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研究成果の概要（和文）：本研究では，人工コファクター分子を認識する抗原結合部位を構築し，触媒として作
用する官能基を持つ人工コファクターを外部から導入することによりホロ酵素型抗体酵素を構築した．ホロ酵素
型抗体酵素では，コファクター分子を入れ替えることにより，抗原結合部位の特定の部位に様々な官能基（触媒
残基）を導入することが可能となり，１種類の抗体で様々な反応を触媒できた．また，ホロ酵素型抗体酵素のX
線結晶解析に成功し，その立体構造を明らかにすることができた．

研究成果の概要（英文）： In this work we have developed holo-abzyme in which the antigen-combining 
site can bind the artificial cofactors which have functional groups　for the catalysis.  The 
holo-abzyme catalyzes various types of chemical transformations by simply exchanging the artificial 
cofactors.  We also succeeded in the X-ray crystal analysis of holo-abzyme 27C1, showing the 
molecular basis of the catalysis by 27C1.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景
 天然酵素のような高い特異性と優れた反
応効率を兼ね備えた触媒分子
創り上げることは，化学者の究極の目標であ
る．今日まで，新しい人工酵素開発のために，
さまざまな方法論が検討されてきている．そ
の中でもっとも信頼できる方法の一つが，免
疫システムの多様性と特異性を利用するこ
とにより，テーラーメイドな触媒活性をもつ
抗体タンパク質を作製する方法である．化学
反応の遷移状態を模倣した安定な化合物（遷
移状態アナログ）をハプテンとして免疫する
と，天然酵素と同様の性質（触媒活性，基質
特異性，立体選択制，位置選択制など）をも
つ抗体が得られる．このような抗体を
素 (catalytic an
しい人工酵素を創り出す」ための有力な手法
であり，既存酵素の機能改良を目的とする従
来の酵素工学的手法とは全く異なる方法論
である．抗体には
ため，原理的には，目的とした化学反応の遷
移状態アナログを設計，合成することができ
れば，いかなる化学反応（反応が水中で進行
するかぎりは）に対しても抗体酵素を作製す
ることが可能となる．我々の研究室では，早
くから本研究分野に取り組み，免疫システム
が持つ抗体タンパク質の多様性を利用して，
テーラーメイド人工酵素である抗体酵素
開発し，その機能発現機構の詳細について明
らかにしてきた
2008, 
 これまでの酵素機能を人工的に具現化す
る抗体酵素の研究からは，「どのようにして
酵素機能が発揮されているのか？」あるいは
「酵素がどのようにして進化してきたの
か？」などの疑問について新しい知見が得ら
れている．しかしながら，抗体酵素の触媒活
性は，天然酵素に比べてかなり低いのが現状
であり，未だ実用に供されていない．その理
由の一つに，抗体酵素は単一の遷移状態アナ
ログの免疫によって作製されるため，その触
媒機構は，「遷移状態優先結合」のみを利用
しており，触媒活性が低い．
然酵素は，複数の触媒因子（遷移状態優先結
合，一般酸−塩基触媒，金属触媒など）を利
用して化学反応を触媒するが，このような複
数の遷移状態を単一の化合物で模倣するの
は困難である．また，抗体酵素は多くの場合，
エステル結合の加水分解反応のみに限定さ
れている．そこで，この問題を打破する方法
論を開発するため，平成
平成
の類似した
順次免疫する「二重免疫法」という独創的な
手法を検討し，それぞれ触媒活性が向上した
抗体酵素を獲得することに成功した．
 
２．研究の目的
 本研究では，先
ための新たなアプローチとして
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化反応などを触媒する抗体酵素の作製を行
う（図 2）．これにより求核触媒能，酸・塩基
触媒能，金属触媒能をもつ人工コファクター
分子を抗原結合部位に導入し，それらを入れ
替えるという新しい概念を適用することに
より，人工コファクター分子により触媒でき
る反応の種類を制御可能な，天然にはない機
能性をもつ抗体酵素の開発につながると期
待される． 

