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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、研究代表者が見いだした極めて新規性の高いアリー

ルマロン酸脱炭酸酵素をモデル酵素として用いた。そして、構造情報と性質の異なる多数の酵

素の配列情報を対応づけることで、今まで不明な点が多かった構造と機能の関連性の全容解明

を目的とした。そして、高精度での酵素機能の分子進化手法の開発や、従来最も困難とされて

いた活性向上などの機能改変を達成した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this application, a novel arylmalonate decarboxylase (AMDase) 
was used to be a model enzyme. Conformational information on various enzymes is 
associated with sequence information. The relativity of the structure and the function with 
a lot of uncertain points up to now is assumed to be clear. Based on the results, the 
molecular evolution technique of the enzyme function in high accuracy is developed. The 
function modifications of the enzyme that had been thought to be difficult were achieved. 
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１．研究開始当初の背景 
バイオインフォマティクスの目覚ましい

進歩により，酵素の立体構造や基質との結合
予測が可能になってきた。しかし、構造情報
のみを利用して酵素の安定性、選択性や活性
などの機能を改良することは困難である。な
ぜなら、機能改変のためには構造情報だけで
なく、構造と酵素機能の相関情報が必要不可
欠だからである。しかし、構造と機能の関連
性は未だ解明されていない点が多いことか
ら、機能改変にはランダム変異が多用されて

きた。そこで研究代表者は、極めて新規性の
高いアリールマロン酸脱炭酸酵素（以下
AMDase）の探索を継続して実施し、複数の
性質の異なる酵素とその配列情報を得るこ
とに成功した。 
更に、AMDase の X 線結晶構造解析により

詳細な構造情報を得ることにも成功し、酵素
機能と構造(配列)の関連性を統合・深化する
ことがまさに可能となった。本研究課題では、
この AMDase をモデル酵素として、構造情
報と性質の異なる多数の酵素の配列情報の
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対応づけを行う。そして、構造と機能の関連
性の全容解明を目的とする。そして、その結
果をもとに高精度での酵素機能の分子進化
手法の開発や、従来最も困難とされていた活
性向上などの機能改変を試みる。 

 
２．研究の目的 
以下の４点をサブテーマとして、従来理解

の遅れていた酵素の構造と機能の関連性の
解明と、その情報を用いた有効酵素の創出を
目指す。 
（研究課題１）AMDase の反応メカニズム解
析とマリーンエンザイム 
（研究課題２）構造情報を用いた酵素活性の
向上 
（研究課題３）構造・配列情報の統合理解に
よる至適 pH の改変と応用 
（研究課題４）新規ラセマーゼの創出 
 
まず研究課題１で、今まで謎であった
AMDase の反応メカニズムを解明する。そし
て、機能改変に向けた基礎となる情報を集め
る。次いで研究課題 2 において、酵素の機能
改変に於いて最も困難な課題とされてきた
触媒活性の向上を目指す。変異導入による酵
素の機能改変は、一般的な手法である。しか
し、変異導入後の酵素は、野生型と比較して
酵素活性が大幅に低下することが、問題とな
っていた。合理的デザインにより酵素活性が
向上できれば、酵素の機能改変の研究に於い
て非常に有用な情報を提供できると考える。
研究課題 3 では、各酵素に特有の性質である
至適 pH の改変を試みる。複数の酵素を組み
合わせて反応を行う場合、至適 pH が一致せ
ず反応を最も効率的な条件で行えないこと
が多い。至適 pH を自由に改変できれば、非
常に有効な手段にあると考える。最後の研究
課題４では、脱炭酸酵素から人為的に創り出
したラセマーゼの機能改変を実施する。この
ラセマーゼは、自然界に存在しないユニーク
な活性を持つものである。そこで、実用化を
目指して、活性の向上や基質特異性の拡張を
行う。 
 
３．研究の方法 
１）AMDase の反応メカニズム解析とマリーン
エンザイム 
X線結晶構造解析により決定したAMDaseの

立体構造を参照とし、反応に関与する残基を
特定して機能改変のための基礎となる情報
を得る。また、今まで対象としてきた土壌細
菌とは異なった性質を持つと考えられる海
洋微生物から、「新規海洋酵素（マリーンエ
ンザイム）」の分離・解析を試みる。 
２）構造情報を用いた酵素活性の向上 
AMDase の基質進入経路上には、基質の接近

