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序章 緒言 

1. はじめに 

酵素は、あらゆる生物が持つタンパク質であり、生体内外で化学反応を触媒する生体分

子である。また、酵素が局在している場所から、膜結合型酵素と可溶性酵素に分類されてお

り、可溶性酵素の中には細胞外に放出される分泌型酵素も存在する。これら酵素群の主な特

徴は、鍵と鍵穴に例えられる基質特異性と、常温・常圧の温和な条件下で反応を触媒するこ

とである。人間は、酵素がタンパク質であること、どのような機能を持つかを理解する前か

ら、酒造やチーズなどの発酵食品の生産などに酵素を利用してきた。酵素関連の研究が進展

した近年では、合成生物学をベースとした物質生産[1]やバイオレメディエーション[2]、医療

機器のバイオセンサー[3]など幅広い分野で酵素は応用されている。このような酵素の応用が

推し進められている要因の一つに、グリーン・サスティナブルケミストリー (GSC) の概念

が挙げられる。GSCとは、1998年にポール・アナスタスらが提唱した「グリーンケミスト

リーの 12箇条[4]」を基にした、人体や環境への負荷を低減するための指標、考え方である。

具体的には、化学物質を設計・生産・応用する際に有害な物質を使わず、エネルギーや資源

の消費と廃棄物を最小限に抑え、効率的に反応を進行させることが GSCの概念である。現

在、人間が生活する上で必要な物質を生産するために大量の化学プラントが建てられてお

り、そこで大規模なスケールの化学反応が行われている。この化学反応の大部分は、高温・

高圧条件下で行われることが多いため、膨大なエネルギー量を消費し環境への負荷が大き

いことが問題となっている。一方、酵素による反応は、先に述べたように温和な条件下で反

応を進行させるため省エネルギーな代替法として注目を集めている。実際に、酵素を利用す

るためには、その酵素の大量調製法の確立や反応メカニズムを理解する必要がある。これら

の課題を克服する際に、非常に強力なツールとなるのが酵素の構造解析である。その酵素が

持つ機能を原子レベルで明らかにすることができるだけでなく、立体構造を基にして蛋白

質工学により酵素の活性向上や機能改変が可能となる。実際に、洗剤に利用されている

Bacillus 属のセリンプロテアーゼである subtilisin は立体構造を基にした部位特異的変異

により耐酸化性が付与された[5] (図 1)。このように、有用な酵素の立体構造を明らかにし、

蛋白質工学的手法により新たな機能を付与することができれば、酵素の工業的応用につな

がることが期待される。これまで工業的応用がなされてきた酵素は可溶性酵素であり、特に

取り扱いが容易な分泌型酵素が大部分を占めている。膜結合型酵素が利用されていない主

な理由に、膜結合型酵素は取り扱いが難しく、あまり研究が進展していないことが挙げられ

る。しかし、近年ではクライオ電子顕微鏡 (Cryo-EM) による膜タンパク質の構造解析をは
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じめとする科学技術の発展により、膜結合型酵素の研究が急激に進展しつつある。本研究で

は、これまでに蓄積された膜タンパク質の研究技術を駆使し、応用が期待されている膜結合

型酵素である、①アルカン水酸化酵素 AlkB、及び、②-ポリ-L-リジン合成酵素 Plsを研究

対象とした。 

 

 

2. 自然界のアルカン分解に関わる水酸化酵素 

2-1. アルカンの分解経路 

アルカンは、一般式 CnH2n+2で表される飽和炭化水素であり、天然ガスや石油の主成分

として地球上に存在する。自然界に豊富に存在し、非常に安価に入手可能であることから、

アルカンをプラスチックや医薬品化合物の原料として利用することが望まれている。しか

し、アルカンの C-C結合及び C-H結合は非常に安定であるため反応性に乏しく、利用方法

は限られている。特に炭素数 1-4 の低級アルカンはより反応性が低いため、C-H 結合を開

裂させるには高温の反応条件を必要とする。そのため、これら低級アルカンは主に燃料とし

て利用されている。その他の用途として、一酸化炭素と水素から構成される合成ガスへの変

図 1｜(a) subtilisinの全体構造 (PDB ID: 1SBT) (b) 触媒三残基と酸化されるメチオニン

残基 (c) メチオニン側鎖の酸化によるスルホキシドとスルホンの形成 

Subtilisin は漂白剤に含まれる酸化剤によって活性中心近傍に存在する Met222 が酸化さ

れると失活する。Met222に対して部位特異的変異導入を行い、Serや Alaに置換すること

で subtilisinの酸化剤への耐性が向上した。 
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換がある。合成ガスは水素燃料や、メタン、メタノールなど多種多様な化合物に変換される

