
JP 4857606 B2 2012.1.18

10

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　一般式　化１
【化１】

[式中、Ｒ１およびＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又
はＣ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表す。]
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸の製造方法であり、一般式　
化２
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【化２】

[式中、Ｒ１およびＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又
はＣ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表し、Ｒ３はＣ１～Ｃ４アルキル基を表す。]
で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルと、当該エステルを不斉加水分解しかつ一
般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力
を有する下記アミノ酸配列群の中から選ばれるアミノ酸配列を有する酵素若しくは当該酵
素を産生する微生物又はそれらの処理物とを含む反応系に対して、アンモニウム塩又はア
ンモニアを添加する工程、及び、反応中、当該反応系中に含まれる前記シクロプロパンカ
ルボン酸エステルと前記酵素若しくは当該酵素を産生する微生物又はそれらの処理物とが
混合するように、攪拌又は振とうすることにより、（１Ｒ）－トランス－シクロプロパン
カルボン酸を生成させる工程を有し、且つ、前記反応系に対するアンモニウム塩又はアン
モニアの添加は、反応前に予め前記反応系に添加するか、それとも反応中に前記反応系に
添加するかのいずれかの操作であることを特徴とする方法。
＜アミノ酸配列群＞
（ａ）配列番号１で示されるアミノ酸配列
（ｂ）配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸配列が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって、かつ、一般式　化２で示されるシクロ
プロパンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵
素のアミノ酸配列
（ｃ）配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配列
（ｄ）配列番号２で示される塩基配列に対し相補性を有する塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドの塩基配列に
よりコードされるアミノ酸配列を有し、かつ、一般式　化２で示されるシクロプロパンカ
ルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示される
（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ
酸配列
（ｅ）アルスロバクター属に属する微生物由来の、一般式　化２で示されるシクロプロパ
ンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示さ
れる（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のア
ミノ酸配列
【請求項２】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、前記反応系の最終濃度が０
．１～２０％となるようなアンモニウム塩又はアンモニアの添加であることを特徴とする
請求項１記載の方法。
【請求項３】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、前記反応系の最終濃度が０
．２～１０％となるようなアンモニウム塩又はアンモニアの添加であることを特徴とする
請求項１記載の方法。
【請求項４】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、前記反応系の最終濃度が１
．３～２．４％となるようなアンモニウム塩又はアンモニアの添加であることを特徴とす
る請求項１記載の方法。
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【請求項５】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、反応中に前記反応系に添加
する操作である請求項１記載の方法。
【請求項６】
　一般式　化３
【化３】

[式中、Ｒ１およびＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又
はＣ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表す。]
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸の取得方法であり、一般式　
化４

【化４】

[式中、Ｒ１およびＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又
はＣ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表し、Ｒ３はＣ１～Ｃ４アルキル基を表す。]
で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルと、当該エステルを不斉加水分解しかつ一
般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力
を有する下記アミノ酸配列群の中から選ばれるアミノ酸配列を有する酵素若しくは当該酵
素を産生する微生物又はそれらの処理物とを含む反応系に対して、アンモニウム塩又はア
ンモニアを添加する工程、及び、反応中、当該反応系中に含まれる前記シクロプロパンカ
ルボン酸エステルと前記酵素若しくは当該酵素を産生する微生物又はそれらの処理物とが
混合するように、攪拌又は振とうすることにより、（１Ｒ）－トランス－シクロプロパン
カルボン酸を生成させる工程、及び、前記反応系中に生成した（１Ｒ）－トランス－シク
ロプロパンカルボン酸と前記反応系中に残存する未反応の前記シクロプロパンカルボン酸
エステルとを分離し、当該反応系中から（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸
を回収する工程を有し、且つ、前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加
は、反応前に予め前記反応系に添加するか、それとも反応中に前記反応系に添加するかの
いずれかの操作であることを特徴とする方法。
＜アミノ酸配列群＞
（ａ）配列番号１で示されるアミノ酸配列
（ｂ）配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸配列が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって、かつ、一般式　化２で示されるシクロ
プロパンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵
素のアミノ酸配列
（ｃ）配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配列
（ｄ）配列番号２で示される塩基配列に対し相補性を有する塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドの塩基配列に
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よりコードされるアミノ酸配列を有し、かつ、一般式　化２で示されるシクロプロパンカ
ルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示される
（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ
酸配列
（ｅ）アルスロバクター属に属する微生物由来の、一般式　化２で示されるシクロプロパ
ンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示さ
れる（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のア
ミノ酸配列
【請求項７】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、前記反応系の最終濃度が０
．１～２０％となるようなアンモニウム塩又はアンモニアの添加であることを特徴とする
請求項６記載の方法。
【請求項８】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、前記反応系の最終濃度が０
．２～１０％となるようなアンモニウム塩又はアンモニアの添加であることを特徴とする
請求項６記載の方法。
【請求項９】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、前記反応系の最終濃度が１
．３～２．４％となるようなアンモニウム塩又はアンモニアの添加であることを特徴とす
る請求項６記載の方法。
【請求項１０】
前記反応系に対するアンモニウム塩又はアンモニアの添加が、反応中に前記反応系に添加
する操作である請求項６記載の方法。
【請求項１１】
アンモニウム塩が、硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム、硝酸アンモニウム、リン酸ア
