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研究成果の概要（和文）：　本研究では高機能な人工酵素配列設計の成功確率を上げる、新規アミノ酸配列選抜
手法の開発と応用を目指した研究を実施した。本手法をL-アミノ酸酸化酵素ファミリーに属する2つの酵素 (L-
アルギニン酸化酵素 [AROD] とL-アミノ酸酸化酵素 [LAAO]) に適用し、祖先型設計法を用いて人工酵素配列を
設計することで、各種酵素機能 (耐熱性、可溶性及び反応性) の向上が達成できることを見出した。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we try to develop a method to curate protein sequence data 
and increase succession rate for the design of highly functional artificial enzymes. By applying the
 method to the design of two enzymes belonging to L-amino acid oxidase family (L-arginine oxidase 
and L-amino acid oxidase), we can generate artificial enzymes bearing high stability, solubility and
 reactivity with ancestral sequence reconstruction. 

研究分野： タンパク質工学

キーワード： L-アミノ酸酸化酵素　祖先型設計　D-アミノ酸　光学分割　基質特異性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　データベースに登録されるアミノ酸配列データは今後も際限なく拡大していくと予測されている。本手法は拡
大を続ける配列データベースから必要な情報を選抜し、高機能化した人工酵素配列の設計を可能にするなど、配
列データベースの持つ潜在能力を引き出すことができる。また本研究で得られた人工酵素群の機能は、自然界の
ものより優れており、産業応用への展開が期待できるものも多かった。本成果は人工酵素は自然界由来の酵素よ
り機能が劣るという、一般論を覆すものであると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

酵素は環境に優しい触媒として、医薬品合成及び化合物合成などへの応用が期待されている。
一方で自然界に存在する酵素は不安定 (低耐熱性や耐久性) かつ基質選択性が狭いものが多く、
そのままの状態で産業応用できるものは少ない。これら酵素機能を各種タンパク質工学的手法
により高機能化することは、酵素の産業応用を進める上で避けては通れない課題の一つである。
近年、データベース上に登録された膨大な配列データを利用し、多数の変異を自然界由来の酵素
に導入することで高機能化を達成した、人工酵素配列設計に関する成功例が、国内外で広く報告
されるようになった。 同時に高機能化した人工酵素配列設計の成功確率を上げるためには、デ
ータベース上の全ての配列データを用いるのではなく、設計に適した配列データのみを選抜し、
設計に利用する必要がある。しかし人工酵素配列の設計に適した配列選抜手法に関する報告は
少なく、各研究者の独自の知見に基づいて配列を選抜しているのが現状である。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究ではデータベース上に登録された酵素のアミノ酸配列データから設計に利用する
配列を選別し、高機能化 (酵素機能の変換含む) した人工酵素配列の設計を高い精度で可能とす
る手法開発を目的とした。アミノ酸代謝関連酵素に本手法を広く適用し、その酵素機能を評価す
ることで開発した手法の精度・有効性の確認と改良を行った。まずは本手法を L-アルギニン酸
化酵素 (AROD) に適用し、L-Arg 以外のアミノ酸に対して基質特異性が拡大した人工 AROD

のアミノ酸配列の全設計を試みた。設計した配列の酵素機能解析と系統解析の結果から、AROD

の分子進化に関する考察を行った (課題 a)。第二に人工 AROD 配列を用いて配列データベース
探索を行い、広い基質選択性を有する新規 L-アミノ酸酸化酵素 (LAAO) の取得と、D-アミノ酸
誘導体の光学分割への応用を実施した (課題 b)。 

ARODはL-アルギニン (L-Arg) に高い特異性
を有する FAD 依存型アミノ酸酸化酵素で、L-

Arg の主鎖アミドの酸化反応を触媒する。
AROD はその高い特異性から、定量用酵素と
しての応用が期待されるなど、その構造機能の
解明が求められている。また LAAO は広く L-

アミノ酸を基質として認識し、かつ主鎖のアミ
ノ基を酸化してイミノ酸を生成することが可
能な FAD 依存型アミノ酸酸化酵素である。
AROD と LAAO は特定の L-アミノ酸の主鎖を
酸化するという反応の面では共通しているが、
認識できる基質が大きく異なること、基質選択
性が大きく異なることが機能の違いとして挙
げられる。本研究で扱った AROD と LAAO 間
の配列相同性は 20%程度と低い。この配列の差
異が、基質認識及び基質選択性の違いを生み出
していることが示唆された。 

