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理工学部

生命情報学科

准教授 宮本憲二

酵素の探索と機能改変

現代生物学概論

２０１3年４月15日 講義内容

酵素とは？

欲しい酵素を探す

酵素の機能を変える

機能改変の例

X線結晶構造解析

皆さんの酵素に対するイメージを変えます

酵素の基質特異性は狭い。

→様々な非天然化合物を受け入れる物もあります。

酵素は堅く締まった構造をしている。

→しなやかに動いています。

酵素反応は遅い。

→F1のエンジンよりも高速で働く物もあります。

酵素は、熱に弱い。

→100度でも活性を持つものがあります。

酵素の性質は変えることができない。

→自由にデザインできるようになってきました。

セントラルドグマ

遺伝暗号（コドン）

疎水性アミノ酸

親水性アミノ酸

特別なアミノ酸

タンパク質を構成する20種類のアミノ酸 タンパク質の１次構造

ペプチド結合

N末端 C末端



2013/4/15

2

タンパク質の２次構造

N末端

C末端

3.6残基/ターン

αへリックス
（らせん構造）

βシート
(何本か横に束ねた構造） (a) 1次構造(配列）

-Ala-Glu-Val-Thr-Asp-

(b) 2次構造（局所的な折りたたみ）

αへリックス

βシート

(c) 3次構造(広範囲な折りたたみ）

(d) 4次構造（多量体形成）

タンパク質の構造

酵素触媒の特徴

化学触媒（レアメタル）は高騰や枯渇が
問題となっているが、酵素は培養により
いくらでも増やすことができる

高い選択性を持つ

非天然化合物にも作用する

↓

生体触媒(Biocatalyst)として注目
（グリーンケミストリー、ホワイトバイオテクノロジー）

リパーゼの基質特異性

酵素は意外と寛容だ！
鍵と鍵穴と教えられたのに・・・・！？

反応に及ぼす触媒の効果

遷移状態（触媒なし）

遷移状態（触媒あり）

反応の進行

反応物質

生成物質

ΔG‡
無触媒

ΔG‡
触媒

自
由
エ
ネ
ル
ギ
ー

(G
)

酵素反応の進行

酵素－基質
複合体

酵素＋基質

遷移状態

酵素＋生成物

反応の進行

自
由
エ
ネ
ル
ギ
ー

(G
)

基質

活性部位

酵素

結合部位

生成物
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講義内容

酵素とは？

欲しい酵素を探す

酵素の機能を変える

機能改変の例

X線結晶構造解析

環境により得られる酵素の性質は
異なる

↓

超好熱酵素

温泉
海底熱水鉱床

PCR反応

環境により得られる酵素の性質は
異なる

↓

低温性酵素

南極

酵素の安定性と反応速度

α-アリールプロピオン酸とその合成法

エスエス製薬HPより

各種酵素のスクリーニング

Ph
CO2H

CO2H

Ph
OH

Ph CHO

脱炭酸酵素

酸化酵素

酸化酵素

代謝経路の利用
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代謝経路を利用したスクリーニング
微生物を求めてどこまでも（石垣島、八丈島）

脱炭酸酵素と物質生産 不斉脱炭酸反応（菌体）

K. Miyamoto et al, J. Am. Chem. Soc., 112, 4077 (1990)

酵素精製と電気泳動

K. Miyamoto et al, Eur. J. Biochem., 210, 475 (1992)

速度論的パラメーターの測定

F1のエンジン回転：１９０００ｒｐｍ＝３１６ s-1
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遺伝子のクローニング 一次構造と過剰発現