ンモニウム、酢酸アンモニウム又はギ酸アンモニウムであることを特徴とする請求項１～
１０のいずれかの請求項記載の方法。
【請求項１２】
アンモニアがアンモニアガス又はアンモニア水溶液であることを特徴とする請求項１～１
０のいずれかの請求項記載の方法。
【請求項１３】
反応系中に（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる工程において、
ｐＨ調節剤としての水酸化ナトリウム水溶液又は水酸化カリウム水溶液を反応中に添加す
る工程を同時に行うことを特徴とする請求項１～１２のいずれかの請求項記載の方法。
【請求項１４】
一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルを不斉
加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１Ｒ）－トランス－シク
ロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する下記アミノ酸配列群の中から選ばれるア
ミノ酸配列を有する酵素若しくは当該酵素を産生する微生物又はそれらの処理物が、前記
能力を人為的に付与されてなる下記アミノ酸配列群の中から選ばれるアミノ酸配列を有す
る酵素を産生する組み換え体微生物又はその死菌化細胞であることを特徴とする請求項１
～１３のいずれかの請求項記載の方法。
＜アミノ酸配列群＞
（ａ）配列番号１で示されるアミノ酸配列
（ｂ）配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸配列が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって、かつ、一般式　化２で示されるシクロ
プロパンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵
素のアミノ酸配列
（ｃ）配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配列
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（ｄ）配列番号２で示される塩基配列に対し相補性を有する塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドの塩基配列に
よりコードされるアミノ酸配列を有し、かつ、一般式　化２で示されるシクロプロパンカ
ルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示される
（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ
酸配列
（ｅ）アルスロバクター属に属する微生物由来の、一般式　化２で示されるシクロプロパ
ンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示さ
れる（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のア
ミノ酸配列
【請求項１５】
組み換え体微生物が、一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカル
ボン酸エステルを不斉加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１
Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ酸配
列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有するプラスミドが導入されてな
る組み換え体微生物であることを特徴とする請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
組み換え体微生物が、大腸菌であることを特徴とする請求項１４又は１５記載の方法。
【請求項１７】
一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルを不斉
加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１Ｒ）－トランス－シク
ロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する下記アミノ酸配列群の中から選ばれるア
ミノ酸配列を有する酵素が、配列番号１で示されるアミノ酸配列を有する酵素であること
を特徴とする請求項１～１６のいずれかの請求項記載の方法。
＜アミノ酸配列群＞
（ａ）配列番号１で示されるアミノ酸配列
（ｂ）配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸配列が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって、かつ、一般式　化２で示されるシクロ
プロパンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵
素のアミノ酸配列
（ｃ）配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配列
（ｄ）配列番号２で示される塩基配列に対し相補性を有する塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドの塩基配列に
よりコードされるアミノ酸配列を有し、かつ、一般式　化２で示されるシクロプロパンカ
ルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示される
（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ
酸配列
（ｅ）アルスロバクター属に属する微生物由来の、一般式　化２で示されるシクロプロパ
ンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示さ
れる（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のア
ミノ酸配列
【請求項１８】
一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルを不斉
加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１Ｒ）－トランス－シク
ロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する下記アミノ酸配列群の中から選ばれるア
ミノ酸配列を有する酵素が、配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配
列であることを特徴とする請求項１～１７のいずれかの請求項記載の方法。
＜アミノ酸配列群＞
（ａ）配列番号１で示されるアミノ酸配列
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（ｂ）配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸配列が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって、かつ、一般式　化２で示されるシクロ
プロパンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵
素のアミノ酸配列
（ｃ）配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配列
（ｄ）配列番号２で示される塩基配列に対し相補性を有する塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドの塩基配列に
よりコードされるアミノ酸配列を有し、かつ、一般式　化２で示されるシクロプロパンカ
ルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示される
（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ
酸配列
（ｅ）アルスロバクター属に属する微生物由来の、一般式　化２で示されるシクロプロパ
ンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示さ
れる（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のア
ミノ酸配列
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、光学活性シクロプロパンカルボン酸の製造法に関する。
【背景技術】
【０００２】
一般式　化１
【０００３】
【化１】

[式中、Ｒ１及びＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又は
Ｃ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表す。]
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸は、殺虫効力を有するいわゆ
る合成ピレスロイドと総称されるエステルの酸成分の中間体である。
【０００４】
　当該シクロプロパンカルボン酸にはそのＣ1位及びＣ3位に不斉炭素が存在し、４種の異
性体が存在する。このような各異性体により酸成分を構成するピレスロイドの殺虫効力は
対象害虫、製剤形の種類等によって異なる。
【０００５】
　一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸の製法につい
ては、酵素法として微生物が有する、シクロプロパンカルボン酸のラセミエステル不斉加
