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研究成果の概要（和文）：バイオポリエステルの代表的なものの一つであるポリヒドロキシアルカン酸（PHA）は生分
解性を有する、微生物合成が可能なポリエステルである。本研究課題では、新規なPHAのデザインおよびその合成シス
テムの構築に不可欠なPHA代謝に関与する酵素の構造と機能について検討した。マルチドメイン構造のPHA分解酵素を結
晶化し、本酵素と基質との複合体構造を明らかにした。そしてタイプ１の触媒ドメインにおける基質結合様式を明らか
にした。また、水溶性の生分解性ポリマーであるポリアスパラギン酸の分解酵素について結晶化および構造解析にも成
功し、本酵素と基質との複合体構造および基質結合様式を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Polyhydroxyalkanoate (PHA) is important bacterial polyester that is degraded by 
specific enzymes in environment. In this study, structure and function relationships of enzymes in PHA 
metabolism were investigated for the sake of development of the design and synthetic system of new 
biopolyesters. A multi-domain PHA depolymerase was crystallized, and its crystal structure in complex 
with an oligomeric substrate was successfully determined. The results indicated a novel interaction mode 
between the PHA depolymerase with the type I catalytic domain and polymer substrate. In addition, a novel 
hydrolase which degrades a soluble polymer polyaspartate was successfully crystallized, and its crystal 
structure in complex with an oligomeric substrate were determined. The interaction mode between the 
enzyme and the substrate indicated similarity with that of a fungal PHA depolymerase with the type II 
catalytic domain.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 化石資源消費型から資源循環型への資源
利用形態の転換は持続的社会の構築に不可
欠である。生分解性を有するバイオポリエス
テルは、バイオマスを原料として合成され、
また微生物によって最終的に水と二酸化炭
素に分解される資源循環型材料であり、持続
的社会においては必要不可欠な機能性プラ
スチックである。ポリヒドロキシアルカン酸
（PHA）は生分解性を有する代表的なバイオ
ポリエステルで、さらにバイオマスから微生
物によって合成することができるという特
徴を持つ。PHA はモノマーユニットの化学
構造により多様な物性を示すので、幅広い分
野での利用が期待され、実用化が望まれてい
る。 
 PHA の物性改変に向けて、様々なモノマ
ーユニットを持つ PHA が代謝工学的手法に
より微生物を利用して作られてきた。しかし、
PHA の生合成の際にどのようなモノマーユ
ニットが取り込まれるかは生合成系酵素の
基質特異性に依存するため、天然の酵素では
合成できる PHA の種類は限られてくる。同
様に分解においても、天然の分解酵素ではそ
の基質特異性のために、特定のモノマーユニ
ットを持つ PHA に対してしか分解活性を持
たない。そのため、思い通りのモノマーユニ
ットを持つ PHA を得るためには、思い通り
の基質特異性を持つ生合成系酵素（PHA 合
成酵素、モノマー供給酵素）および分解酵素
の両方を設計することが必要となってくる。 
 酵素の基質特異性を理論的に改変するに
は酵素の立体構造情報が不可欠である。これ
までは PHA の生合成および分解に関わる酵
素の構造研究はほとんど進んでいなかった
ため、それらの基質特異性を理論的に改変し
て新規なバイオポリエステルを設計すると
いう試みはほとんどされていなかった。近年、
我々はカビ由来のシングルドメイン構造の
PHA 分解酵素とバクテリア由来でマルチド
メイン構造をもつ分解酵素の構造解析に成
功している。カビ由来酵素については３量体
基質との複合体構造の構造解析に成功し、詳
細な相互作用様式を明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
 微生物における PHA の生合成経路は多く
の生物が持つ基本的な代謝経路、すなわち解
糖、脂肪酸分解、脂肪酸合成などの経路とリ
ンクしており、これらの代謝中間物を利用し
て、モノマー供給酵素および PHA 合成酵素
の働きにより PHAが作られる。PHAの物性
は、ポリエステルのモノマーユニットの化学
構造に左右され、そのモノマー構造は生合成
系酵素の基質特異性と大きく関係する。一方、
PHAはPHA分解酵素によって加水分解され
る。このとき、ポリエステルの構造と分解酵
素の基質特異性とが合致していないと分解
酵素は働かない。これはすなわち、これらの
酵素の基質特異性を理論的に改変できれば、

思った通りの化学構造を持つポリエステル
が作れ、また分解することができると期待さ
れる。本研究では、PHA の生合成および分
解に関与する酵素の立体構造を明らかにし、
基質特異性に関わる構造要因を明らかにす
ることにより、これらの酵素の理論的な基質
特異性改変を可能にし、酵素を利用した新規
な生分解性バイオポリエステル合成システ
ムを構築するための基盤作りを行うことを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 Ralstonia pickettii T1由来ポリヒドロキシブ
タン酸分解酵素の精製サンプルを神奈川大
学理学部齊藤教授よりいただき、蒸気拡散法
によって４量体基質との共結晶化を行った。
得られた結晶の X線回折強度データを大型
放射光施設SPring-8ビームラインBL26B1/B2
において収集した。分子置換法により位相付
けを行い、位相改良、モデル構築、および構
造精密化を行った。 
 Pedobacter sp. KT-2由来ポリアスパラギン
酸分解酵素の発現プラスミドを理化学研究
所平石専任研究員よりいただき、発現、精製、
結晶化を行った。また、３量体基質との複合
体の結晶を作成した。得られた結晶の X線回
折強度データを大型放射光施設 SPring-8ビー
ムライン BL26B1/B2において収集した。
Nativeデータに対する位相付けは結晶化母液
に含まれるコバルトの異常分散効果を考慮
した単波長異常分散法によって行った。その
他のデータに対しては分子置換法により位
相付けを行った。初期位相決定後、位相改良、
モデル構築、および構造精密化を行った。 
 
