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研究成果の概要（和文）：本研究では、新奇な酵素であるβペプチド分解酵素(PahZ1)を提示した全細胞触媒を作製し
、これを利用した高効率なβポリアスパラギン酸(β-PAA)合成法の開発を目指した。本研究により、PahZ1の基質認識
機構に関する詳細な知見が得られ、これに基づいた進化工学によって本酵素の優良変異体を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop the effective beta-poly(Asp) (beta-PAA) 
synthesis system by using whole-cell biocatalyst expressing PahZ1. The present results provided the 
detailed information about the substrate recognition of the enzyme. On the basis of this finding, we 
conducted the directed evolution of PahZ1 for the improvement of its function.

研究分野：複合新領域
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１．研究開始当初の背景 
(1) 熱重合ポリアスパラギン酸(tPAA)の構造
と性質 
 化石資源由来のポリアクリル酸は、水溶性
機能性ポリマーとして長年使用されてきて
いる。しかしながら、その非バイオマス・非
生分解性といった性質から、これに代わる代
替バイオポリマーの開発が望まれている。そ
の一つとして、生分解性を有する水溶性バイ
オポリマーであるポリアミノ酸が挙げられ
る。特に熱重合ポリアスパラギン酸(tPAA)は、
Ｌ-Asp を原料として化学的に合成すること
により、大量かつ安価に得られるプロセスが
確立されている。この tPAAは、分子内に様々
なイレギュラー構造を有していることが知
られており、70%の βペプチド、50%の D体
ユニットを含むことが大きな特徴の一つで
ある。 
 
(2) tPAAの生分解と βペプチド分解酵素の発
見 
 これまで、tPAAの合成法および構造・物性
に関して数多くの報告がある。一方、その生
分解機構に関しては、活性汚泥等による生分
解に関するものばかりであり、単一微生物・
単一酵素による分解機構に関する知見はな
かった。そこで我々は、分解微生物・酵素の
単離とそれらによる tPAA 生分解に関する研
究に取り組んできた。その結果、β ペプチド
の連鎖のみを認識して分解する βペプチド分
解酵素 (PahZ1)を世界で初めて発見した 
(Biomacromolecules 2003, 4, 80-86, Macromol. 
Biosci., 2009, 9, 10-19)。 
 
(3) βポリアスパラギン酸(β-PAA)の合成 
 一般に、ポリマーの機能を最大限に発揮す
るには、ユニット構造を精密に制御すること
が重要である。例えば、β ペプチドのみから
構成される β ポリアスパラギン酸(β-PAA)を
合成できれば、易分解性を改良した材料とし
て代謝耐性が必須である生体内での利用が
期待できる。 
 現在、β-PAA は固相合成法や NCA 法によ
り得られる。しかしながら、前者は分子量が
高くなるのに伴って高コスト化・合成困難と
なる。後者は有毒なホスゲンを用いるため、
いずれも好ましい合成方法とは言えないこ
とから新しい合成法の開発が望まれている。 
 一方、酵素によるバイオポリマー合成では、
加水分解酵素を利用したプロセスが提案さ
れている。その中でも、プロテアーゼを利用
したポリアミノ酸合成は代表例である。これ
らの視点から、我々は PahZ1の基質特異性を
利用すれば β-PAA の創製につながると考え
た。そこで、触媒として PahZ1を、モノマー
として L-Asp ジエチルエステルを用い、
β-PAA 合成を行った(Macromol. Biosci. 2011, 
11, 187–191)。48 時間反応を行い、得られた
ポリマーを解析したところ、その構成成分は
全て β ペプチドであったが、その分子量は

2,000程度にとどまっていることが分かった。 
 この系では多量の精製酵素が必要な上、酵
素の再利用が出来ない欠点があった。さらに
本反応は、有機溶媒中での比較的長時間の反
応であるため、酵素を安定して長時間使用で
きることが重要である。また、得られた β-PAA
の分子量が 2000 程度であるため、酵素活性
化によるポリマー高分子量化が望ましい。こ
れらのことから、我々の系は有望ではあるが、
反応系の抜本的な改良が必須と言えた。 
 