水分解能力を利用する方法（例えば、特許文献１参照）が提案され、さらに高活性変異微
生物が有する当該能力を利用する方法（例えば、特許文献２及び非特許文献１参照）、さ
らには遺伝子組換え体微生物が有する当該能力を利用する方法（例えば、特許文献３参照
）が提案されている。これらの方法はシクロプロパンカルボン酸ラセミエステル加水分解
における異性体選択性が高く（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を得る有用
な方法である。
【０００６】
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【特許文献１】特開昭５９－２１０８９２号公報
【非特許文献１】Ａｇｒｉｃ． Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ． １９９１ ５５（１１）２８６５
－７０
【特許文献２】特開平４－２３４９９１号公報
【特許文献３】特開平５－５６７８７号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、上記の加水分解反応においては生成するシクロプロパンカルボン酸によ
り反応系中のｐＨが低下する。このｐＨ低下により加水分解速度が低下し、反応効率が低
下する。上記の既存の方法においてはｐＨ緩衝液の使用や反応中に水酸化ナトリウム溶液
を徐々に添加することにより、当該ｐＨ低下を防ぐ方法が用いられているが、その生産性
は必ずしも充分満足できるものとは言い難かった。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、このような状況の下、酵素法として微生物が有する酵素の、一般式　化
２で示されるシクロプロパンカルボン酸ラセミエステル不斉加水分解能力を利用する工業
的に有利な一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸の製
造方法等について鋭意検討を重ねた結果、反応系中にアンモニアを添加して、当該酵素若
しくは当該酵素を産生する微生物等を一般式　化２シクロプロパンカルボン酸エステルに
作用させることにより、反応系中での（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸の
生成濃度が増加し、容積効率が改善され、生産性が大幅に向上しうることを見出し、本発
明に至った。
【０００９】
　即ち、本発明は、
１．一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸の製造方法
であり、一般式　化２
【００１０】

【化２】

[式中、Ｒ１及びＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又は
Ｃ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表し、Ｒ３はＣ１～Ｃ４アルキル基を表す。]
で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルに、当該エステルを不斉加水分解しかつ一
般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力
を有する酵素若しくは当該酵素を産生する微生物又はそれらの処理物を作用させる反応系
にアンモニウム塩又はアンモニアを添加し、当該反応系中に（１Ｒ）－トランス－シクロ
プロパンカルボン酸を生成させる工程を有することを特徴とする方法（以下、本発明製造
方法と記すこともある。）；
２．一般式　化３
【００１１】
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【化３】

[式中、Ｒ１及びＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又は
Ｃ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表す。]
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸の取得方法であり、一般式　
化４
【００１２】
【化４】

[式中、Ｒ１及びＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ４アルキル基又は
Ｃ１～Ｃ４ハロゲン化アルキルを表し、Ｒ３はＣ１～Ｃ４アルキル基を表す。]
で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルに、当該エステルを不斉加水分解しかつ一
般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力
を有する酵素若しくは当該酵素を産生する微生物又はそれらの処理物を作用させる反応系
にアンモニウム塩又はアンモニアを添加し、当該反応系中に（１Ｒ）－トランス－シクロ
プロパンカルボン酸を生成させる工程、及び、前記反応系中に生成した（１Ｒ）－トラン
ス－シクロプロパンカルボン酸と前記反応系中に残存する未反応の前記シクロプロパンカ
ルボン酸エステルとを分離し、当該反応系中から（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカ
ルボン酸を回収する工程を有することを特徴とする方法（以下、本発明取得方法と記すこ
ともある。）；
３．アンモニウム塩が、硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム、硝酸アンモニウム、リン
酸アンモニウム、酢酸アンモニウム又はギ酸アンモニウムであることを特徴とする前項１
又は２記載の方法；
４．アンモニアがアンモニアガス又はアンモニア水溶液であることを特徴とする前項１又
は２記載の方法；
５．反応系中に（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる工程におい
て、ｐＨ調節剤としての水酸化ナトリウム水溶液又は水酸化カリウム水溶液を反応中に添
加する工程を同時に行うことを特徴とする前項１～４のいずれかの前項記載の方法；
６．一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルを
不斉加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１Ｒ）－トランス－
シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素若しくは当該酵素を産生する微
生物又はそれらの処理物が、前記能力を人為的に付与されてなる組み換え体微生物又はそ
の死菌化細胞であることを特徴とする前項１～５のいずれかの前項記載の方法；
７．組み換え体微生物が、一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパン
カルボン酸エステルを不斉加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される
（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ
酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドを含有するプラスミドが導入され
てなる組み換え体微生物であることを特徴とする前項１～５のいずれかの前項記載の方法
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；
８．組み換え体微生物が、大腸菌であることを特徴とする前項６又は７記載の方法；
９．一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルを
不斉加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１Ｒ）－トランス－
シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素が、下記のアミノ酸配列群の中
から選ばれるアミノ酸配列を有する酵素であることを特徴とする前項１～８のいずれかの
前項記載の方法
＜アミノ酸配列群＞
（ａ）配列番号１で示されるアミノ酸配列
（ｂ）配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸配列が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって、かつ、一般式　化２で示されるシクロ
プロパンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１
で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵
素のアミノ酸配列
（ｃ）配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配列
（ｄ）配列番号２で示される塩基配列に対し相補性を有する塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドの塩基配列に
よりコードされるアミノ酸配列を有し、かつ、一般式　化２で示されるシクロプロパンカ
ルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示される
（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のアミノ
酸配列
（ｅ）アルスロバクター属に属する微生物由来の、一般式　化２で示されるシクロプロパ
ンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示さ
れる（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素のア