４．研究成果 
 ポリヒドロキシブタン酸は微生物によっ
て作られまた分解される、Ｒ体３−ヒドロキ
シブタン酸をモノマーユニットとする水不
溶性の生分解性脂肪族ポリエステルである。
ポリヒドロキシブタン酸分解酵素はポリヒ
ドロキシブタン酸をモノマーユニット単量
体または二量体にまで加水分解する。多くの
ポリヒドロキシブタン酸分解酵素は触媒ド
メイン、リンカードメイン、ポリマー結合ド
メインの３つのドメインから成る。これまで
にバクテリア由来酵素の結晶化、X線構造解
析を行い、３１９残基から成る触媒ドメイン
の結晶構造を明らかにしている。触媒ドメイ
ンは α／β 加水分解酵素構造スーパーファミ
リーに属する構造的特徴を持ち、Ser-139, 
Asp-214, His-276が触媒部位を構成していた。
本研究課題では本酵素の S139A 変異体と４
量体基質を用いて酵素—基質複合体の構造を
分解能 1.6 Å において明らかにした。さらに
これまで不明であったリンカードメインの
結晶構造も初めて明らかにした（図１）。基
質結合領域に結合した４量体基質の連続し
た３量体部分のモデルを構築することがで
き、酵素のサブサイトＳ１、Ｓ２、Ｓ−１に



おける結合様式を明らかにすることが出来
た。酵素のサブサイトＳ２における結合様式
は、以前明らかにしていたカビ由来酵素の酵
素—基質複合体におけるそれとは大きく異な
っていた。サブサイトＳ−１における結合様
式は本研究成果によって初めて明らかにさ
れた。リンカードメインの構造はバクテリア
由来キチナーゼＡ１のフィブロネクチン・タ
イプ３様ドメインとよく似ていた。触媒ドメ
インとリンカードメインをつなぐ領域は柔
軟性に富んでいることが示唆された。マルチ
ドメイン構造の分解酵素は多くの PHA 分解
菌が持っており、PHAの環境中での生分解に
おいて中心的な役割をしており、本研究成果
はその生分解機構を理解する上で大きく寄
与する。特に基質結合に関与するサブサイト
構造は、分解酵素の機能改変を行う上で必要
不可欠な構造情報である。これらは本研究に
おいて初めて明らかになったものであり、世
界初の成果である。 

 ポリアスパラギン酸は生分解性をもつ非
天然の水溶性高分子で、非生分解性の水溶性
合成高分子であるポリアクリル酸の代替物
質として注目されている。バクテリア由来の
ポリアスパラギン酸分解酵素はポリアスパ
ラギン酸の β−βアミド結合を加水分解してア
スパラギン酸オリゴマーを生成する酵素で
ある。本酵素の大腸菌組換え体の精製試料を
用いて蒸気拡散法による結晶化を行い、六方
晶系に属する結晶を得た。結晶化条件に含ま
れるコバルトの異常分散効果を考慮した単
波長異常分散法により構造解析に成功した。
また、３量体基質との複合体の結晶を作成し、
構造解析を行った。本酵素はアミノ酸残基２
６５個からなる単量体酵素である。構造解析
により、本酵素は PHA 分解酵素と同じく α
／β 加水分解酵素構造スーパーファミリーに
属し、８本の βストランドと８本の αヘリッ
クスをもつシングルドメイン構造であるこ
とが判った（図２）。Ser125、Asp193、および
His248が触媒部位を構成していた。複合体の
結晶構造解析の結果、β アスパラギン酸３量
体のうちの２量体部分が基質結合部位に結
合した構造が得られた。基質のコンフォメー
ションはカビ酵素におけるR-3-ヒドロキシブ
タン酸３量体のコンフォメーションと比較
的よく似ており、バクテリア酵素に結合した
基質のコンフォメーションとは異なってい
た。サブサイト１では Arg214 が基質側鎖の
カルボキシル基と静電的相互作用をしてお
り、サブサイト１における βアスパラギン酸
ユニットに対する特異性が高いことが示唆
された。結晶化条件に含まれていたコバル
ト・イオンは酵素分子表面に酵素１分子当た
り３個結合していた。そのうちの１つは
His245 のイミダゾール環窒素と配位結合し、
さらに結晶中で隣接する酵素分子の Asp213
の側鎖カルボキシル基と静電的相互作用し
ていた。この相互作用によって結晶パッキン
グが影響を受け、結晶性が向上したと考えら
れる。本研究成果は、生分解性を有する水溶
性高分子のデザインを検討する上で重要な
情報を与える。これらも本研究において初め
て明らかになったものであり、世界初の成果
である。PHA 分解酵素の構造情報と合わせ、
疎水性高分子および水溶性高分子に対する
高い親和性をもった相互作用がどのような
構造によってなされるのかが比較検討によ
ってより理解が深められるであろう。 
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