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一、中文摘要
在 醫 藥 工 業 中 ，

N-Carbamoyl-D-amino acid 
amidohydrolase(簡稱 D-NCAase)是一
有價值的酵素，以光學選擇性的水解
N-Carbamoyl-D-amino acids 形成 D 型
胺基酸。Agrobacterium radiobacter 的
D-NCAase 易受過氧化氫的氧化破
壞。為了要研究在氧化抑制過程中
methionine 所 扮 演 的 角 色 ， A.  
radiobacter D-NCAase 的 9 個
methionine 殘基，每一個 methionine 殘
基，利用定點突變將它改變成 leucine
殘基，當中二種突變酵素(Met5Leu 和
Met31Leu)仍有相當的活性存在，其他
七種突變酵素(Met73Leu，Met167Leu / 
Met169Leu，Met184Leu，Met220 Leu，
Met239Leu，Met244Leu 和 Met239Leu 
/ Met244Leu)被發現活性降低。在過氧
化氫 H2O2 存在下，三種突變酵素
(Met239Leu，Met244Leu 和 Met239Leu 
/ Met244Leu) 它 們 易 受 影 響 的
Methioine 殘基已突變為 Leucine，仍然
擁有活性。而其他四種突變酵素比起
原來酵素有較好的抗氧化作用。因
此，將易受影響的 Methionine 殘基突
變為 Leucine可提升 D-NCAase在氧化
狀態的穩定度且擁有可信性的活性存
在是一實用的技術。

關 鍵 詞 : 抗 氧 化 性 ；

N-Carbamoyl-D-amino acid 
amidohydrolase；易受溶劑影響；定點
突 變 ； Methionine 氧 化 作 用 ；
Agrobacterium。

Abstract
N-Carbamoyl D-amino acid 

amidohydrolase (D-NCAase) that 
catalyzes the stereospecific hydrolysis of 
N-carbamoyl D-amino acids to their 
corresponding D-amino acids is valuable 
in pharmaceutical industry. 
Agrobacterium radiobacter D-NCAase 
is sensitive to oxidative damage by 
hydrogen peroxide. To investigate the 
role of methionine residues in oxidative 
inactivation, each of nine methionine 
residues in A. radiobacter D-NCAase 
was substituted with leucine respectively 
by site-directed mutagenesis.  Except 
for two mutants (Met5Leu and 
Met31Leu) with similar activities, seven 
mutants (Met73Leu, Met167Leu
/Met169Leu, Met184Leu, Met220Leu, 
Met239Leu, Met244Leu, and 
Met239Leu / Met244Leu) were found to 
have reduced activities. In the presence 
of H2O2, three mutants (Met239Leu, 
Met244Leu, and Met239Leu/
Met244Leu) with substitution of highly 
solvent-accessible methionines by 



leucines retained their activities.  The 
other mutants were also considerably 
resistant to chemical oxidation than was 
the wild-type enzyme.  Thus 
substitution of solvent-accessible 
methionine residues with leucine to 
enhance oxidative stability of 
D-NCAase is practical but might be with 
compromised activity.

Key words ：  Oxidative resistance; 
N-Carbamoyl D-amino acid 
amidohydrolase; Solvent-accessible; 
Site-directed mutagenesis; Methionine 
oxidation; Agrobacterium

二、計畫緣由與目的
D 型胺基酸是由 5-substituted 

hydantoins 經 D 型
hydantoinase(EC3.5.2.2) 水 解 而 成
N-carbamoyl-D-amino acid 再一次水
解而成 (1,2,3), 它是用來合成抗生
素 ， 胜 �賀 爾 蒙 、 農 藥 、 殺 蟲 劑以及
甜 味 料 的 原 料 。 在 工 業 上 將
N-carbamoyl-D-amino acid 降解成 D
型胺基酸的方法稱 diazonation，但它
對D型胺基酸產量低而使用大量化學
溶劑對環境造成非常大的衝擊(4)，取
而 代 之 的 是 酵 素
N-carbamoyl-D-amino acid 
amidohydrolase (Nca)水解流程，它可
解決上述的問題。