 

３．研究の方法 

課題 a. AROD の高機能化を達成するため、
図 1に示した手法を用いて人工 AROD配列を設
計した。報告のある Pseudomonas sp. TPU7192 
由来の AROD (PtAROD) 配列を鋳型配列とし、
Blastp により計 306個のホモログ配列を取得
した (手順 1, 図 1)。次いで PtARODと各ホモ
ログ配列からなる配列ペアを作成し、ペアワ
イズアラインメントを実施したのち (手順 2, 
図 1)、15, 50, 332,及び 580 位のアミノ酸残
基が Gly, Ser, Trp 及び Thr で保存されてい
るホモログ配列を選抜した (手順 3, 図 1)。
最終的に 10 配列のホモログ配列を取得した 
(図 1)。取得した 10 配列について、MAFFT を
用いたマルチプルシーケンスアラインメン
ト、MEGAにより最尤法を用いて系統解析を実
施したのち、得られたデータを FastML で解析
す る こ と で 、 計 3 つ の 祖 先 型 AROD 
(AncARODn0, AncARODn1および AncARODn2) を
設計した。祖先型 AROD に関して人工遺伝子合
成を行い、目的遺伝子を pET15b ベクターにサ
ブクローニングしたのち、BL21(DE3)株に形質
転換することでタンパク質発現系を構築し

 
図 1. 祖先型 AROD の設計手法。設計は 1
から 4 の手順を経ることで実施した。最終
的に 3 つの祖先型 AROD (AncARODn0, 
AncARODn1 およびAncARODn2) を設計
し、各種生化学実験を実施した。 

 
図 2, 祖先型 LAAO (AncLAAO) の設計手
順の概略図。手順 a から d を実施すること
で、PpAROD 配列から AncLAAO を設計
した。 



た。得られた発現系を用いて祖先型 ARODを大量発現し、Ni-アフィニティクロマトグラフィーと
ゲル濾過クロマトグラフィーを用いて精製した。精製した祖先型 AROD に関して各種生化学解析
を実施した。 

課題 b. 祖先型 AROD の設計に用いた 10 配列 (図 1) を参考に、新規 L-アミノ酸配列の取得を
目的とした配列データベース探索を実施した (図 2)。まず ARODファミリーに属する 10配列に
関して、Blastp によりパラログの探索を実施した (手順 a, 図 2)。結果、Pseudoalteromonas 
piscicida 由来 AROD (PpAROD) に関してのみ、約 20%のアミノ酸配列相同性を有する LAAO候補
配列 (PpLAAO) が存在することが判明した (手順 b, 図 2) 。しかし PpLAAO は大腸菌発現系を
用いて可溶性画分に得ることはできなかった。PpLAAO に代わる安定かつ可溶性の向上した LAAO
候補配列を得るため、祖先型設計を用いて PpLAAO の高機能化を試みた。まずは PpLAAO を鋳型配
列とし、Blastp 解析などを用いて、6つのホモログ配列を取得した (手順 c, 図 2)。取得したホ
モログ配列を用いて、祖先型 AROD 設計の際に使用したものと同様のソフトウェアを用いて、祖
先型 LAAO (AncLAAO) 配列を設計した (手順 d, 図 2)。AncLAAO に関して人工遺伝子合成を行
い、pET28a ベクターにサブクローニングしたのち、BL21(DE3)株に形質転換することでタンパク
質発現系を構築した。発現系を用いて AncLAAO の大量発現・精製を行い、最終的に 50 mg/L 以上
の精製 AncLAAO を得ることに成功した。 
 