ミノ酸配列；
１０．一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカルボン酸エステル
を不斉加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１Ｒ）－トランス
－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素が、配列番号１で示されるア
ミノ酸配列を有する酵素であることを特徴とする前項１～８のいずれかの前項記載の方法
；
１１．一般式　化２若しくは一般式　化４で示されるシクロプロパンカルボン酸エステル
を不斉加水分解しかつ一般式　化１若しくは一般式　化３で示される（１Ｒ）－トランス
－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素が、配列番号２で示される塩
基配列によりコードされるアミノ酸配列を有する酵素であることを特徴とする前項１～８
のいずれかの前項記載の方法；
等を提供するものである。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明により、優れた殺虫効力を有するいわゆる合成ピレスロイドと総称されるエステ
ルの酸成分の中間体として有用な一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプ
ロパンカルボン酸の生産性を大幅に向上させることが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　以下、本発明について詳細に説明する。
　本発明製造方法は、一般式　化２で示されるシクロプロパンカルボン酸エステル（以下
、本エステルと記すこともある。）に、本エステルを不斉加水分解しかつ一般式　化１で
示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸（以下、本カルボン酸と記すこ
ともある）を生成させる能力を有する酵素（以下、本酵素と記すこともある。）若しくは
当該酵素を産生する微生物又はそれらの処理物（以下、総じて本生物的触媒と記すことも
ある。）を作用させる反応系に、アンモニウム塩又はアンモニアを添加し、当該反応系中
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に（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる工程を有することを特徴
とする光学活性シクロプロパンカルボン酸の製造法に関する。
【００１５】
　一般式　化１及び化２におけるＲ１及びＲ２は、同一又は異なり、水素、ハロゲン、Ｃ
1～Ｃ４アルキル基又はＣ1～Ｃ４ハロゲン化アルキルのいずれかから選ばれるものでよく
、Ｒ１及びＲ２が、同一又は異なり、水素、メチル又はクロルが好適である。
【００１６】
　一般式　化２で示されるシクロプロパンカルボン酸エステルにおけるＲ３は、Ｃ１～Ｃ
４アルキル基から選ばれるものでよく、メチル又はエチルが好適である。
【００１７】
　反応系に添加するアンモニウム塩としては、アンモニウムを含む塩であればいかなるも
のでもよいが、例えば、硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム、硝酸アンモニウム、リン
酸アンモニウム、リン酸水素アンモニウム、水酸化アンモニウム、炭酸アンモニウム、炭
酸水素アンモニウム、酢酸アンモニウム、ギ酸アンモニウム等が挙げられる。また、反応
系に添加するアンモニアとしては、例えば、アンモニアガス、アンモニア水溶液（アンモ
ニア濃度：１～５０％、好ましくは５～３５％）等が挙げられる。これらのアンモニウム
塩又はアンモニアを添加する場合における反応系中の濃度は、０．１～２０％の範囲であ
ればよいが、好ましくは０．２～１０％である。
　反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加するには、反応前に予め反応系に添加し
てもよく、また反応中に反応系に添加してもよい。好ましくは、前者が挙げられる。尚、
後者の場合には、反応中のｐＨ調節剤としても機能することになる。
【００１８】
　反応中のｐＨ調節剤としては、通常、水酸化ナトリウム水溶液又は水酸化カリウム水溶
液等の金属塩水酸化物の水溶液を挙げることができる。反応系中のｐＨ調節におけるｐＨ
は、反応が進行する範囲内で適宜変化させることができるが、例えば、ｐＨ４～１１を挙
げることができる。好ましくはｐＨ７～１０が挙げられる。
【００１９】
　反応は、水の存在下で行われる。水は緩衝液の形態であってもよく、この場合に用いら
れる緩衝剤としては、例えば、リン酸ナトリウム、リン酸カリウム等のリン酸アルカリ金
属塩、炭酸ナトリウム、炭酸カリウム等の炭酸アルカリ金属塩、酢酸ナトリウム、酢酸カ
リウム等の酢酸アルカリ金属塩が挙げられる。
　尚、緩衝液を溶媒として用いる場合には、その量は当該シクロプロパンカルボン酸エス
テル１重量部に対して、通常、１～３００重量倍、好ましくは２～１００重量倍である。
【００２０】
　反応に際しては、本シクロプロパンカルボン酸エステルを反応系内に連続又は逐次加え
てもよい。尚、当該反応中は、本シクロプロパンカルボン酸エステルと本生物的触媒とが
よく混合するように、攪拌又は振とう等の操作を用いることがよい。
【００２１】
　反応温度としては、本酵素若しくは当該酵素を産生する微生物、又はそれらの処理物に
含まれた本酵素の安定性、反応速度等の点から２０～７０℃程度を挙げることができる。
好ましくは、約３０～６０℃が挙げられる。
【００２２】
　反応は、水の他に有機溶媒の共存下に行うこともできる。この場合に用いられる有機溶
媒としては、例えば、テトラヒドロフラン、ｔ－ブチルメチルエーテル、イソプロピルエ
ーテル等のエーテル類、トルエン、ヘキサン、シクロヘキサン、ヘプタン、イソオクタン
、デカン等の炭化水素類、ｔ－ブタノール、メタノール、エタノール、イソプロパノール
、ｎ－ブタノール等のアルコール類、ジメチルスルホキサイド等のスルホキサイド類、ア
セトン等のケトン類、アセトニトリル等のニトリル類及びこれらの混合物が挙げられる。
　反応に使用する有機溶媒の量としては、本シクロプロパンカルボン酸エステルに対して
、通常、１００重量倍以下を挙げることができる。好ましくは７０重量倍以下が挙げられ
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る。
【００２３】
　反応の進行は、例えば、反応液中の原料化合物の存在量を液体クロマトグラフィー、ガ
スクロマトグラフィー等により追跡することにより決定することができる。反応時間の範
囲としては、通常、５分間～１０日間、好ましくは３０分間～４日間の範囲を挙げること
ができる。
【００２４】
　反応終了後は、触媒として酵素や微生物等を使用して化合物を製造する方法において通
常用いられる化合物の分割方法及び回収方法（例えば、溶媒抽出、カラムクロマトグラフ
ィ－、分別蒸留等）により目的物を採取すればよい。
　例えば、まず反応液をヘキサン、ヘプタン、ｔｅｒｔ－ブチルメチルエーテル、酢酸エ
チル、エ－テル、トルエン等の有機溶媒で未反応のエステルを抽出することにより、当該
エステルを分割・回収する。必要に応じて抽出操作で用いられた有機層を乾燥した後、濃
縮物として当該化合物を回収することができる。次いで水層をろ過した後、塩酸、硫酸等
の無機酸又は酢酸等の有機酸を加えてｐＨを酸性とし、ヘキサン、ヘプタン、ｔｅｒｔ－
ブチルメチルエーテル、酢酸エチル、エ－テル、トルエン等の有機溶媒で目的とするシク
ロプロパンカルボン酸を抽出することにより、当該カルボン酸を分割・回収する。さらに
分割・回収されたカルボン酸は、必要に応じて抽出操作で用いられた有機層を乾燥した後
、濃縮物として当該化合物を回収することができる。回収された化合物は、さらに必要に
応じて、カラムクロマトグラフィー等により高度に精製することもできる。尚、上記の分
割・回収工程の一部として、上記抽出操作の前に、例えば、上記反応液を濾過又は遠心分
離等の処理により不溶物を除去する操作を実施してもよい。
　因みに、未反応のエステルは、ラセミ化等の処理を施した後、本発明取得方法における
原料として再利用することができ、また、目的により、これを加水分解等の処理を施した
後、ピレスロイドエステルに導くこともできる。
【００２５】
　本発明で用いられる酵素は、本エステルを不斉加水分解して（その結果として（１Ｒ）
－トランス－シクロプロパンカルボン酸とそのジアステレオマーのエステルとに分割する
ことにより）、本カルボン酸を生成させる能力を有する酵素である。このような酵素は、
本酵素を産生する微生物等から通常の生化学的な手法や遺伝子工学的な手法等を利用して
調製することができる。例えば、本酵素を産生する微生物が組み換え体微生物である場合
には、当該微生物としては、本エステルを不斉加水分解して（その結果として本カルボン
酸とそのジアステレオマーのエステルとに分割することにより）、本カルボン酸を生成さ
せる能力を有する酵素のアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチドを
含有するプラスミドが導入されてなる形質転換体（以下、本形質転換体と記すこともある
。）等を挙げることができる。また、本酵素を産生する微生物が非形質転換体（即ち、前
記能力が人為的に付与されていないにも係わらず、予め当該能力を有する微生物）である
場合には、当該非形質転換体としては、市販の微生物又は土壌等から前記能力を指標にし
てスクリーニングすることにより単離された微生物等が挙げられる。このような微生物の
例としては、アルスロバクター（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）属に属する微生物等を挙げ
ることができる。