在探討 Nca 生產菌時，研究團體
發現 Agrobacterium、Arthrobacter 、
Bacillus、Blastobacter、Comamonas、
Flavobacterium 和 Pseudomonas 對
Nca 的生產能力較強(5,6,7,8,9)。其中
Pseudomonas  spp. 和 Agrobacterium 

radiobater 以及 Bacillus circulans 的
nca 基因均已被選殖及定序(10,11)，我
們曾經將 A. radiobacter  DH101 的
nca 基因選殖入 E. coli 中表現，發現
Nca 是 homodimer，單體分子量為 36 
kDa，此 Nca 酵素在 50℃中 5h 後其活
性盡失，探討此 Nca 酵素對氧的穩定
度，發現在 10μM 的 H2O2 存在下其活
性完消失。它的胺基酸殘基 M220，
M239 和 M244 可能是容易柀氧化的位
置，而 H129，D209，D267 和 D277
可能與酵素的催化作用有關。我們也
曾經將 B. circulans 的 nca 基因選殖入
E. coli 中表現, 發現 Mn2+、Co2+或 Ni2+

離子存在時此 Nca 活性並不會提高，
而 Cu2+離子則會抑制酵素活性。此 Nca
對 H2O2 的氧化作用有很差的抗性，且
不受 NH4

+的回饋抑制。酵素的最適反
應 pH 及溫度分別為 7.0 及 60℃。在酵
素中添加 500μM Mn2+離子，於 50℃
中保溫 20 分鐘，即失去活性。B. 
circulans 的 Nca 能將 N-Carbamoyl-
β-alanine 轉換成 alanine 至於基質如
N-Carbamoyl-D-hydroxyphenyl glycine
沒有活性。

將 A. radiobacter D-NACase 用於
醫藥工業生物轉換，但在高溫下，此
酵素不穩定，且容易受氧化變性
(12-14)，因而限制了廣泛應用。有學
者將 D-NCAase 進行突變，以提高熱
穩定度 (12) ，考慮到蛋白氧化，
methionine 被發現氧化成 methionine 
sulfoxide(15)，結果失去構造完整性以
及蛋白功能破壞(16-24)，不管蛋白遭
受氧化的生理角色尚未清楚，而
methionine sulfoxide reductase 能將氧
化態轉換回原來的 methionine，這告訴
我們 methionine 可當一抗氧化劑，調



控細胞的生理代謝 (25)。因此，將
methionine 殘基突變呈不可氧化的殘
基 leucine(26-28)，可保護醫藥工業有
用的蛋白免於氧化抑制其活性，這種
方式已有很多成功的例子(22,28)。本研
究中，我們試著將 D-NCAase 中
methionine 殘基，分別突變為 leucine
殘基以降低對氧化的敏感性。每一種
突變酵素和原來酵素比較它們的活
性，同時結構上的變化，易受溶劑影
響上以及抗氧化性都一併探討。

三、結果與討論
為了探討 methionine 殘基易受氧

化而抑制酵素活性，將酵素的基因 nca
做突變，酵素基因 nca 有 0.9 kb BamHI-
HindⅢ片段選殖形成 pQE-NCA 且進
行定點突變。突變後的基因在選殖回
pQE30 並 E. coli JM109 中表現。利用
金屬螯合管柱分離原生和突變酵素，
發現到每一種突變酵素與原生酵素在
分子量上並沒有差異。突變酵素的位
子在 73，184，239 和 244，其活性有
降低趨勢分別為原生酵素的 35%，
43%，43%和 22%活性。但突變酵素
Met5 和 Met31 的活性沒有改變。

分離原生酵素用過氧化氫處理氧
化，發現過氧化氫濃度為 0.1，0.25，
0.4 和 0.5 mM 處理 15 分鐘，原生酵素
活性分別降為 78%，60%，36%和
20%。在 1 mM 過氧化氫處理原生酵素
完全失去活性。對突變種酵素來說，
仍然維持在 9 到 100%的活性，特別突
變種酵素 Met239 和 Met244，用 1 mM
過氧化氫處理發現完全抗氧化。

基於 D-NCAase 三度空間構造，
Cys172是活性中心，而 9 個 Methionine
中，兩個 Methionine 離活性中心比較

遠，Met5 應落於 four-layer structure 的
另一端，Met31 是在 helix H1 的外圍，
面 向 溶 劑 ， 而 且 5 個
Methionines(Met5，Met31，Met73，
Met239 和 Met244)易受溶劑影響，特
別Met239和Met244為最。利用 leucine
個別取代Met5和Met31較不會影響酵
素活性。至於抗氧化方面，發現
Met31Leu 經由 H2O2 處理後失去大部
份的活性，而在 1.0 mM 的 H2O2 處理
下，Met5Leu 酵素還有 53%活性。因
此，最有可能的解釋，Met5 有一個水
分子接近(4.3Å )，最容易受氧化所破
壞，因此，用 leucine 取代 Met5，此突
變酵素提昇氧化後酵素穩定性。

