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研究成果の概要（和文）：最近、酵素反応における遷移状態の形成には酵素のグローバルな構造変化が必要であ
り、これが触媒反応の律速段階となることが明らかとなってきた。そこで本研究では、バイオエネルギー生産に
重要な酵素AARとADOをモデルとして用い、分子動力学シミュレーション（理論）とNMR緩和測定（実験）によっ
て酵素の構造揺らぎを検出した。次に、酵素の構造揺らぎを制御する上で重要なアミノ酸残基を探索し、それら
の部位に変異を導入することにより、酵素の遷移状態を制御可能なことを示した。また、600個以上の変異体を
作製する網羅的な変異解析により、両酵素の活性を制御する上で重要な残基の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in protein chemistry have revealed that global 
conformational change of an enzyme is closely related to formation of the transition state and thus 
constitutes the rate-determining step in an enzyme reaction. Here, using two enzymes, acyl-ACP 
reductase (AAR) and aldehyde-deformylating oxygenase (ADO), which are indispensable for biofuel 
production, we detected conformational fluctuations of enzymes by molecular dynamics simulations 
(theory) and NMR relaxation measurements (experiment). We then searched for residues essential for 
controlling conformational fluctuations of the enzymes. Introduction of mutations at these residues 
resulted in changes of activities, indicating that regulation of the transition state of an enzyme 
is possible by such mutations. We also performed comprehensive mutational analysis including 
alanine-scanning mutagenesis on AAR and ADO by making more than 600 mutants and succeeded in 
identifying the residues important for controlling activities.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
生体高分子であるタンパク質（酵素）は触

媒反応により有用物質を創製できる。しかし
触媒活性の低い酵素も多く、産業利用に向け
て高活性化が必要である。最近、酵素反応に
おける遷移状態構造の形成には、酵素のグロ
ーバルな構造変化が必要であり、これが触媒
反応の律速段階となることが明らかとなっ
てきた。したがって、酵素の構造揺らぎを制
御し、遷移状態を制御（安定化）することに
より、酵素反応の高速化が可能と期待される。
シアノバクテリア由来のアシル ACP 還元酵
素（AAR）とアルデヒド脱ホルミル化オキシ
ゲナーゼ（ADO）は、軽油相当のアルカンを
合成できる酵素として注目されているが、酵
素活性が低いため、実用化するためには両酵
素の高活性化が急務である。 

 
 

２．研究の目的 
そこで本研究では、酵素の構造揺らぎを検

出し、構造揺らぎを制御する上で重要なアミ
ノ酸残基を探索することにより、酵素の遷移
状態の安定性を制御することを目指す。特に、
バイオアルカン生産に重要な酵素 AAR と
ADO をモデルとし、実験と理論の両アプロー
チから、次の研究を行う。これらを通して、
AAR と ADO の活性向上に重要な残基の同定
を目指す。 
 
(1) 分子動力学シミュレーション（理論）に
より、酵素の構造揺らぎを明らかにする。 
 
(2) NMR 分光法（実験）により、酵素の構
造揺らぎを明らかにする。 
 
(3)構造揺らぎを制御する上で重要な残基を
探索後、その部位に変異を導入し、酵素活性
（すなわち遷移状態の安定性）を制御可能な
ことを検証する。 
 
(4) 配列比較や網羅的変異解析などにより、
酵素の活性を制御する上で重要な残基を同
定する。 
 
 
３．研究の方法 
 分子動力学シミュレーションは AMBER ソ
フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 っ た 。 Nostoc 
punctiforme PCC 73102 由来 ADO（73102ADO）
の X 線結晶構造を初期構造とし、金属の有無
と生成物（ヘプタデカン）の有無の組み合わ
せで計 4通りの状態それぞれについて、400 ns
程度ずつのシミュレーションを行った。 
 NMR 測 定 に お い て は 、
Thermosynechococcus elongatus BP-1由来ADO
を大腸菌で大量発現させ、Ni カラムクロマト
グラフィーとゲルろ過クロマトグラフィー
によって高純度に精製した。二次元と三次元
NMR 測定のために、15N と 13C ラベルを導入

した。NMR 測定は Bruker 社の Avance500 と
Avance800 を用いて行った。 
 AAR と ADO のアラニンスキャン変異解析
では、N 末端を除くすべての残基を 1 つずつ
アラニンに置換した変異体を作製した。ただ
し、元々アラニンの部位はグリシンに置換し
た。AAR（Synechococcus elongatus PCC 7942
由来 AAR, 7942AAR）では 340 個、73102ADO
では 231 個の変異体を構築した。AAR の活性
評価時には野生型ADOと変異型AARを大腸
菌内で共発現させ、我々が以前開発した in 
vivo での活性評価方法（引用文献①）を用い
て活性、基質特異性、可溶性タンパク質の量
などを求めた。逆に ADO の活性評価時には
野生型 AAR と変異型 ADO を共発現させた。 
 