講義内容

酵素とは？

欲しい酵素を探す

酵素の機能を変える

機能改変の例

X線結晶構造解析

機能改変の必要性

野生型酵素では、性能不足

・熱安定性が低い

・選択性が低い

・基質特異性が狭すぎる等

天然には望む活性を持つものがない、
または探しても見つからない

↓

自分で作るしかない

酵素の機能改変（現状）

一部の機能はデザインが出来るように
なってきたが、完全には出来ていない

ランダムに変異を導入してその中から
望むものを探索する方法が主流

↓

自由にデザインしたい！

（私の野望）

機能改変の方法と特徴

Random Rational 

長所
構造情報が無くても
機能改変可能

ライブラリーサイズ小

短所 ライブラリーサイズ大
構造や酵素と基質の
結合情報が必要

適用例 予測不可能な部位
（熱安定性、最適pH）

活性部位付近
（立体選択性）
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進化分子工学 (Random screening)
講義内容

酵素とは？

欲しい酵素を探す

酵素の機能を変える

機能改変の例

X線結晶構造解析

Random screening（工業利用）

バイオサイエンスとインダストリー、６６、４３３（２００８）

プロセス上の問題点

化学的なカルバモイル基の除去では、大量の廃
棄物が発生する

DCaseを用いると廃棄物は発生しないが、熱安

定性が低いので工業利用できない

→ Random screeningによる熱安定性の向上

耐熱性の向上 変異と熱安定性の向上

バイオサイエンスとインダストリー、６６、４３３（２００８）
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構造と熱安定性向上の関連

His57Tyr
近傍疎水性アミノ酸との
疎水性相互作用強化

Pro203Glu
主鎖のひずみ解消と
新たなイオン結合形成

Val236Ala
Val側鎖の立体障害の解消

バイオサイエンスとインダストリー、６６、４３３（２００８）

安定酵素による実生産

３重変異体
熱安定性が１９℃向上

↓
半年以上の実生産が可能

バイオサイエンスとインダストリー、
６６、４３３（２００８）

Random screening

変異部位が予測不可能な場合、有効な手
段である

大量の変異体を迅速にスクリーニングす
る方法が必要である

得られた配列と機能の関連性は、他の酵
素の機能改変に有用な情報となる

立体選択性の逆転(Rational design)

Dr. Robert Kourist, Prof. Uwe Bornscheuer (Germany)

活性部位の比較

Dr. Robert Kourist, Prof. Uwe Bornscheuer (Germany)

Rational design

立体構造が既知で、基質との結合部位が
わかっていればデザインは可能

変異箇所が特定できても、どのアミノ酸
が最善かはやってみないとわからない

変異が数カ所の場合は、変異ライブラ
リーを構築しスクリーニングする必要が
ある
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アリールマロン酸脱炭酸酵素の改変

このイメージは、現在表示できません。

研究の目的

・逆の選択性を持つ酵素が欲しい

・立体構造を知りたい

・活性を上げたい

立体選択性の逆転 (Rational design)

C

C

H3C

O OH

Cys SHHS Cys C

C

H3C

O OH

C
H3C

CO2HH
(S)C

H3C

HHO2C
(R)

野生型 変異体

Y. Terao et al, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 45 (2007) 15–20

変異導入箇所の特定

HO2C OH
H NH2

O

S SH

Cys184 Cys73

HO2C
OH

O

SH SH

Cys184 Cys73

HO2C
OH

H2N H

O

SH S

Cys184 Cys73

NH2

グルタミン酸ラセマーゼの反応機構

選択性の逆転

活性100 %
Wild type

G74C/C188S

R体
99 %e.e.

S体
98 %e.e.

Me

CO2H
CO2H

Me

H
CO2H

Me

CO2H
H

活性 0.13 %

ランダム変異による活性の向上

E. coli JM109

Ph
CO2H

CO2H
Ph CO2H pH

E. coli XL1-Red
プラスミド抽出

E. coli XL1-Red (Stratagene社製)

DNA修復遺伝子が欠失され、その結
果短時間で多くの変異が起こる
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活性の向上

98 %e.e.
活性 1.43 %

S36N/G74C/C188S

Wild type

G74C/C188S

99 %e.e.
活性100 %

98 %e.e.
活性 0.13 %

Me

CO2H
CO2H

Me

H
CO2H

Me

CO2H
H

Screening results of mutation library

Variant

Specific 
activity Km kcat Rel. Act. e.e.