兩 個 非 易 受 溶 劑 影 響 的
methionine應落在 exterior layer接近於
AB 雙單元體介面，Met184 是在 H5
上，而 Met220 是在 H6，而且兩者的
側鏈指向β-sheet，比較接近活性丘。
因而此兩種突變酵素失去活性，仍是
此兩個 Methionine 維持構造與活性有
關聯。而且發現此兩種突變酵素，在
H2O2 處理下，有較高的抗氧化性，此
仍是因 Met184 和 Met220 側鏈是非易
受溶劑影響所致。有一個可能的假
說，闡釋在原生酵素上的易受氧化的
殘基，在突變後將變成較不受影響的
殘基。對 Met73 來說，它是座落在
H2-H3 loop，它的側鏈接近 A2-H2 loop
上的 Glu47 是活性重要的位子，很清
楚有一水分子正好在 Met73 的硫原子
周圍(4.2Å 距離)，是一易受溶劑影響的
位子。因此，突變酵素 Met73Leu 才顯
現僅有 35%的活性，回應接近 A2-H2 

loop 的 Glu47 影響到活性。但是此突
變酵素展現有非常高的抗氧化性，這
也可說明將易受溶劑影響的殘基取代



後可增強抗氧化性。
4 個 Methionine 殘基正好排列於

sheet B，也就是活性中心 Cys172 附
近；Met167 和 Met169 座落在 B2，
Met239 是在 B4，Met244 是在 B5。
Met239 和 Met244 座落於 sheet B 接近
B4-B5 短轉處正好在 B3-H6 大轉圈後
圍繞在活性中心周圍。除了有單一胺
基酸突變株，同時也有雙胺基酸
Met167Leu / Met169Leu 突變株。此一
突變酵素活性較低，顯示這兩個
Methionine 殘基可能維持酵素活性立
體構造有關。當增加 H2O2 的濃度，
Met167Leu / Met169Leu 突變酵素失去
活性(從 100%降到 28%活性，當 H2O2

濃度從 0 提升到 1.0 mM)。與 Met239
和 Met244 有 關 的 突 變 酵 素
(Met239Leu，Met244Leu 和 Met239Leu 
/Met244Leu)，它們的活性較低，顯示
它們的角色可能維持酵素活性立體構
造有關，與 Met167 和 Met169 類似。
但有關抗氧化性方面，非常重大發現
Met239 和 Met244 有關的三種突變酵
素完全抗氧化，這顯示Met239和M244
是非常易受溶劑影響的 methionine 殘
基，更易受 H2O2 影響。

基於以上的結果，顯示易受溶劑
影 響 的 methionine 殘 基 是 酵 素
D-NCAase 受化學氧化之最主要目
標。因 Met239Leu，Met244Leu，and 
Met239Leu/Met244Leu 突變酵素不管
在無 H2O2 或有 H2O2 存在下，其活性
相當，與原生酵素性質相反，因此當
在氧化狀態下，這兩個 methionine 示
易受溶劑影響，也因而降低活性。在
1.0 mM 的 H2O2 下，Met73Leu 突變酵
素由於它的Met239Leu和Met244的位
子被氧化而使活性降低~30%，相同情

況， Met5Leu 突變酵素由於它的
Met239 和 Met244 的位子被氧化後，
接著 Met73 也被氧化而使活性降低
~50%，Met167Leu/Met169Leu 突變酵
素，它的 Met239，Met244，Met73 和
Met5 依序被氧化後，使活性降低
~70%。Met31Leu突變酵素它的Met239 
Met244，Met73，Met167 和 Met5 依序
被氧化後比原生酵素降低~9%活性，從
這樣的討論，了解到 D-NCAase 有依
序 漸 進 的 氧 化 程 序 影 響 活 性 ：
Met239，Met244，Met73，Met5 和
Met167 到 Met31 。 另 一 方 面 將
Methionine 突變成 leucine 可能影響到
蛋白穩定和結構，因而降低酵素活性
如突變酵素 Met167Leu/Met169Leu，
Met184，Met220，Met239，Met244，
Met239Leu/Met244Leu 。 而
Met167Leu/Met169Leu 突變酵素雖失
去~50%活性，但明顯提昇抗氧化性。
因 此 單 純 將 易 受 溶 劑 影 響 的
methionine 突變成 Leucine，雖稍微減
少其活性，但明顯增加抗氧化能力
(23,29)這種突變可應用於體內當抗氧
化劑(25)。未來的挑戰是遺傳改造出即
抗氧化又高活性的酵素。

四、計畫成果自評
本年度計畫的主要目標在於

Agrobacterium radiobacter D-NCAase
的 methionine 改造以分析酵素性質和
抗氧化性。目前已完成進度，且其酵
素性質及抗氧化性極佳，適合學術研
究與工業上應用。
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