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 環境問題の解決や持続可能な社会の実現に向けた新たな物質生産プロセスとして、近年、酵素や微

生物等の生体触媒に注目が集まっている。このような背景のもと、生体触媒の反応適用範囲を本来の

生体反応だけでなく、非天然の化学反応へと拡張する試みが精力的に行われている[1]。本研究では特に、

フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）とチアミン二リン酸（ThDP）を補酵素として有する FAD/ThDP

依存性酵素を用いた、ピルビン酸と-ブロモエステルのラジカルカップリング反応の開発に着手した。

酵素活性部位内において、ThDP とピルビン酸の反応により形成される Breslow中間体と-ブロモエス

テルを、FAD により一電子酸化・還元することで、ラジカルカップリング反応の進行が期待される。 

この仮説のもと、本研究では、ピルビン酸オキシダーゼ（POX）やアセト乳酸合成酵素（ALS）をは

じめとする種々の FAD/ThDP 依存性酵素のスクリーニングを実施した。その結果、放線菌由来のアセ

ト乳酸合成酵素が、ピルビン酸と 2-ブロモプロピオン酸エチルのカップリング反応（図 1）に対して有

望な触媒活性を示すことを見出した（収率 2.4%）（図 2）。次に、これらの酵素の紫外可視吸収スペク

トルを測定したところ、図 3 に示すように、ALS は POX のような一般的な FAD/ThDP 依存性酵素とは

異なり、550 nm 付近に特徴的な吸収端を有することが判明した。さらに、この ALS の活性中心内の

FAD 近傍に、遺伝子工学的な手法によりチロシンを変異導入することで、その触媒活性が約 1.5 倍向

上することが確認でき、また紫外可視吸収スペクトルにおいても、550 nmの吸収端の増大が観測でき

た。さらなる触媒活性の向上をめざし、基質とのドッキングシミュレーションも検討した。 
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図 1 ピルビン酸と 2-ブロモプロピオン酸エチルのカップリング反応 

図 2 反応混合物の GC-MS 解析の結果 図 3 紫外可視吸収スペクトルの測定結果 

1PA-34 第17回バイオ関連化学シンポジウム

©日本化学会 生体機能関連化学部会・バイオテクノロジー部会 - 1PA-34 -