(U/mg) (mM) (s-1) (%) (%)

G74C/C188S 0.040 7.5 0.020 1.0 98 (S)

G74C/C188G 0.100 3.3 0.050 5.6 99 (S)

G74C/C188G/M159T 0.160 4.6 0.081 6.5 -

G74C/C188G/M159 I 0.520 7.0 0.290 15.0 -

G74C/C188G/M159V 0.730 6.5 0.420 24.0 -

G74C/C188G/M159L 6.200 5.9 3.300 207.0 99 (S)

G74C/C188G/M159L/? 24.000 4.6 14.900 920.0 -

Dramatically
improvement

変異導入箇所の特定

グルタミン酸ラセマーゼの反応機構

HO2C OH
H NH2

O

S SH

Cys184 Cys73

HO2C
OH

O

SH SH

Cys184 Cys73

HO2C
OH

H2N H

O

SH S

Cys184 Cys73

NH2

Ar

R

H
CO2H

Ar

R

CO2H
HAr

R

OH

O

Cys188

Cys74

SH

SH

Cys188

Cys74

S

SH

Cys188

Cys74

SH

S

人工酵素：ラセマーゼのデザイン

ラセマーゼへの改変

Y. Terao et al, Chem. Commun. 3600–3602 (2006) 

Ar CO2H

R

Ar CO2H

RG74C

Ar R 相対活性（％）

Ph

2-Np

Ph

Ph

Ph

Me

Me

OH

Et

100

720

5

14

23

NH2

Ar CO2Me

R

Ar CN

R

Ar CONH2

R

Inactive compound

Substrate specificity of G74C/V43A

R. Kourist and K. Miyamoto, Chemistry-A European Journal, in press
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Substrate specificity of G74C/V43A

R. Kourist and K. Miyamoto, Chemistry-A European Journal, in press

新規手法の確立を目指す

バイオインフォマティクスによる機能予測

実験検証

（酵素）

機能改変

（熱安定性向上）

計算機による予測

（SVM）

Support Vector Machine（SVM）
パターン認識手法の一つ

データを二つのクラスに分類

SVMとは

A

B

w
2

w
1

1

-1
0

実験の流れ

榊原研究室との共同研究

課題：SVMを使ってタンパク質を分類

A or B

目的配列

SVM
（学習）

モデル

A

B

配列データ

コーディング

(ベクトル化)

コマンド

最適化

パラメータ

講義内容

酵素とは？

欲しい酵素を探す

酵素の機能を変える

機能改変の例

X線結晶構造解析

X線結晶構造解析
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酵素の結晶と大型放射光施設(SPring-8)

SPring-8

SPring-8 HPより

200 mm

酵素の結晶
（物理学科 中迫教授提供）

開放型３０Ｋ冷却装置

ＢＬ４１ＸＵ for macromolecular crystallography

X-ray CCD camera

ビーム成形・制御ユニット

精密定盤

SPring-8 ＢＬ４５ＰＸ HPより

AMDaseのX線回折パターン

1個のユニットには4個のサブユニットが存在
Resolution : 2.1 Å

C

DA

B

発見から解析まで全て慶應大学の
研究者が行った初めての研究例

酵素は堅いのか？
AMDaseの立体構造

Cys188
Gly74
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酵素と機能改変（まとめ）

酵素

・アミノ酸で構成されるタンパク質である

・様々な環境から様々な性質のものが得られる

・触媒として機能し、非天然化合物にも働く

・高い立体選択性を持つ（ものもある）

・しなやかに動いている

酵素機能の改変

・変異により色々な性質のものを作り出せる

・ランダムな方法と合理的にデザインする方法がある

・まだ完全にデザインはできていない

レポート課題

感想を書いて提出してください

期 限：４月22日 16:45まで

A4レポート用紙1枚以内

所属学部、学年、名前を忘れないこと！