起点となる重要な原料であるが、合成ガスの製造には低級アルカンの C-H結合の開裂が必

要なため多量のエネルギーを消費する問題がある。そのため近年では、利用方法が限られて

いる低級アルカンを省エネルギーな方法で利用するプロセスの開発が強く望まれている。 

 

自然界に存在するアルカンは、様々な微生物によって分解されることが知られている[6]。

アルカン分解菌と呼ばれるこれらの微生物は、不活性なアルカンを炭素源・エネルギー源と

して利用する、アルカン資化性を有しているため、原油汚染などに対するバイオレメディエ

ーションへの活用が期待されている。アルカン分解菌による分解は嫌気的条件下と好気的

条件下のどちらでも行われ、それぞれ異なった経路で分解される。 

 

・嫌気的条件下でのアルカン分解 

嫌気条件下でのアルカンの分解を行う微生物として、硫酸塩還元菌AK-01株[6]、CV2803T

株[7]、Hxd3株[8]、Pnd3 株[9]、脱窒菌 HxN1株[10]が報告されている。これらの微生物が行

うアルカンの嫌気的分解には 2 つの経路があることが明らかになっている (図 2)。多くの

嫌気性アルカン分解菌から、フマル酸付加に関わるアルキルコハク酸シンターゼ (ASS) の

遺伝子が同定[11][12][13][14]されており、世界中の様々な箇所の油層からアルキルコハク酸が検

出[15][16][17][18]されていることから、嫌気的アルカン分解の主要な経路はフマル酸付加経路で

あると考えられている。細胞内に取り込まれたアルカンは、ASSによって C2位にフマル酸

が付加された後、炭素骨格の再構築と脱炭酸を経てカルボン酸に変換される[19]。このカル

ボン酸は酸化によってアセチル CoAまで分解される。 

一方、嫌気的水酸化経路は、アルカン分解硫酸塩還元菌の中で Desulfococcus oleovorans 

Hxd3株だけでしか確認されていない。Hxd3株は、炭素数が奇数のアルカンを炭素源とす

ると炭素鎖が偶数のカルボン酸を生成し、その逆も同様に起こるためフマル酸付加経路と

は違うメカニズムでアルカン分解を行っていると考えられていた[9]。13C安定同位体を用い

た Hxd3株の代謝物の解析により、Hxd3株は最初のステップでアルカンの C3位をカルボ

キシル化し、C1位と C2位の炭素を除去していることが明らかになった[20]。また、プロテ

オミクス解析により、Hxd3 株はフマル酸付加経路の初発反応を担う ASS を有していない

代わりに、芳香族化合物の分解に関わるエチルベンゼンデヒドロゲナーゼ (EBDH) のオル

ソログである、アルカン C2-メチレンヒドロキシラーゼ (AhyABC) を有していた[20]。

EBDHの反応様式から、AhyABCは C2位の水酸化を行ったあと、連続して酸化すること

でケト基を形成し、その後 C3 位のカルボキシル化を触媒すると推定された [21][22][23]。
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AhyABCによって生産された 2-アセチルアルカン酸は酸化を受けてアセチル CoAまで分

解される。 

 

 

・好気条件下でのアルカン分解 

好気的なアルカンの分解は、アルカンへの酸素添加反応から開始される  (図 3)。

図 2｜嫌気的アルカン分解経路、フマル酸付加経路と嫌気的水酸化経路の 2 つが報告され

ている。ASS; アルキルコハク酸シンターゼ AhyABC; 嫌気性アルカンヒドロキシラーゼ 
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Alcanivorax属、Pseudomonas属、Rhodococcus属などが好気性アルカン分解菌として知

られており[24]、海洋から土壌中まで様々な場所で生育している。これらの微生物に加えて、

Methylococcus capsulatus はメタンを栄養源に生育するメタン資化性菌として知られてい

る[25]。 

 

・メタン分解経路 (図 3a) 

