反応によりラセミ体のアミノカルボニル基質から、４種ある立体異性体のうちジアステレオ選択的に１

種類のみが生成する。この反応は、応用面の新規性だけでなく、酵素反応機構等の基礎生化学的な面か

らも研究対象として非常に興味が持たれる酵素である。また、本酵素はアミノアルコール類により強く

誘導されることがわかっている。誘導機構の解明・アミノアルコール代謝系の解析等に関しても研究が

進められるべき存在である。さらに、アミノアルコール類の立体選択的生産に有効なカルボニル還元酵

素を新たに探索し、いくつかの菌株を見出している。将来的には、４種ある立体異性体のいずれも生産

できるものと期待している。 

 本研究の当初の目的としては、カルボニル還元酵素と補酵素再生系酵素を共役させて、プロキラルな

カルボニル化合物をキラルアルコールに変換するプロセスのみを想定していた。しかし、様々なカルボ

ニル化合物を基質として、カルボニル還元酵素のスクリーニングを行っている途上、ある種のエノン化

合物を基質にした場合、カルボニル基の還元反応だけでなく、炭素二重結合の不斉水素添加も見られる

ことがわかった（下図参照）。 
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 そこで、炭素二重結合不斉水素添加反応を触媒する酵素の精製・単離を行い、基質特異性、アミノ酸

１次構造等の解析を行ったところ、「旧黄色酵素」の一種であることが判明した。旧黄色酵素は、フラ

ビン酵素として７０年以上前に初めて報告された酵素であり、酵素化学的、タンパク質化学的な基礎研

究は大変多くなされてきている。しかし、今回我々が見出したようなキラル化合物の合成に利用できる

といった報告は全くなかったことから、フラビン酵素の基礎研究においても非常に強いインパクトを与

えている。さらに、本研究の目的である補酵素再生系酵素との共役による物質生産という面から考える

と、この共役システムはカルボニル不斉還元反応だけでなく、NADH あるいは NADPH といった還元型補酵

素を要求する数多くの酸化還元酵素にも適用可能であることを示している。すなわち、本システムがよ

り幅広く応用できる可能性を示したことになる。実際、旧黄色酵素遺伝子と補酵素再生系酵素（グルコ

ース脱水素酵素）遺伝子を同時発現させた大腸菌を触媒とすることにより、効率的に炭素二重結合不斉

水素添加反応を行うことに成功している。このことから、本システムには、旧黄色酵素以外の炭素二重

結合不斉水素添加酵素やモノオキシゲナーゼ反応等、様々な種類の酸化還元酵素を当てはめることによ

り非常に幅広いキラル化合物の生産に応用できるものと考えられる。その意味から、現在ゲノム配列が

明らかとなっている微生物からの旧黄色酵素遺伝子ライブラリーの構築に着手している。カルボニル還

元酵素と同様に、炭素二重結合不斉水素添加触媒モジュールの構築も近い将来可能と考えている。 

 本不斉カルボニル還元システムの応用例としては、研究協力者の長谷川淳三が所属する（株）カネカ

において、キラルアルコールの１種である(S)-4-クロロ-3-ヒドロキシ酪酸エチルの生産が開始されてい

る。現在、年間約数十トンの規模で生産が続けられている。このことは、本システムが実際のキラルア

ルコール生産に利用可能であるということを十分に証明している。また、NADH や NAPDH 等の補酵素を必

要とする酸化還元酵素を利用した物質生産プロセスの中で初めて工業化された例として世界的にも注目

を集めている。さらに、公表の段階ではないが、他の数社において本システムを利用したキラルアルコ

ールの生産が実用化されつつある。 
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