(4) 細胞表層工学による全細胞触媒の創成 
 細胞表層工学技術は、大腸菌上に酵素を提
示することで大腸菌を全細胞触媒に変える
ことができる。得られた全細胞触媒は、自己
増殖能・細胞毒性回避・酵素安定化・酵素精
製不要といった優れた性質を有する。我々は、
これまでにポリヒドロキシブタン酸(PHB)分
解酵素を大腸菌表面に提示し、この全細胞触
媒が PHB 分解反応に使用可能であることを
明らかにした (Macromol. Biosci. 2012, 12, 
218-224)。さらに我々は、この系を応用して
PHB 分解酵素の分子進化に取り組んでおり、
予備的ではあるものの優良変異酵素の取得
に成功している。しかし、この酵素提示技術
が他の分解酵素にも適用できるかどうかは
分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 地球環境問題と資源有効利用の両面から、
バイオマスを原料とし、生物由来である酵素
を触媒としたバイオポリマー製造技術の開
発が望まれる。我々が最近発見した PahZ1は、
反応の可逆性から L-Aspから新奇なポリマー
である β-PAAを合成できる。一方、細胞表層
工学技術は、酵素を細胞表層へ提示すること
で、細胞を自己増殖可能な全細胞触媒へと変
えることができる。そこで本研究では、本酵
素を大腸菌表層に提示し、全細胞触媒の有す
る優れた能力（自己増殖能・細胞毒性回避・
酵素安定化等）を利用した β-PAA合成法の開
発を目指した。さらに、進化工学による酵素
の高性能化を行い、本系の高効率化を目的と
した。具体的項目を以下に示す。 
 
(1) PahZ1 の大腸菌細胞表層への提示技術の
構築 
 これまでの予備実験の結果、PHB 分解酵素
を活性状態で大腸菌表層に提示できている
(Macromol. Biosci. 2012, 12, 218-224)。そこで、
PahZ1を大腸菌表面に提示させ、β-PAA合成
及び PahZ1の進化工学に使用可能な全細胞触
媒の作製を行う。 
 
(2) ハイスループットな PahZ1 の進化工学シ
ステムの構築 
 一般に、酵素によるポリアミノ酸の分解お
よび合成反応では、ポリアミノ酸-酵素複合体
の形成過程が重要であると考えられる。従っ
て、高い分解活性を示す分解酵素は、ポリア



ミノ酸-酵素複合体の形成能も高く、更には高
いポリアミノ酸合成活性を有しているもの
が多いと考えられる。この考えは PahZ1にも
適用できると推察され、本酵素の分解能強化
は β-PAA合成能向上を導くと予想される。そ
こで、「ランダム変異誘発・飽和変異導入・
DNA再構築」を基盤とするハイスループット
な本酵素の進化工学システムを構築する。 
 
(3) 高性能化 PahZ1の創出 
 (2)で構築した進化工学システムを用いた
本酵素の進化工学を実施し、高活性化された
酵素変異体の獲得を目指す。得られた複数の
高性能化 PahZ1では、それぞれ異なる「ホッ
トスポット」部位でアミノ酸変異が生じてい
ることが予想されるため、これら優良変異を
組み合わせて β-PAA 合成に最適な酵素を作
製する。 
 
３．研究の方法 
(1) PahZ1 の大腸菌細胞表層への提示技術の
構築 
 Pseudomonas由来膜タンパク質の C末端側
に PahZ1が連結するように融合タンパク質を
設計し、その融合タンパク質遺伝子を大腸菌
発現ベクターに導入した。次に、PahZ1 の細
胞表層での局在を免疫蛍光顕微鏡で観察し
た。次いで、提示された PahZ1の分解活性を
β-L-Asp3量体の分解により評価した。 
 