 
 
 
 
 
図 2. ホロ酵素型抗体酵素法による抗体酵素
の多機能化 
 
(1) モノクローナル抗体の調製 
 既に獲得した 50 個のハプテン 1 結合性抗
体産生ハイブリドーマについて，約 200 mL
まで大量培養した．それぞれの抗体について，
抗マウスIgGアフィニティーカラムクロマト
グラフィーを用いて FPLC により精製した． 
(2) アミン型コファクター5 およびカルボン
酸型コファクター7の合成 
 アミン型コファクター5 およびカルボン酸
型コファクター7 をそれぞれ市販の試薬を原
料として、収率よく合成した． 
(3) アルドール反応を触媒する抗体酵素の
創出 
 50個のハプテン1結合性モノクローナル抗
体についてp-ニトロベンズアルデヒド4およ
びアセトンを基質として，アミン型人工コフ
ァクター5 を用いてスクリーニングし，アル
ドール反応を触媒する抗体酵素を特定した．
これらの抗体酵素について，マウス腹水を用
いてハイブリドーマを大量調製し，protein G 
アフィニティークロマトグラフィーにより
精製した．その後，得られた抗体を用いて反
応 速 度 と 基 質 濃 度 と の 関 係 を 調
べ,Michaelis-Menten の式より反応速度パラ
メーター(kcatおよび Km)を決定した． 
(4) 酸性コファクターおよび金属錯体含有
コファクターの設計，合成および新規触
媒反応の検討 
 新たに酸性人工コファクター9 および金属
作体含有コファクター10 を設計，合成した．
金属作体含有コファクターとしては，水中で
安定な金属作体であることが必須であるた
め，既に水中で過酸化水素の共存下で酸化反
応触媒として実績のある Ru錯体 10を設計し
た．Ru 錯体 10の合成に関しては，類似の Ru
錯体の合成及び反応について精力的に研究
している京都大学科学研究所高谷光准教授

の協力を得て行った．50 個のハプテン 1結合
性モノクローナル抗体について酸性コファ
クター9 を用いていくつかの酸性触媒反応を
検討したが，いずれも反応は加速されなかっ
た．また，Ru 錯体コファクター10 を用いて
アルコール 11の酸化反応を検討したところ，
反応の加速が観測された． 

図3. ホロ酵素型抗体酵素27C1による酸化反
応 
 
(5) 抗体酵素の抗体遺伝子のクローニング
および抗体酵素の X線結晶解析 
 抗体酵素 25E2 および 27C1 の抗体遺伝子を
マウス抗体遺伝子クローニング用プライマ
ーを用いて増幅させ，抗体発現ベクターへ組
み込みクローニングを行った．得られたベク
ターを大腸菌に形質転換し，培養上清を
ELISA 法によって調べ，抗体遺伝子の発現を
確認し，DNA シークエンスにより抗体のアミ
ノ酸配列を推定した． 
 抗体 25E2 および 27C1 について，それぞれ
の抗体を大量培養した後，パパインで消化し，
Fab 断片を調製した．Fab 断片ついてイオン
交換クロマトグラフィーにより同一の等電
点を持つ画分を回収し，ハプテン 1と混合し，
峡結晶を作成した．その結果，27C1 について
良好な結晶が得られたため，Spring-8 にて回
折 X線の測定を行った．得られた回折データ
を用いて 27C1 とハプテン 1 との立体構造を
決定した． 
 
４．研究成果 
(1) アルドール反応を触媒する抗体酵素の
創出とその機能解析 
 50 種類の抗体について，アミン型コファク
ター5 を用いて，p-ニトロベンズアルデヒド
4 のアルドール反応の触媒反応を測定した．
抗体(5 mM)の存在下，アセトン(5%)，アミン
型コファクター4 （20 mM），p-ニトロベン
ズアルデヒド 4 (1.5 mM)を混合し，25°Cで
反応させた．反応は HPLC を用いて生成物の
精製を追跡し，アルドール反応の反応書速度
を決定した．その結果，50 種類のうち抗体
27C1 および 25C6 が効率よくアルドール反応
を触媒していることが判明した． 
 同様に，アミノ型コファクター4 をもちい
て-ケトカルボン酸の脱炭酸反応を検討し
たところ，アルドール反応のと同様に 27C1
および 25C6 が高い触媒活性を示すことが明
らかとなった．なお，これらの抗体の触媒活