４．研究成果 
課題 a. 設計した 3つの祖先型 AROD (AncARODn0, AncARODn1 および AncARODn2) に関して各種
酵素生化学解析を実施した。まずは 20 種類の L-アミノ酸を用いて基質特異性に関する評価を実
施した。結果、AncARODn1 と AncARODn2 については報告のある自然界由来 AROD (PtAROD 及び
OkAROD) と同様、L-Arg と L-Lysに対して活性を有することが判明した。一方で ARODの共通祖
先配列に最も近い AncARODn0 について、L-Arg と L-Lys だけでなく、L-His、L-Phe, L-Leu及び
L-Met にも弱い活性を有するなど、基質選択性が広がっていた。次に祖先型 AROD の耐熱性の評
価を実施した。結果、AncARODn0が最も耐熱性が高く (T1/2 = 88 °C), AncARODn1 (T1/2 = 78 °C), 
AncARODn2 (T1/2 = 72 °C) の順で低くなることが判明した。以上の結果から AncARODn0 は自然
界由来 AROD と比べて高い耐熱性と広い基質選択性を有するなど、その他報告のある復元した祖
先型酵素と類似した特徴を有することが判明した。 
祖先型 AROD 群の酵素学的諸性質を更に詳細に検討するため、酵素反応速度論解析を実施した。
10 から 40 °Cにおける異なる温度での反応速度パラメータをそれぞれ決定したのち、アレニウ
スの式から活性化エネルギーを決定した。結果、AncARODn0 の活性化エネルギー値が最も大きく 
(41.8 kJ/mol), AncARODn1 (36.2 kJ/mol), AncARODn2 (24.8 kJ/mol) の順で小さくなること
が判明した。これら活性化エネルギーに影響を及ぼす変異の同定を試みたが、現在のところ同定
には至っていない。 
 以上の生化学解析の結果をまとめ、系統樹上に反映したものを図 3 に示した。図示したよう
に、祖先型 AROD の配列は共通祖先配列に近づくにつれて、段階的に耐熱性が向上し、かつ基質
選択性が広がることが判明した。本解析の結果か
ら L-Arg に対し高い特異性を有する自然界由来
ARODは、基質選択性の広い LAAOが分子進化する
ことで発生したと予測した。本研究に関してはア
メリカ微生物学会誌 Applied Environmental and 
Microbiology 誌に掲載済みである。 
課題 b. 図 2 の手順を経て得られた AncLAAOに関
して、酵素学的諸性質の検討を行った。20種類の
L-アミノ酸を用いて基質選択性に関する評価を
行った結果、AncLAAO は 13 種類の L-アミノ酸に
対して活性を有することが判明した。特に L-Gln, 
L-Met, L-Leu, L-Glu, L-Phe及び L-Trpの 6 種
類の L-アミノ酸に対して高い活性を有すること
が明らかとなった。次いで 6 種類の L-アミノ酸
を用いて反応速度パラメータの決定を行った。結
果、kcat値は 6.4から 22.0 /sec の範囲で、kcat/Km

値は 2.1 から 55.0 /(sec・mM) の範囲で分布す
るなど、高い活性を有することが判明した。以上
の結果から、AncLAAO は基質選択性の広い LAAOで
あることが判明した。過去の研究では基質選択性
の広い LAAO は大腸菌発現系で得ることが難しい
と報告されていた。一方で AncLAAO は大腸菌発現
系で 50 mg/L 以上の収量で得ることができるな
ど、LAAO が有していた弱点を克服できていた。 
 次に AncLAAO を用いて、ラセミ体アミノ酸誘導
体から D-アミノ酸誘導体を光学分割できるか評
価した。100mM リン酸カリウム緩衝液 (pH = 

 

図 3, 祖先型 AROD の生化学解析結果
を系統樹上に反映した概略図。耐熱性 
(T1/2) は段階的に緑 (低) から赤 (高) 
になるよう表示した。T1/2の値は図の星
の中に記載した。20 種類の L-アミノ酸
に対する相対活性値を棒グラフで表示
した。 



7.0), ラセミ体アミノ酸誘導体 (図 4 に示した
20 種類), アンモニウム:ボラン錯塩 (NH3:BH3), 
AncLAAO からなる反応系を用いて光学分割を実
施した。結果、HPLCスケールで 16種類、分取ス
ケール (100 mg の誘導体を使用) で 4 種類の誘
導体に関して、高い光学純度 (>99% ee, D体) 
かつ収率 (69-85%) で D-アミノ酸誘導体を得る
ことに成功した (図 4)。 
 本研究に関してアメリカ化学会の触媒化学専
門誌 ACS Catalysis に掲載されている。また本
論文は F1000Prime の推薦論文に選定されてい
る。 
 
 その他共同研究を通して、下記引用文献に記載
した成果を得た。 
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