(2) ハイスループットな PahZ1 の進化工学シ
ステムの構築 
 「ハイスループットな PahZ1の進化工学シ
ステムの構築」に当たって重要なファクター
の一つである基質の選択に関する研究を行
った。これまでの研究から、PahZ1 は β-Asp
ユニット間のペプチド結合を認識すること
が分かっているが、その光学異性体認識に関
する知見は得られていない。そこで、PahZ1
の光学異性体基質認識に関する詳細な知見
を得ることを目的として、D 体及び L 体の
様々な連鎖を有する β-Asp3量体を設計し、精
製した本酵素による酵素分解反応を行った。 
 また、細胞表層提示系では酵素発現量及び
活性が、ハイスループットスクリーニングに
は不十分な可能性が生じたため、pETシステ
ムによるスクリーニング系の構築も行った。 
 
(3) 高性能化 PahZ1の創出 
 (2)で構築した進化工学システムを用いた
PahZ1の進化工学を実施した。まず、PCRを
利用して PahZ1遺伝子にランダム変異を誘発
し、変異 PahZ1の集団(1st変異体ライブラリ
ー)を作製した。次いで、組換え大腸菌内に変
異 PahZ1を発現させた。その際には、マイク
ロプレート上に 1細胞/1ウェルとなるように
大腸菌を接種した。最後に、変異 PahZ1を発
現した大腸菌による分解活性を測定し、活性
が上昇した変異体の取得を試みた。 
 

４．研究成果 
(1) PahZ1 の大腸菌細胞表層への提示技術の
構築 
 目的酵素である PahZ1 が従来の活性を維
持したまま、大腸菌表層へ提示されることが、
本研究を遂行する上で最も重要である。そこ
でまず、PahZ1 にも OprI を利用した系を適
用し、β-PAA 合成および PahZ1 の進化工学
に使用可能な全細胞触媒の作製を行った。そ
の結果、PahZ1 を大腸菌表層へ提示させるこ
とに成功し、その局在を免疫蛍光顕微鏡法に
より確認した。次に、PahZ1 を提示した大腸
菌の β-L-Asp3 量体に対する分解活性を評価
したところ、分解活性を確認することが出来
なかった。その原因として、提示した酵素の
活性及び発現量が十分でなかったことが考
えられた。 
 
(2) ハイスループットな PahZ1 の進化工学シ
ステムの構築 
 進化工学システムに使用する酵素基質に
関する知見を得るため、L体及び D体の全て
の組合せを有する8種類のβ-Asp3量体をデザ
インし、PahZ1 による分解反応を行った。そ
の結果、本酵素の活性中心について以下のこ
とが分かった：①PahZ1 の活性中心は少なく
とも 4つのサブサイト(2, 1, -1, -2)からなる、
②サブサイト 1は L体のみを認識し、他のサ
ブサイトは DL 体いずれも認識できる、③中
央二つのサブサイト(サブサイト 1 及び-1)に
とって(L-Asp)-(D-Asp)の連鎖が最も好ましい
連鎖である。従って、β-PAA 合成では L-Asp
のジエチルエステル体を基質とすることか
ら、β-PAA合成の効率化にはサブサイト 2, -1, 
-2で L-Aspの認識能を高める必要があること
が示唆された。 
 上述のように、PahZ1 を提示した大腸菌を
用いた系では、十分な分解活性がみられなか
ったことから、新たなスクリーニング系の構
築を試みた。その結果、高活性な PahZ1の効
率発現が可能である pET システムによるス
クリーニング系を構築したところ、PahZ1 の
進化工学に適用可能であることが分かった。 
 
(3) 高性能化 PahZ1の創出 
 前項で構築した「ハイスループットな
PahZ1の進化工学システム」を用いて、PahZ1
の進化工学を実施した。まず、ランダム変異
導入によって変異酵素ライブラリーを作製
した。次いで、β-L-Asp3量体分解活性を指標
として第１次スクリーニングを行った。その
結果、第１世代の変異酵素群から、野生型に
比べ分解活性が向上しているものが数クロ
ーン得られた。今後これらの解析を行い高活
性化の要素因子を解明して、高い β-PAA合成
活性を有する生体触媒開発につなげていき
たい。 
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