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抗 生物質 、高脂 血症薬 お よび生理 活性物質等 の優 れたキ ラル ビル ディ ングブ ロックと し

て需 要が高 い4一 クロ ロー3一ヒ ドロキ シブ タン酸 エステル(CHB)の ラセ ミ体 を光学 分割 する

高い立体 選択性 を示す微 生物 を取得 し、反応 の解析 およびそれ らの利用 法を検 討 した。

1)ラ セ ミ体CHBを 立 体 選 択 的 に3一 ヒ ドロキ シーy一ブ チ ロ ラ ク トン(HL)に 変 換 す る微 生物

を・CHBエ チ ル(CHBE)の 脱 ク ロル 化 反 応 を指 標 に土 壌 か らス ク リー ニ ング し、光 学

純 度99％e.e.以 上 でCHBのR体 ま た はS体 を残 存 させ る細 菌 を各1種 類 取 得 した 。

2)R体 のCHBEを 残 存 させ る菌 をEnterobactersp.、S体 を残 存 させ る菌 をRhizobiUlli

sp.と 同定 した 。 両 菌 は ラセ ミ体CHBの 他 方 のエ ナ ンチ オ マ ー は脱 ク ロル 化 を伴 っ

た 加 水 分 解 反 応 に よ りHLに 変 換 した 。

3)Enterobactersp.の 酵 素 は分 子 量37,500の サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 るホ モニ 量体 で あ

っ た 。ア ミ ノ酸 配 列 情 報 か ら遺 伝 子 を単 離 した。ORFは367ア ミ ノ酸 残 基 を コー ドし、

N末 端 配 列 は プ ロセ ッ シ ン グ され る こ とが 判 明 した。本 酵 素 を ヒ ドロキ シ カル ボ ン酸

エ ス テ ル 加 水 分 解 酵 素HydroxyCarboxylicesterHydrolasefromEntθrobaclersp .

(EnHCH)と 命 名 した 。BnHCHは 単 一 酵 素 で 加 水 分 解 、脱 ク ロル を伴 いCHBをHLに 変 換

させ る ユ ニ ー クな 酵 素 で あ った 。

4)EnHCH遺 伝 子 を ベ ク ターpKK223-3に 挿 入 し、組 換 え大 腸 菌(DH5α)で 発 現 させCHBM

の光 学 分割 を行 な った 結 果 、 反 応 速 度 はdonor株 の20倍 、生 成(S)-HLの 光 学 純 度

も99％e.e.以 上 に な った 。

5)Rhizobiumsp.の 目的 遺 伝 子 を、 脱 ク ロル化 反応 を指 標 に シ ョ ッ トガ ン ク ロー ニ ン

グ法 に よ り単 離 した 。ORFは398ア ミ ノ酸 残 基 を コー ドし、pKK223-3を 用 いて 組 換

え 大 腸 菌(JM109)を 作 製 した 。 組 換 え酵 素 は 分 子 量42,000の 単 量 体 で 、 基 質 はCHB

に特 異 的 で あ り、CHBHydrolasefromRhizobiumsp .(RhCHBH)と 命 名 した 。

6)組 換 え大 腸 菌 に よ るCHBメ チ ル(CHBM)の 光 学 分割 の 反 応 速 度 はdonor株 の40倍

に上 昇 した が 、(R)-HLの 光 学 純 度 は 向 上 しなか っ た 。(R)-CHBMを 基 質 にす れ ば、光

学 純 度 を維 持 し(R)-HLに 変 換 した 。(R)-CHBMは 組 換 えDH5α を用 いて ラセ ミ体CHBM

か ら得 られ る の で 、 両 組 換 え大 腸 菌 を使 う こ と によ り、 両 光 学 活 性 体 が得 られ る 。

以 上、安価 な ラセ ミ体CHBか ら簡便 に高収率でCHB、HLの 高光学純度 のR体 、S体 を得

る ことに成功 し、1k1反 応 槽で の実用生産段 階に至 った。
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生体 内において 、薬効 の ない片方 の光学活性体 は異物 となるため、不斉 中心 を有す る新