　このような微生物の具体的な例としては、例えば、アルスロバクタ－（Ａｒｔｈｒｏｂ
ａｃｔｅｒ）ＳＣ－６－９８－２８株（ＦＥＲＭ ＢＰ－３６５８；特開平４－２３４９
９１号公報に記載されるＦＥＲＭ Ｐ－１１８５１号に基づき国際寄託へ移管された微生
物）等を挙げることができる。また当該微生物が産生する本酵素のアミノ酸配列をコード
する塩基配列を有する遺伝子が導入されてなる形質転換体（例えば、特開平５－５６７８
７号公報参照）も挙げられる。
【００２６】
　本酵素を産生する微生物が非形質転換体（即ち、前記能力が人為的に付与されていない
にも係わらず、予め当該能力を有する微生物）である場合において、本酵素を当該微生物
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に産生させるには、通常、滅菌された液体培地（ｐＨ：約６～８の範囲）に当該微生物を
接種し、約２０～４０℃で約１～８日間、好気条件下で培養するとよい。勿論、培養中に
培地を加えるような流加培養法を用いてもよい。尚、詳細な培養方法は、後述する「本形
質転換体の培養」に関する説明において記載された方法に準じた方法であればよい。
【００２７】
　本エステルを不斉加水分解して（その結果として本カルボン酸とそのジアステレオマー
のエステルとに分割することにより）、本カルボン酸を生成させる能力の具体的な例とし
ては、例えば、下記のアミノ酸配列群の中から選ばれるアミノ酸配列を有するエステラー
ゼが有する能力を挙げることができる。
＜アミノ酸配列群＞
（ａ）配列番号１で示されるアミノ酸配列
（ｂ）配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸配列が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって、かつ、一般式　化２で示される）シク
ロプロパンカルボン酸エステル（即ち、本エステル）を不斉加水分解して、当該エステル
に対応する一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生
成させる能力を有する酵素のアミノ酸配列
（ｃ）配列番号２で示される塩基配列によりコードするアミノ酸配列
（ｄ）配列番号２で示される塩基配列に対し相補性を有する塩基配列からなるポリヌクレ
オチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドの塩基配列に
よりコードされるアミノ酸配列を有し、かつ、一般式　化２で示されるシクロプロパン－
カルボン酸エステル（即ち、本エステル）を不斉加水分解して、当該エステルに対応する
一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能
力を有する酵素のアミノ酸配列
（ｅ）アルスロバクター属に属する微生物由来の、一般式　化２で示されるシクロプロパ
ンカルボン酸エステル（即ち、本エステル）を不斉加水分解して、当該エステルに対応す
る一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる
能力を有する酵素のアミノ酸配列
【００２８】
　前記組み換え体微生物を作製する際に用いられる、一般式　化２で示されるシクロプロ
パンカルボン酸エステルを不斉加水分解して、当該エステルに対応する一般式　化１で示
される（１Ｒ）－トランス－シクロプロパンカルボン酸を生成させる能力を有する酵素（
即ち、本酵素）のアミノ酸配列をコードする塩基配列を有する遺伝子（以下、本酵素遺伝
子と記すこともある。）は、（１）天然に存在する遺伝子の中からクローニングされたも
のであってもよいし、（２）天然に存在する遺伝子であっても、このクローニングされた
遺伝子の塩基配列において、その一部の塩基の欠失、置換又は付加が人為的に導入されて
なる遺伝子（即ち、天然に存在する遺伝子を変異処理（部分変異導入法、突然変異処理等
）を行ったものであってもよいし、（３）人為的に合成されたものであってもよい。
【００２９】
　ここで、前記（ｂ）にある「アミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列」
や前記（ｄ）にある「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド
の塩基配列によりコードされるアミノ酸配列」には、例えば、配列番号１で示されるアミ
ノ酸配列を有する酵素が細胞内で受けるプロセシング、該酵素が由来する生物の種差、個
体差、組織間の差異等により天然に生じる変異や、人為的なアミノ酸の変異等が含まれる
。
　前記（ｂ）にある「（アミノ酸が）欠失、置換若しくは付加（された）」（以下、総じ
てアミノ酸の改変と記すこともある。）を人為的に行う場合の手法としては、例えば、配
列番号１で示されるアミノ酸配列をコードする塩基配列を有するポリヌクレオチドに対し
て慣用の部位特異的変異導入を施し、その後このポリヌクレオチドを常法により発現させ
る手法が挙げられる。ここで部位特異的変異導入法としては、例えば、アンバー変異を利
用する方法（ギャップド・デュプレックス法、Nucleic Acids Res.,12,9441-9456(1984)
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）、変異導入用プライマーを用いたＰＣＲによる方法等が挙げられる。
　前記で改変されるアミノ酸の数については、少なくとも１残基、具体的には１若しくは
数個、又はそれ以上である。かかる改変の数は、本エステルを不斉加水分解して、当該エ
ステルに対応する本カルボン酸を生成させる能力を見出すことのできる範囲であればよい
。
　また前記欠失、置換若しくは付加のうち、特にアミノ酸の置換に係る改変が好ましい。
当該置換は、疎水性、電荷、ｐＫ、立体構造上における特徴等の類似した性質を有するア
ミノ酸への置換がより好ましい。このような置換としては、例えば、(1)グリシン、アラ
ニン；(2)バリン、イソロイシン、ロイシン；(3)アスパラギン酸、グルタミン酸、アスパ
ラギン、グルタミン；(4)セリン、スレオニン；(5)リジン、アルギニン；(6)フェニルア
ラニン、チロシンのグループ内での置換が挙げられる。
【００３０】
　本発明において「（アミノ酸が）欠失、置換若しくは付加（された）」には、例えば、
２つの蛋白質間のアミノ酸配列に関する高い配列同一性（具体的には、好ましくは９０％
以上、より好ましくは９５％以上の配列同一性）が存在している必要がある。また「スト
リンジェントな条件下でハイブリダイズする」には２つのＤＮＡ間の塩基配列に関する配
列同一性（具体的には、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上の配列同一性
）が存在している必要がある。
　ここで「配列同一性」とは、２つのＤＮＡ又は２つの蛋白質間の配列の同一性及び相同
性をいう。前記「配列同一性」は、比較対象の配列の領域にわたって、最適な状態にアラ
インメントされた２つの配列を比較することにより決定される。ここで、比較対象のＤＮ
Ａ又は蛋白質は、２つの配列の最適なアラインメントにおいて、付加又は欠失（例えばギ
ャップ等）を有していてもよい。このような配列同一性に関しては、例えば、Vector NTI
を用いて、ClustalWアルゴリズム(Nucleic Acid Res.,22(22):4673-4680(1994)を利用し
てラインメントを作成することにより算出することができる。尚、配列同一性は、配列解
析ソフト、具体的にはVector NTI、GENETYX-MACや公共のデータベースで提供される解析
ツールを用いて測定される。前記公共データベースは、例えば、ホームページアドレスht
tp://www.ddbj.nig.ac.jpにおいて、一般的に利用可能である。
　前記（ｄ）にある「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」に関して、ここ
で使用されるハイブリダイゼーションは、例えば、Sambrook J., Frisch E. F., Maniati
s T.著、モレキュラークローニング第２版（Molecular Cloning 2nd edition）、コール
ド　スプリング　ハーバー　ラボラトリー発行（Cold Spring Harbor Laboratory press
）に記載される方法や、「クローニングとシークエンス」（渡辺格監修、杉浦昌弘編集、
１９８９年、農村文化社発行）に記載されているサザンハイブリダイゼーション法等の通
常の方法に準じて行うことができる。また「ストリンジェントな条件下」とは、例えば、
６×ＳＳＣ（９００ｍＭ　ＮａＣｌ、９０ｍＭ　クエン酸三ナトリウムを含む溶液。尚こ
こでは、ＮａＣｌ175.3g、クエン酸三ナトリウム88.2gを含む溶液を水８００ｍｌで溶解
し、10N NaOHでpHを調製した後、全量を1000 mlとした溶液を２０×ＳＳＣとする。）中
で６５℃にてハイブリッドを形成させた後、２×ＳＳＣで５０℃にて洗浄するような条件
（Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6）等を挙げるこ
とができる。洗浄ステップにおける塩濃度は、例えば、２×ＳＳＣで５０℃の条件（低ス
トリンジェンシーな条件）から０．１×ＳＳＣで６５℃までの条件（高ストリンジェンシ
ーな条件）から選択することができる。洗浄ステップにおける温度は、例えば、室温（低
ストリンジェンシーな条件）から６５℃（高ストリンジェンシーな条件）から選択するこ
とができる。また、塩濃度と温度の両方を変えることもできる。
【００３１】
　本酵素遺伝子は、例えば、下記のような調製方法に準じて調製すればよい。
　アルスロバクター属に属する微生物等から通常の遺伝子工学的手法に準じて染色体ＤＮ
Ａを調製し、調製された染色体ＤＮＡを鋳型として、かつ適切なプライマーを用いてＰＣ