を妨げる残基やループが存在している。そこ

で、これら残基の改変やループ長の最適化に
より、一般的に非常に困難な課題である酵素
活性の向上を目指す。そして得られる知見を、
活性は著しく低いが有用性の極めて高い二
重変異体(G74C/C188S)に適用し、100 倍程度
の高活性化を目指す。 
３）構造・配列情報の統合理解による至適 pH
の改変と応用 
申請者らが新たに発見した酸性に至適 pH

を持つ AMDase と、中性付近が至適の AMDase
のアミノ酸配列を比較し、変異実験により至
適 pH の改変を試みる。pH がシフトした変異
体は、X線結晶構造解析を行いその要因を探
る。 
４）新規ラセマーゼの創出 
変異体(G74C)は、カルボン酸を効率的にラ

セミ化することを見いだしている。しかし、
カルボン酸は通常目的物でありラセミ化さ
せても生産プロセス上あまり意味はない。そ
こで、合成前駆体であるエステルに作用して、
カルボン酸には作用しない エステルラセマ
ーゼへの改変を試みる。 
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４．研究成果 
１）AMDase の反応メカニズム解析とマリーン
エンザイム 
AMDase の立体構造から、活性発現に関与し

ていると考えられるアミノ酸を推定し、アラ
ニンに置換した変異体を作成し活性を測定
した。その結果、P14A、T75V、S76A、Y126A
変異体では、完全に脱炭酸活性が消失した。
したがって、これらのアミノ酸残基が活性発
現に関与していることが強く示唆された。 
 

 

 

また、石垣島のリーフより採集した微生物
から海洋性の AMDase のクローニングに初め
て成功し、その諸性質を明らかとした。その
結果、土壌より単離した酵素と比較して９
０％程度の配列が一致していた。また、Km 値
は海洋性 AMDase の方が良い値を示したが、



安定性は海洋性の方が低かった。 
 
２）構造情報を用いた酵素活性の向上 
反応メカニズムおよび立体構造を参考に

活性の低かった S 体選択的 AMDase の活性向
上を試みた。迅速にスクリーニングを行う為
に、９６穴プレートを用いたスクリーニング
系を構築した。その系を用いて反応のトリガ
ーである疎水性ポケットについて変異を導
入したところ、約９２０倍と劇的に脱炭酸活
性の向上した変異体の取得に成功した。この
変異体は、非ステロイド系抗炎症剤として有
用な S体のナプロキセンの生産に有効であり、
特許出願を行った。 

 

また、活性の向上した変異体の中から、フ
ェニルメチルマロン酸に対して高い活性を
示す変異体(G74C/V156I/M159L/C188G)に対
して、2 カ所同時変異を導入した。具体的に
は、疎水性ポケットを構成する Val43 と、疎
水性ポケットでは無いが Val43の近傍に存在
する Ala125 に対して、2カ所に対して同時に
変異を導入した。そして、高速スクリーニン
グを行ったところ、活性が数倍向上した変異
体の取得に成功した。シークエンスにより配
列 確 認 を 行 っ た と こ ろ 、
V43M/G74C/A125P/V156L/M159L/C188G である
ことがわかった。現在、酵素学的諸性質の解
析を行っており、まとまり次第論文発表を行
う予定である。 
 

３）構造・配列情報の統合理解による至適 pH
の改変と応用 
 C末端配列に変異導入を行い最適pHのシフ
トを試みたが、目的とする変異体を得ること
はできなかった。 
 
４）新規ラセマーゼの創出 
 反応メカニズムを参考として AMDase より
創出したラセマーゼの活性向上と基質特異
性の拡張を行った。その結果、脱炭酸酵素活
性はほぼ消失し、ラセミ化活性の向上した完
全な人工ラセマーゼの創出に成功した。この
変異体を様々な基質に対して作用させたと
ころ、ケトプロフェンでは３３倍もの活性向
上を達成した。また、従来基質とならなかっ
たα位にプロピル基を持つような嵩高い化
合物についても、ラセミ化を行うことが可能
となり基質特異性の拡張にも成功した。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.bio.keio.ac.jp/labs/kmiyamot
o/ 
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