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本論文では、水酸化アミノ酸生産に有用なジオキシゲナーゼ SadAの分子改変の基盤とな

る基質認識機構の解明を目的とし、Ｘ線結晶構造解析（第 2 章）と各種変異体酵素を用い

た酵素活性の評価（第 3章）を行い、SadA の立体選択性を説明する基質認識モデルを提案

している。また、この基質認識モデルに基づいて基質選択性を拡大するための酵素改変を

行い、その成功例について述べている。 

 

第 1 章は序論として、水酸化アミノ酸及び合成方法に関するこれまでの先行研究につい

てまとめている。世界で承認された合成医薬品の半数以上は光学活性体（キラル化合物）

である。このため、医薬品の原料・中間体としてキラル化合物の需要は極めて高く、キラ

ル化合物の工業的な製造技術、すなわちキラルテクノロジーが注目されている。微生物由

来酵素は、基質及び生成物の立体配置を認識した優れた反応特異性をもつことから、キラ

ル化合物の効率的生産のための生体触媒として利用されている。また、これら酵素を用い

たキラル化合物合成は常温・常圧条件で反応が可能であるため、有機合成と比較して環境

に優しい生産手段としても注目されている。水酸化アミノ酸は 3 カ所の不斉中心をもち、

ある特定の光学異性体だけが有用な生理活性を示すことが知られてきており、水酸化アミ

ノ酸の医薬品としての応用が期待されている。本研究の対象である SadA は Burkholderia 

ambifaria AMMD 由来ジオキシゲナーゼであり、非ヘム鉄 Fe(II)と α-ケトグルタル酸（第一

基質、α-KG）に依存して N-スクシニル-L-ロイシン等の N 修飾アミノ酸の 3位水酸化反応を

立体選択的に触媒する。このため、水酸化アミノ酸合成のポテンシャルをもつ酵素として

有用である。 

 

第 2章では、SadAの X 線結晶構造解析について述べ、構造的な特徴を論じている。申請

者は大腸菌発現系を用いた SadA の発現・精製系を構築し、高純度の SadA 試料を大量調製

して SadA の結晶を取得した。SadA のセレノメチオニン置換体についても結晶を取得し、

単波長異常分散（ single-wavelength anomalous dispersion, SAD）法により、最終的に

SadA.Zn(II).α-KG 複合体の立体構造を 1.98 Å で決定することに成功した。SadA は double 

stranded β-helix（DSBH）フォールドを持ち、2つの βシートを 6つの αへリックスが取り囲

む構造を形成していた。また、SadA は溶液中と結晶中で二量体として存在していることが

示され、その二量体はCys101を介したジスルフィド結合、Lys171―Asp87とAsp105―Arg102

の塩橋、疎水性相互作用、水素結合により形成されていた。さらに、申請者は SadA の結晶

構造中には鉄イオンの代わりに亜鉛イオンが結合していることを示し、H-X-D/E-Xn-H モチ

ーフの His155, Asp157, His246 が亜鉛イオンを三座配位で結合していること、α-KG が 1-カル

ボキシル基及び 2-オキソ基で亜鉛イオンに二座配位で結合していることを明らかにした。
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α-KG の 5-カルボキシル基はこれまで報告されているジオキシゲナーゼとは異なる残基

（Tyr143, Arg141, Arg255, Thr257）により認識されているも示している。 

 

第 3 章では、基質結合に関わるアミノ酸残基の結晶構造に基づく推定と各種変異による

活性への影響について述べ、基質認識の構造基盤を論じている。また、この構造基盤に基

づいて基質選択性を拡大した改変酵素の取得についても示している。申請者は第二基質で

ある N-スクシニル-L-ロイシン等やそれらの生成物との複合体構造を取得できなかったが、

SadA.Zn(II).α-KG複合体の構造に基づいてN-スクシニル-L-ロイシンとN-スクシニル-L-フェ

ニルアラニンの結合モデルを構築し、基質の認識に重要な構造基盤の推定を試みた。MOE

ドッキングシミュレーションより基質の結合部位を予測し、基質結合に関わる残基として

Thr77, Gly79, Arg83, Arg163, Arg203, Phe261 等を推定した。これら残基の変異体の活性測定

により、基質特異性への影響を検証した。N-スクシニル-L-ロイシンに対する各変異体の活

性は野生型 SadAと比較して 5～78%程度に低下していた。一方、T77S 変異体については活

性が野生型 SadAと同程度であった。これらの結果は、SadAの Arg83, Arg163, Arg203が基

質の N-スクシニル部分のカルボキシル基を結合することで、3 位の炭素原子が亜鉛イオン

と近接することを示唆していた。また、Gly79 及び Phe261 がロイシン部分のイソブチル基

を認識し、Thr77が基質のロイシン部分のカルボキシル基を認識して基質特異性を規定して

いることが示唆された。N-スクシニル-L-フェニルアラニンに対しても同様の結果が得られ、

申請者は最終的に基質結合モデルを構築することに成功した。さらに、このモデルを SadA

の基質特異性を拡大するための分子改変に応用した。その結果、産業上有用なある種の N-

スクシニル-アミノ酸に対して、高い活性を示す変異酵素を取得することに成功した。この

結果に基づいて、産業上有用な水酸化アミノ酸を合成する実用化酵素の取得が期待される。 

 

以上のように、本研究で得られた知見は、学術上、応用上貢献するところ大であると考

えられる。よって、審査委員一同は、本論文が博士（農学）の学位論文として価値あるも

のと認めた。 

 