Ｒを行うことにより、配列番号１で示されるアミノ酸配列をコードする塩基配列からなる
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ポリヌクレオチド、配列番号１で示されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ
酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌク
レオチド、配列番号２で示される塩基配列を有するポリヌクレオチド等を増幅して本酵素
遺伝子を調製する。
　ここでアルスロバクター属に属する微生物由来の染色体ＤＮＡを鋳型として、かつ配列
番号３で示される塩基配列を有するオリゴヌクレオチドと配列番号４で示される塩基配列
を有するオリゴヌクレオチドとをプライマーに用いてＰＣＲを行う場合には、配列番号２
で示される塩基配列からなるポリヌクレオチドを増幅して本酵素遺伝子を調製することに
なる。
　当該ＰＣＲの条件としては、例えば、４種類のｄＮＴＰを各々２０μＭ、２種類のオリ
ゴヌクレオチドプライマーを各々１５ｐｍｏｌ、Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅを１．３Ｕ
及び鋳型となるｃＤＮＡライブラリーを混合した反応液を９７℃（２分間）に加熱した後
、９７℃(０．２５分間)－５０℃－(０．５分間)－７２℃（１．５分間）のサイクルを１
０回、次いで９７℃(０．２５分間)－５５℃(０．５分間)－７２℃(２．５分間)のサイク
ルを２０回行い、さらに７２℃で７分間保持する条件が挙げられる。
　尚、当該ＰＣＲに用いるプライマーの５’末端側には、制限酵素認識配列等を付加して
いてもよい。
　上記のようにして増幅されたＤＮＡを、Sambrook J., Frisch E. F., Maniatis T.著「
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd edition」（1989）, Cold Spring Harbor
 Laboratory Press、「Current Protocols in Molecular Biology」(1987), John Wiley 
& Sons, Inc. ISBNO-471-50338-X等に記載されている方法に準じてベクターにクローニン
グして組換ベクターを得ることができる。用いられるベクターとしては、具体的には、例
えば、pUC119（宝酒造社製）、pTV118N（宝酒造社製）、pBluescriptII （東洋紡社製）
、ｐCR2.1-TOPO（Invitrogen社製）、pTrc99A（Pharmacia社製）、ｐKK223-3（Pharmacia
社製）等が挙げられる。このようにしてベクターに組み込んだ形態で本酵素遺伝子を調製
すれば、後の遺伝子工学的手法における使用において便利である。
【００３２】
　本形質転換体を調製する方法としては、例えば、本酵素遺伝子及び宿主細胞で機能可能
なプロモーターが機能可能な形で接続されてなるＤＮＡのような、本酵素遺伝子が宿主細
胞中で発現できるような組換プラスミド（例えば、プロモーター、ターミネーター等の発
現制御に関わる領域を本酵素遺伝子に連結して組換プラスミドを構築したり、ラクトース
オペロンのような複数のシストロンを含むオペロンとして発現させるような組換プラスミ
ド）を作製し、これを宿主細胞に導入することにより作製する方法等が挙げられる。さら
に、本酵素遺伝子を宿主細胞の染色体中に導入する方法も利用することができる。
　上記の組換プラスミドとしては、例えば、宿主細胞中で複製可能な遺伝情報を含み、自
立的に増殖できるものであって、宿主細胞からの単離・精製が容易であり、宿主細胞中で
機能可能なプロモーターを有し、検出可能なマーカーを持つ発現ベクターに、本酵素をコ
ードする遺伝子が機能可能な形で導入されたものを好ましく挙げることができる。尚、発
現ベクターとしては、各種のものが市販されている。
　ここで、「機能可能な形で」とは、上記の組換プラスミドを宿主細胞に導入することに
より宿主細胞を形質転換させた際に、本酵素遺伝子が、プロモーターの制御下に発現する
ようにプロモーターと結合された状態にあることを意味する。プロモーターとしては、大
腸菌のラクトースオペロンのプロモーター、大腸菌のトリプトファンオペロンのプロモー
ター、又は、tacプロモーター若しくはtrcプロモーター等の大腸菌内で機能可能な合成プ
ロモーター等を挙げることができる。またコリネバクテリウム・シュードジフテリティカ
ム、ペニシリウム・シトリナム、バシラス・メガテリウムにおいて本酵素遺伝子の発現を
制御しているプロモーターを利用してもよい。
　また発現ベクターとしては、選択マーカー遺伝子（例えば、カナマイシン耐性遺伝子、
ネオマイシン耐性遺伝子等の抗生物質耐性付与遺伝子等）を含むベクターを用いると、当
該ベクターが導入された形質転換体を当該選択マーカー遺伝子の表現型等を指標にして容
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易に選択することができる。
　さらなる高発現を導くことが必要な場合には、本酵素のアミノ酸配列をコードする塩基
配列を有する遺伝子の上流にリボゾーム結合領域を連結してもよい。用いられるリボゾー
ム結合領域としては、Guarente L.ら（Cell 20, p543）や谷口ら（Genetics of Industri
al Microorganisms, p202, 講談社）による報告に記載されたものを挙げることができる
。
　宿主細胞としては、原核生物（例えば、Escherichia属、Bacillus属、Corynebacterium
属、Staphylococcus属、Streptomyces属）若しくは真核生物（例えば、Saccharomyces属
、Kluyveromyces属、Aspergillus属）である微生物細胞、昆虫細胞又は哺乳動物細胞等を
挙げることができる。例えば、本形質転換体の大量調製が容易になるという観点では、大
腸菌等を好ましく挙げることができる。
　本酵素が宿主細胞中で発現できるようなプラスミドを宿主細胞に導入する方法としては
、用いられる宿主細胞に応じて通常使われる導入方法であればよく、例えば、「Molecula
r Cloning: A Laboratory Manual 2nd edition」（1989）, Cold Spring Harbor Laborat
ory Press、「Current Protocols in Molecular Biology」(1987), John Wiley & Sons, 
Inc. ISBNO-471-50338-X等に記載される塩化カルシウム法や、「Methods in Electropora
tion:Gene Pulser /E.coli Pulser System」 Bio-Rad Laboratories, (1993)等に記載さ
れるエレクトロポレーション法等を挙げることができる。
　宿主細胞において本酵素遺伝子が宿主細胞中で発現できるようなプラスミドが導入され
た形質転換体を選抜するには、前記の如く、例えば、ベクターに含まれる選択マーカー遺
伝子の表現型を指標にして選抜すればよい。
　プラスミドが導入された宿主細胞（即ち、形質転換体）が本酵素遺伝子を保有している
ことは、例えば、「Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd edition」（1989）, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press等に記載される通常の方法に準じて、制限酵素部
位の確認、塩基配列の解析、サザンハイブリダイゼーション、ウエスタンハイブリダイゼ
ーション等を行うことにより、確認することができる。
【００３３】
　本形質転換体の培養は、微生物培養、昆虫細胞若しくは哺乳動物細胞の培養に使用され
る通常の方法によって行うことができる。例えば大腸菌の場合、適当な炭素源、窒素源及
びビタミン等の微量栄養物を適宜含む培地中で培養を行う。培養方法としては、固体培養
、試験管振盪式培養、往復式振盪培養、ジャーファーメンター（Jar Fermenter）培養、
タンク培養等の液体培養のいずれの方法でもよく、好ましくは、通気撹拌培養法等の液体
培養を挙げることができる。
　培養温度は、本形質転換体が生育可能な範囲で適宜変更できるが、通常約１０～５０℃
、好ましくは約２０～４０℃である。
　培地のｐＨは約６～８の範囲が好ましい。
　培養時間は、培養条件によって異なるが通常約１日～約５日が好ましい。
　本形質転換体を培養するための培地としては、例えば、微生物等の宿主細胞の培養に通
常使用される炭素源や窒素源、有機塩や無機塩等を適宜含む各種の培地を用いることがで
きる。
　炭素源としては、例えば、グルコース、デキストリン、シュークロース等の糖類、グリ
セロール等の糖アルコール、フマル酸、クエン酸、ピルビン酸等の有機酸、動物油、植物
油及び糖蜜が挙げられる。これらの炭素源の培地への添加量は培養液に対して通常０．１
～３０％（ｗ／ｖ）程度である。
　窒素源としては、例えば、肉エキス、ペプトン、酵母エキス、麦芽エキス、大豆粉、コ
ーン・スティープ・リカー（Corn Steep Liquor）、綿実粉、乾燥酵母、カザミノ酸等の
天然有機窒素源、アミノ酸類、硝酸ナトリウム等の無機酸のアンモニウム塩、塩化アンモ
ニウム、硫酸アンモニウム、リン酸アンモニウム等の無機酸のアンモニウム塩、フマル酸
アンモニウム、クエン酸アンモニウム等の有機酸のアンモニウム塩及び尿素が挙げられる
。これらのうち有機酸のアンモニウム塩、天然有機窒素源、アミノ酸類等は多くの場合に
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は炭素源としても使用することができる。これらの窒素源の培地への添加量は培養液に対
して通常０．１～３０％（ｗ／ｖ）程度である。