規合成 医薬 品は ほ とん どが光学 活性体で あ り、光学活性 中間体 の市場は拡 大 しつつ ある。

本論文で は、需 要が高 い4一 クロ ロー3一ヒ ドロキ シブタ ン酸エステル(CHB)の ラセ ミ体 の細

菌 による工業 的光学分割 法 の開発 成果 を記載 して いる。

1)CHBエ チ ル エ ス テ ル(CHBE)を 単 一 炭 素源 に して 生 育 す る微 生物 を土 壌 か らス ク リー

ニ ング し、 ラセ ミ体CHBか ら光 学 純 度99％e .e.以上 で 、R体 また はS体 のCHBEを 残

存 させ る菌 と して 、Enterobactersp.とRhizobiumsp.細 菌 を取 得 して い る。

2)両 菌 は ラセ ミ体CHBの 他 方 の エ ナ ンチ オ マ ー を、 脱 ク ロル 化 を伴 った 加 水 分 解 反 応

に よ り3一ヒ ドロキ シーY一ブ チ ロ ラ ク トン(HL)に 立 体 選 択 的 に変 換 した 。

3)Enterobactersp.培 養 菌 体 か ら酵 素 を精 製 し、 単 一 酵 素 で加 水 分解 、 脱 ク ロル を伴

いCHBをHLに 変 換 させ る ユ ニ ー ク な酵 素 で あ る こ とを見 出 し、 ヒ ドロキ シカ ル ボ ン

酸 エ ス テ ル 加 水 分解 酵 素(EnHCH)と 命 名 した 。EnHCHは 分 子 量37,500の サ ブユ ニ ッ ト

か ら成 る ホ モ ニ 量体 で あ っ た 。

4)ア ミ ノ酸 配 列 に基 づ きDNAプ ロー ブ を作 成 しEnHCH遺 伝 子 を単 離 し、 組 換 え 大 腸 菌

(DH5α)で 発 現 さ せCHBMの 光 学 分 割 を行 な った 結 果 、反 応 速 度 が 元 株 の20倍 に上 昇

し、 生成(S)-HLの 光 学 純 度 も99％e.e.以 上 と実 用 可 能 にな っ た こ と を示 して い る 。

5)Rhizobiumsp.の 目的 遺 伝 子 も単 離 し、組 換 え 大 腸 菌(JM109)を 作 製 して い る。 組 換

え酵 素 のCHBに 対 す る基 質 特 異 的 は高 く、CHBHydrolasefromRhizobiumsp.

(RhCHBH)と 命 名 した 。

6)組 換 え大 腸 菌(JM109)に よ るCHBMの 光 学 分 割 の反 応 速 度 は 元株 の40倍 に まで 上 昇 し

た が 、(R)一 肌 の光 学 純 度 は 向 上 しなか っ た 。 そ こで 、EnHCH遺 伝 子 を保 持 す る組 換

え大 腸 菌(DH5α)に よ り(R)-CHBMを 生 成 し、そ れ を基 質 に高 光 学 純 度 の(R)一 肌 を得

る方 法 を考 案 して い る。

7)両 組 換 え大 腸 菌 を使 い分 け る こ と に よ り、安 価 な ラセ ミ体CHBお よ び そ の 類 縁体 か

ら簡 便 な方 法 でCHB、HLの 両 光 学 活 性 体 を得 る こ と に成 功 して い る 。

以上、本論文 は、CHBの 光学 分割 と高 い光学純度 のCHB、HLを 生 じる細菌 の取 得、酵 素 ・

遺 伝子 の単離 と同定 、組換 え大腸菌 によ る反応速度 の上昇 、実用 生産 プロセ ス開発 まで、

一貫 した高度 な成果 を記載 した もので学 術上
、応用 上貢献す る ところが少 な くない。よっ

て審査委員一 同は 、本 論文が 博士(バ イオサイ エ ンス)の 学位論文 として価値 ある もの と

認めた。