 
４．研究成果 
(1) ADO のグローバルな構造揺らぎを理論
的に可視化し、機能発現に重要と考えられる
構造揺らぎを検出するために、ADO の分子動
力学シミュレーションを行った。その結果、
基質進入／生成物解離部位においてゲート
の開閉運動が起きる様子が観測された。また、
金属結合の有無や生成物の有無などによっ
て立体構造やダイナミクスが変化する様子
が観測され、反応サイクルを通して構造揺ら
ぎが変化する可能性が示唆された。 
 
(2) ADO のグローバルな構造揺らぎを実験
的に可視化するために、ADO の NMR スペク
トル測定を行った。試料や測定条件等の最適
化を行うことにより、良好な NMR スペクト
ルを得ることができた。次に、基質アナログ
の存在下と非存在下で NMR スペクトルを測
定し、緩和測定（R1, R2, NOE 測定）を行った。
その結果、基質アナログの添加によって ADO
の構造揺らぎが変化する様子が観測された。 
 
(3) ADO のシミュレーション結果に基づき、
構造揺らぎを引き起こす上で重要と期待さ
れる部位（ゲート開閉運動の蝶番となるよう
な残基）を探索し、それらの残基をアラニン
やグリシンに置換した変異体を作製した。実
験の結果、これらの変異によって活性が大幅
に減少した。したがって、構造揺らぎの制御
によって活性（すなわち遷移状態の安定性）
を制御しうることが示唆された。 
 
(4) AAR の結晶構造は未知であるため、AAR
のシミュレーションを行うためには構造決
定が必要である。そこで X 線溶液散乱法によ
って AAR の構造解析を行った結果、理論的
な予測構造とよく一致していたことから、予
測構造の妥当性が検証された。 
 
(5) AAR は ADO と結合することにより、生
成したアルデヒドを ADO に基質として効率
的に受け渡すことが知られている。そこでア
ミノ酸置換変異解析を行うことにより、ADO



上の AAR 結合部位を同定した。また、X 線
溶液散乱法を用いることにより、AAR/ADO
複合体の立体構造解析を行った。 
 
(6) 高活性型の AAR を探索するために、12
種類のシアノバクテリアに由来する AAR の
活性を比較した。その結果、Synechococcus 
elongatus PCC 7942由来 AAR が特に高活性で
あることが明らかになった。また、由来する
生物種に応じてAARの基質特異性が異なり、
AAR を用いて寒冷地用の軽油を生産できる
可能性が示唆された。さらに、低活性型 AAR
を同定できた。同様に、高活性型の ADO を
探索するために、10 種類のシアノバクテリア
に由来する ADO の活性を比較した結果、高
活性型と低活性型の ADO を同定できた。 
 
(7) AAR の活性向上に重要なアミノ酸残基
を同定するために変異解析を行った。高活性
型 AAR のアミノ酸配列に近づけるように、
低活性型 AAR のアミノ酸配列の様々な部位
（非保存部位）にアミノ酸置換変異を導入し、
41 種類の変異体を構築した。その結果、AAR
の活性や可溶性等を決める上で重要な部位
の同定に成功した。同様にして、ADO の活性
向上に重要な部位を同定した。これらの部位
は、AAR と ADO の構造揺らぎを制御する上
で重要な部位と考えられる。 
 
(8) ADO の網羅的なアラニンスキャン変異
解析を完了させた（231 個の変異体を作製）。
その結果、ADO の活性を向上もしくは低下さ
せる変異部位が多数同定された。同様に、
AAR の網羅的なアラニンスキャン変異解析
を完了させた（340 個の変異体を作製）。その
結果、AAR の活性を向上もしくは低下させる
変異部位が多数同定された。また、AAR の基
質特異性を変えるアミノ酸置換も多数同定
された。これらの結果は今後、両酵素の活性
や基質特異性を制御するための新たな遷移
状態制御法を開発する上で有用である。 
 
(9) 進化分子工学的手法によって酵素を高
活性化させるためのスクリーニング系の構
築も行った。また、タンパク質の構造揺らぎ
を検出する方法の開発やタンパク質間相互
作用の測定等も行った。さらに、シアノバク
テリア由来タンパク質の立体構造予測や物
性解析等も行った。 
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