O2N O

OH

NHAc

抗体

O

2

3

アシル基転移反応
O2N

NHAc

抗体

4

O2N

O

NHAc

抗体

6

７

bー脱離反応

O

H H

OF

NH2

O

H

O

アルドール反応

5

O2N

NH

NHAc

抗体

8

N

酸加水分解反応

9

NHH3N

O

NHAc

抗体

11

酸化反応など

N
N

N

O

N
O

Ru
O

O

10
O2N

OH

NHAc

N
N

N

O

N
O

Ru
O

O

O2N

H
N

OH O2N

H
N

O

10

11

27C1, H2O2



性はいずれもこれまでに作成されてきたア
ルドール反応および脱炭酸反応を触媒する
抗体酵素と比べても同程度かそれ以上の高
い触媒活性を示すことが明らかとなった． 
(2)酸性コファクター分子を用いた新規触媒
反応の検討 
 新たに合成した酸性コファクター9 および，
-ヒドロキシケトンの脱水反応およびメト
キシメチル基の脱保護反応などいくつかの
酸性触媒反応について検討したが，いずれの
抗体についてもこれらの反応について，抗体
非存在下での反応に比べて顕著な触媒活性
を示す抗体はなかった． 
(3) 金属作体含有コファクター分子を用い
た酸化反応の検討 
 27C1 (10 mM)を 50 mM TrisHCl pH 8.0 中
で，金属含有コファクター10の存在下，ベン
ジルアルコール誘導体 11 の過酸化水素によ
る酸化反応を検討した．生成するベンズアル
デヒド誘導体の生成を HPLC で追跡して，反
応速度を測定した．その結果，基質 11 の酸
化反応で抗体非存在下の反応に比べて5倍以
上の反応加速が観測された．現在，反応機構
等詳細について検討している． 
(4) ホロ酵素型抗体酵素 27C1 の立体構造の
解明 
 精製した抗体 27C1 の Fab 断片を濃度が 5 
mg/mL となるように調製し，sitting drop 蒸
気拡散法により結晶化条件を探索した．最終
的に 2% 1,4 –dioxana, PEG 3350 20~26%,0.1 
M Na Citrate pH 5.8 – 6.1 の結晶化条件で
20°C にて良好な結晶が得られた．その結晶
を用いて SPring-8 にて回折 X 線測定を行っ
たところ，分解能 2.57 Åまでの回折データ
を収集することができた．本結晶は斜方晶系
に属し，空間群は C2，格子常数は a = 158.0, 
b = 39.4, c = 71.7,  =  90,  = 113, = 
90非対称単位には1分子が含まれることが判
明した． 

図 4. ホロ酵素型抗体酵素 27C1 の立体構造 
 

 得られた回折X線データを用いて構造解析
を行った．フーリエ合成を行い電子密度図を
得た．この電子密度図に適合するようにプロ
グラム Molrep (CCP4)を用いて抗体 27C1の構
造を構築し，プログラム Refmac5 (CCP4)によ
って構造を精密化し．構造の修正と精密化を
繰り返して行い，最終的にR-factorが24.3%， 
R-free-factor が 33.7%となった．抗体
27C1Fab-ハプテン複合体の構造を図4に示し
た．ハプテンの 2個のベンゼン環は重なり合
う形で抗原結合部位に入っており，その周辺
には多くの芳香族アミノ酸残基が疎水的な
環境を形成していた．ハプテンのリン酸基が
もつ酸素原子との間に水素結合のような相
互作用を持つと考えられるアミノ酸残基は
存在しなかった．従って，27C1 では，近接効
果が最も有効に働いているものと推定され
た． 
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