　有機塩や無機塩としては、例えば、カリウム、ナトリウム、マグネシウム、鉄、マンガ
ン、コバルト、亜鉛等の塩化物、硫酸塩、酢酸塩、炭酸塩及びリン酸塩を挙げることがで
きる。具体的には、例えば、塩化ナトリウム、塩化カリウム、硫酸マグネシウム、硫酸第
一鉄、硫酸マンガン、塩化コバルト、硫酸亜鉛、硫酸銅、酢酸ナトリウム、炭酸カルシウ
ム、リン酸水素一カリウム及びリン酸水素二カリウムが挙げられる。これらの有機塩及び
／又は無機塩の培地への添加量は培養液に対して通常０．０００１～５％（ｗ／ｖ）程度
である。
　さらに、tacプロモーター、trcプロモーター及びlacプロモーター等のアロラクトース
で誘導されるタイプのプロモーターと、本酵素のアミノ酸配列をコードする塩基配列を有
する遺伝子とが機能可能な形で接続されてなるＤＮＡが導入されてなる形質転換体の場合
には、本酵素の生産を誘導するための誘導剤として、例えば、isopropyl thio-β-D-gala
ctoside（IPTG）を培地中に少量加えることもできる。
【００３４】
　このような形質転換体である前記組み換え微生物の取得は、例えば、前記の培養により
得られた培養物を遠心分離等により形質転換体を沈殿物として回収すればよい。必要に応
じて、回収前に当該形質転換体を、例えば、１００ｍＭリン酸１カリウム－リン酸２カリ
ウムバッファー（ｐＨ６．５）等の緩衝液等を用いて洗浄してもよい。
【００３５】
　本酵素を前記の培養により得られた培養物から精製することができる。その方法として
は、通常一般の酵素の精製において使用される方法を適用することができ、具体的には例
えば、次のような方法を挙げることができる。
　まず、微生物の培養物から遠心分離等により菌体を集めた後、これを超音波処理、ガラ
スビーズ処理、ダイノミル処理、フレンチプレス処理等の物理的破砕方法又はリゾチーム
等の菌体溶菌酵素処理等によって破砕する。得られた破砕液から遠心分離、メンブレンフ
ィルターろ過等により不溶物を除去して無細胞抽出液を調製し、これを陽イオン交換クラ
マトグラフィー、陰イオン交換クラマトグラフィー、疎水クラマトグラフィー、ゲルクロ
マトグラフィー等の分離精製方法を適宜用いて分画することによって本酵素を精製するこ
とができる。例えば、カルボキシルメチル（ＣＭ）基、ＤＥＡＥ基、フェニル基、又はブ
チル基等が導入されたセルロース、デキストラン又はアガロース等の樹脂担体が挙げられ
る。市販の担体充填済みカラムを用いることができ、例えば、Hiload 16/10 Q Sepharose
 HP、Phenyl-Sepahrose HP（商品名、いずれもアマシャム　ファルマシア　バイオテク社
製）、ＴＳＫ－ｇｅｌ　Ｇ３０００ＳＷ（商品名、東ソー社製）等が挙げられる。
【００３６】
　本発明製造方法では、本エステルを不斉加水分解して（その結果として本カルボン酸と
そのジアステレオマーのエステルとに分割することにより、）本カルボン酸を生成させる
能力を有する触媒として、本エステルを不斉加水分解して（その結果として本カルボン酸
とそのジアステレオマーのエステルとに分割することにより、）本カルボン酸を生成させ
る能力を有する酵素若しくは当該酵素を産生する微生物又はそれらの処理物が使用される
。中でも、本エステルを不斉加水分解して（その結果として本カルボン酸とそのジアステ
レオマーのエステルとに分割することにより）、本カルボン酸を生成させる能力が人為的
に付与されてなる形質転換体又はその死菌化細胞が好ましく使用される。
　これら触媒を反応に用いる形態には、例えば、（１）培養液をそのまま用いる形態、（
２）培養液の遠心分離等により菌体を集め、集められた菌体を緩衝液若しくは水で洗浄す
ることにより得られた湿菌体を用いる形態、等の培養により得られた微生物の菌体をその
まま用いる形態が含まれる。
　当該触媒として、酵素又は当該酵素を産生する微生物の処理物を使用する場合には、例
えば、培養液の遠心分離等により菌体を集め、集められた菌体を緩衝液若しくは水で洗浄
することにより得られた湿菌体を、（１）有機溶媒（アセトン、エタノール等）処理する
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ことにより得られたものを用いる形態、（２）凍結乾燥処理することにより得られたもの
を用いる形態、（３）アルカリ処理することにより得られたものを用いる形態、（４）菌
体を物理的に又は酵素的に破砕することにより得られたものを用いる形態、さらには、（
５）これらのものを公知の方法により固定化処理することにより得られたものを用いる形
態も含まれる。
【００３７】
　本形質転換体からその死菌化細胞を下記の方法により調製することもできる。
　死菌化処理方法としては、例えば、物理的殺菌法（加熱、乾燥、冷凍、光線、超音波、
濾過、通電）、化学薬品を用いる殺菌法（アルカリ、酸、ハロゲン、酸化剤、硫黄、ホウ
素、砒素、金属、アルコール、フェノール、アミン、サルファイド、エーテル、アルデヒ
ド、ケトン、シアン及び抗生物質）等を挙げることができる。尚、これらの殺菌法のうち
できるだけ本酵素の酵素活性を失活させず、かつ反応系への残留、汚染等の影響が少ない
処理方法を各種の反応条件に応じて適宜選択することがよい。
【００３８】
　このようにして調製された形質転換体又はその死菌化細胞は、例えば、粗酵素液、凍結
乾燥細胞、有機溶媒処理細胞、乾燥細胞等の形態、又は、固定化された形態（固定化物）
で利用してもよい。
【００３９】
　固定化物を得る方法としては、例えば、担体結合法（シリカゲルやセラミック等の無機
担体、セルロース、イオン交換樹脂等に本形質転換体又はその死菌化細胞を吸着させる方
法）及び包括法（ポリアクリルアミド、含硫多糖ゲル（例えばカラギーナンゲル）、アル
ギン酸ゲル、寒天ゲル等の高分子の網目構造中に本形質転換体又はその死菌化細胞を閉じ
込める方法）が挙げられる。
【実施例】
【００４０】
　以下、製造例等により本発明をさらに詳しく説明するが、本発明はこれらの例に限定さ
れるものではない。
【００４１】
実施例１～４　（反応前に予め反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加する系）
　２，２－ジメチル－３－（２－メチル－１－プロペニル）シクロプロパン－１－カルボ
ン酸エチルエステル（１Ｒ体／１Ｓ体＝５０／５０、トランス体／シス体＝９０／１０）
２００ｇに水７８５ｇ及び表１に示されたアンモニウム塩（塩化アンモニウム、硫酸アン
モニウム、酢酸アンモニウムの何れか）又はアンモニア（アンモニア水溶液）を加えた。
当該混合液を攪拌しながらｐＨ調節剤として少量の水酸化ナトリウム水溶液を加えること
により、当該混合液中のｐＨを９．５～１０とした後、当該混合液に後述の参考例１で製
造されたエステラーゼ粗酵素液１５ｇを加えることにより、酵素反応を開始させた。反応
中、反応系中にｐＨ調節剤として水酸化ナトリウム水溶液を徐々に添加することにより、
当該系中のｐＨを９．５～１０に調節した。２４時間後、得られた反応液０．５ｇを取り
出し、これに少量の希塩酸を加えることにより酸性とした後、酢酸エチル抽出した。当該
抽出操作により得られた抽出物に内部標準物質（桂皮酸メチル）を加えたものを試料とし
て、ガスクロマトグラフィ－（カラム：Ｓｔａｂｉｌ　ＷＡＸ ０．５３φ　３０ｍ　０
．２５ミクロン　ＲＥＳＴＥＫ製）を用いて生成した２，２－ジメチル－３－（２－メチ
ル－１－プロペニル）シクロプロパン－１－カルボン酸の反応系中の濃度を測定して、加
水分解率を算出した。結果を表１に示した。
　残りの反応液にｎ－ヘプタン１００ｇを加え、これを攪拌した後、分液により当該未反
応シクロプロパンカルボン酸エチルエステルをｎ－ヘプタン層に抽出し、これをろ過し、
濃縮することにより、当該未反応シクロプロパンカルボン酸エチルエステルを回収した。
一方、水層も回収し、これをろ過した。当該ろ液に希硫酸を加えることにより酸性とした
後、ｎ－ヘプタン（１５０ｇ）抽出した。当該抽出操作により得られた抽出液からｎ－ヘ
プタンを濃縮留去することにより、２，２－ジメチル－３－（２－メチル－１－プロペニ
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ルボン酸の含量をガスクロマトグラフィ－で測定した。さらに当該シクロプロパンカルボ
ン酸の立体異性体比を液体クロマトグラフィ－（カラム：Ｓｕｍｉｃｈｉｒａｌ　ＯＡ－
２２００　５ミクロン　４ｍｍφ　２５０ｍｍ×２本（株）住化分析センター製）で分析
した。結果を表１に示した。
【００４２】
実施例５　（反応中に反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加する系）
　反応前に予め反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しないこと、反応中に反応
系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加すること、並びに、反応系中にｐＨ調節剤とし
て水酸化ナトリウム水溶液を徐々に添加しないこと以外には実施例１と同様な方法により
、反応を行った。２４時間後、得られた反応液０．５ｇを取り出し、これに少量の希塩酸
を加えることにより酸性とした後、酢酸エチル抽出した。当該抽出操作により得られた抽
出物に内部標準物質（桂皮酸メチル）を加えたものを試料として、ガスクロマトグラフィ
－（カラム：Ｓｔａｂｉｌ　ＷＡＸ ０．５３φ　３０ｍ　０．２５ミクロン　ＲＥＳＴ
ＥＫ製）を用いて生成した２，２－ジメチル－３－（２－メチル－１－プロペニル）シク
ロプロパン－１－カルボン酸の反応系中の濃度を測定したところ４．９６％であり、さら
に加水分解率を算出したところ３２．９％であった。
　残りの反応液にｎ－ヘプタン１００ｇを加え、これを攪拌した後、分液により当該未反
応シクロプロパンカルボン酸エチルエステルをｎ－ヘプタン層に抽出し、これをろ過し、
濃縮することにより、当該未反応シクロプロパンカルボン酸エチルエステル１２７ｇを回
収した。一方、水層も回収し、これをろ過した。当該ろ液に希硫酸を加えることにより酸
性とした後、ｎ－ヘプタン（１５０ｇ）抽出した。当該抽出操作により得られた抽出液か
らｎ－ヘプタンを濃縮留去することにより、２，２－ジメチル－３－（２－メチル－１－
プロペニル）シクロプロパン－１－カルボン酸を残渣として５３．５ｇ得た。そして、当
該シクロプロパンカルボン酸の含量をガスクロマトグラフィ－で測定したところ９９．５
％であった。さらに当該シクロプロパンカルボン酸の立体異性体比を液体クロマトグラフ
ィ－で分析したところ、１Ｒ－トランス体／１Ｓ－トランス体／１Ｒ－シス体／１Ｓ－シ
ス体＝１００／０／０／０であった。結果を表１に示した。
【００４３】
比較例１　（反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しない系）
　反応前に予め反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しないこと、反応中に反応
系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しないこと、並びに、反応系中にｐＨ調節剤と
して水酸化ナトリウム水溶液を徐々に添加すること以外には実施例１と同様な方法により
、反応を行った。結果を表１に示した。
【００４４】
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【表１】

【００４５】
実施例６
　２，２－ジメチル－３－（２，２－ジクロロビニル）シクロプロパン－１－カルボン酸
メチルエステル（１Ｒ体／１Ｓ体＝５０／５０、トランス体／シス体＝９８／２）２００
ｇに水７８５ｇを加えた。当該混合液を攪拌しながら少量の水酸化ナトリウム水溶液を加
えることにより、当該混合液中のｐＨを９．５～１０とした後、当該混合液に後述の参考
例１で製造されたエステラーゼ粗酵素液１５ｇを加えることにより、酵素反応を開始させ
る。反応中、反応系中にｐＨ調節剤としてアンモニア水溶液を徐々に添加することにより
当該系中のｐＨを９．５～１０に調節する。２４時間後、得られた反応液０．５ｇを取り
出し、これに少量の希塩酸を加えることにより酸性とした後、酢酸エチル抽出する。当該
抽出操作により得られた抽出物に内部標準物質（桂皮酸メチル）を加えたものを試料とし
て、ガスクロマトグラフィ－（カラム：ＨＲ２０－Ｍ ０．５３φ　３０ｍ １ミクロン　
ＵＬＢＯＮ製）を用いて生成した２，２－ジメチル－３－（２，２－ジクロロビニル）シ
クロプロパン－１－カルボン酸の反応系中の濃度を測定して、加水分解率を算出する。
　残りの反応液にトルエン１００ｇを加え、これを攪拌した後、分液により当該未反応シ
クロプロパンカルボン酸メチルエステルをトルエン層に抽出し、これをろ過し、濃縮する
ことにより、当該未反応シクロプロパンカルボン酸メチルエステルを回収する。一方、水
層も回収し、これをろ過する。当該ろ液に希硫酸を加えることにより酸性とした後、トル
エン（１５０ｇ）抽出する。当該抽出操作により得られた抽出液からトルエンを濃縮留去
することにより、２，２－ジメチル－３－（２，２－ジクロロビニル）シクロプロパン－
１－カルボン酸を残渣として得る。そして、当該シクロプロパンカルボン酸の含量をガス
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クロマトグラフィ－で測定する。さらに当該シクロプロパンカルボン酸の立体異性体比を
液体クロマトグラフィ－（カラム：ＣＨＩＲＡＬＣＥＬ　ＯＤ　４．６φ×２５０ｍｍ　
ダイセル化学製）で分析する。
【００４６】
比較例２
　反応前に予め反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しないこと、反応中に反応
系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しないこと、並びに、反応系中にｐＨ調節剤と
して水酸化ナトリウム水溶液を徐々に添加すること以外には実施例６と同様な方法により
、反応を行う。
【００４７】
実施例７
　２，２－ジメチル－３－（１－プロペニル）シクロプロパン－１－カルボン酸メチルエ
ステル（１Ｒ体／１Ｓ体＝５０／５０、トランス体／シス体＝９８／２）１００ｇに水３
９２ｇを加えた。当該混合液を攪拌しながらｐＨ調節剤として少量の水酸化ナトリウム水
溶液を加えることにより、当該混合液中のｐＨを９．５～１０とした後、当該混合液に後
述の参考例１で製造されたエステラーゼ粗酵素液８ｇを加えることにより、酵素反応を開
始する。反応中にアンモニア水溶液を添加することにより、当該系中のｐＨを９．５～１
０に調節する。２４時間後、得られた反応液０．５ｇを取り出し、これに少量の希塩酸を
加えることにより酸性とした後、酢酸エチル抽出する。当該抽出操作により得られた抽出
物に内部標準物質（桂皮酸メチル）を加えたものを試料として、ガスクロマトグラフィ－
（カラム：ＨＲ２０－Ｍ ０．５３φ　３０ｍ １ミクロン　ＵＬＢＯＮ製）を用いて生成
した２，２－ジメチル－３－（１－プロペニル）シクロプロパン－１－カルボン酸の反応
系中の濃度を測定して、加水分解率を算出する。
　残りの反応液にトルエン１００ｇを加え、これを攪拌した後、分液により当該未反応シ
クロプロパン酸メチルエステルをトルエン層に抽出し、これをろ過し、濃縮することによ
り、当該未反応シクロプロパン酸メチルエステルを回収した。一方、水層も回収し、これ
をろ過した。当該ろ液に希硫酸を加えることにより酸性とした後、トルエン（１５０ｇ）
抽出した。当該抽出操作により得られた抽出液からトルエンを濃縮留去することにより、
２，２－ジメチル－３－（１－プロペニル）シクロプロパン－１－カルボン酸２５．１ｇ
を残渣として得る。そして、当該シクロプロパンカルボン酸の含量をガスクロマトグラフ
ィ－で測定する。さらに当該シクロプロパンカルボン酸の立体異性体比を液体クロマトグ
ラフィ－（カラム：ＣＨＩＲＡＬＣＥＬ　ＯＤ　４．６φ×２５０ｍｍ　ダイセル化学製
）で分析する。
【００４８】
比較例３
　反応前に予め反応系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しないこと、反応中に反応
系にアンモニウム塩又はアンモニアを添加しないこと、並びに、反応系中にｐＨ調節剤と
して水酸化ナトリウム水溶液を徐々に添加すること以外には実施例７と同様な方法により
、反応を行う。
【００４９】
　次に、実施例１～５で使用された死菌化細胞を含むエステラーゼ粗酵素液の調製につい
て、参考例を示した。
参考例１　（死菌化細胞を含むエステラーゼ粗酵素液の調製方法）
　実施例１で使用された粗酵素液は、特開平５－５６７８７号公報記載の方法に準じて調
製された。
　即ち、まず特開平５－５６７８７号公報記載のアルスロバクターＳＣ－６－９８－２８
株由来のエステラーゼ遺伝子を含むプラスミドｐＡＧＥ－１を、制限酵素Ｎｓｐ(7524)Ｖ
及びＨｉｎｄIIIで消化することにより、エステラーゼ遺伝子の翻訳領域を含むＤＮＡ断
片を切り出した。切り出されたＤＮＡ断片と、特開平５－５６７８７号公報記載のように
、エステラーゼ遺伝子の開始コドン、その近傍のＤＮＡ配列を変換するために合成したＤ
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ＮＡ断片及びｌａｃプロモーターが挿入された発現ベクターｐＵＣ１１８（宝酒造株式会
社）の制限酵素ＢａｍＨI－ＨｉｎｄIII消化物とをライゲーションした。このようにして
、ｌａｃプロモーターの下流にアルスロバクターＳＣ－６－９８－２８株由来のエステラ
ーゼ遺伝子を有する大腸菌用発現プラスミドを調製し、これをエシェリキア　コリ（Ｅｓ
ｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）ＪＭ１０５株に導入した。
　５００ｍｌ三角フラスコに入れて滅菌された１００ｍｌの液体培地（調製法：水１Ｌに
グリセロ－ル５ｇ、酵母エキス６ｇ、リン酸１カリウム９ｇ及びリン酸2カリウム４ｇを
溶解し、ｐＨ７．０とする。）に、アンピシリンを５０μｇ／ｍｌになるように加えた。
これに、上記で調製されたアルスロバクタ－ＳＣ－６－９８－２８株由来のエステラ－ゼ
遺伝子が導入された組み換え体大腸菌（斜面培養物）１白金耳を接種し、３０℃で２４時
間回転振とう培養した。次に３Ｌ容の小型培養槽（丸菱バイオエンジ社製、ＭＤＬ型）に
入れて滅菌された１５００ｍｌの液体培地（調製法：水１Ｌにグリセロ－ル１５ｇ、酵母
エキス２５ｇ、リン酸１カリウム０．４ｇ、硫酸マグネシウム２ｇ及び硫酸第一鉄０．１
ｇを溶解し、ｐＨ７．０とする。）に、上記のようにして得られた１５ｍｌの培養液を接
種し、３０℃で通気攪拌培養した。培養途中、対数増殖期中期（培養開始１０～１５時間
後）にＩＰＴＧ（イソプロピルチオ－β－Ｄ－ガラクトシド）を終濃度１ｍＭとなるよう
に液体培地に添加した後、滅菌された上記の液体培地を培養槽内に流加しながら４０時間
培養することにより、培養液を得た。得られた培養液に２８％アンモニア水３００ｇを加
えてｐＨ９．６となるように調整しながら２８℃で２４時間攪拌することにより、死菌化
細胞を含むエステラーゼ粗酵素液を得た。
【産業上の利用可能性】
【００５０】
　本発明により、優れた殺虫効力を有するいわゆる合成ピレスロイドと総称されるエステ
ルの酸成分の中間体として有用な一般式　化１で示される（１Ｒ）－トランス－シクロプ
ロパンカルボン酸の生産性を大幅に向上させることが可能となる。
【配列表フリーテキスト】
【００５１】
配列番号３
　ＰＣＲのために設計されたプライマーであるオリゴヌクレオチド
配列番号４
　ＰＣＲのために設計されたプライマーであるオリゴヌクレオチド
【配列表】
0004857606000001.app
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