メタン資化性菌 Methylococcus capsulatus は、メタンモノオキシゲナーゼ (MMO) に

よりアルカンの中で最も安定なメタンを水酸化し、メタノールに変換する。メタノールはメ

タノールデヒドロゲナーゼにより酸化されホルムアルデヒドへと変換される。このホルム

図 3｜(a) メタン分解経路、メタンは二酸化炭素まで逐次酸化されることで分解される。経

路途中のホルムアルデヒドはセリン経路またはリブロースリン酸経路に用いられる。MMO; 

メタンモノオキシゲナーゼ、MD; メタノールデヒドロゲナーゼ、FAD; ホルムアルデヒド

デヒドロゲナーゼ、FD; ギ酸デヒドロゲナーゼ (b) 好気的アルカン分解経路、1 級または

2 級アルコールが生成する反応から分解が開始される。AH; アルカンヒドロキシラーゼ、

AD; アルコールデヒドロゲナーゼ、ALD; アルデヒドデヒドロゲナーゼ、-H; -ヒドロキ

シラーゼ、BVMO; Baeyer-Villigerモノオキシゲナーゼ、E; エステラーゼ 
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アルデヒドは酸化されギ酸、二酸化炭素に変換、または、セリン経路やリブロース-リン酸

経路の炭素同化に利用される[26]。 

 

・直鎖状アルカンの分解経路 (図 3b) 

細胞内に取り込まれた直鎖状アルカンは、アルカンヒドロキシラーゼによって末端炭素

または C2位が水酸化される。アルカンの末端炭素が水酸化された 1級アルコールは、アル

コールデヒドロゲナーゼ (AD) とアルデヒドデヒドロゲナーゼ (ALD) によって逐次酸化

されアルデヒド、カルボン酸へと変換され、続いて酸化によりアセチル CoAに分解される

[27]。アルカンがカルボン酸まで変換された後、このカルボン酸の末端炭素が-ヒドロキシ

ラーゼによって水酸化される経路がある[28]。-ヒドロキシカルボン酸は ADと ALDによっ

てジカルボン酸まで酸化される。ジカルボン酸は酸化によりアセチル CoAに分解される。 

緑膿菌[29]や、Gordonia sp. TY-5株[30]などはアルカンの C2位を水酸化し 2級アルコー

ルを生成することが知られている。2級アルコールは、ADによって酸化されケトンに変換

される。このケトンは、有機化学反応のひとつである Baeyer-Villiger 酸化を触媒する、

Baeyer-Villiger モノオキシゲナーゼによってエステルへと変換される[31]。エステルはエス

テラーゼによって酢酸とアルコールに分解され、酢酸は CoAが付加されアセチル CoAに、

アルコールはカルボン酸まで酸化されたあと酸化を受けることで分解される。 

 

好気的アルカン分解経路に関わる酵素の内、ADと ALDはアルカン分解菌以外の微生物

にも普遍的に存在する酵素である。つまり、アルカン分解経路において最も重要となる酵素

が、化学的に非常に困難なアルカンの水酸化を触媒する AH である。一般的にアルカンの

C-H結合を酸化するには高温・高圧条件を必要とする。更に直鎖状アルカンの、ある特定の

炭素だけを酸化することは化学的に困難である。そのため、これらの酵素は生物学、有機化

学のどちらの分野においても重要で興味深い酵素であると言える。AHは複数種報告されて

おり、機能解析だけでなく工業的な利用を目指した研究が多くなされている。 

 

 

2-2. メタンモノオキシゲナーゼ (MMO) 

MMO はメタン資化性菌が持つ酵素で、メタン分解経路の初発反応を触媒する。

Methylococcus capsulatusは、膜貫通型の粒子状MMO (pMMO) と可溶性MMO (sMMO) 

の 2種のMMOを有する。sMMOは炭素数 1-8のアルカンを含む幅広い基質特異性を持ち

[32]、pMMOは炭素数 5以下のアルカンまたはアルケンの C2位特異的な酸化を触媒するこ
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とが報告されている[33]。これら 2つのMMOはM. capsulatusが生育する培地中の銅イオ

ンの濃度で発現の有無が決まり、銅イオンの濃度が高い場合は pMMOが発現し、低濃度条

件下では sMMO が発現することが報告されている[34] [35]。これは pMMO が銅イオンを活

性中心に持つ金属酵素[36]であり、銅イオンが結合する調節因子によって転写が制御される

[37]ことに起因すると考えられている。更に、銅イオン存在下では sMMOの活性が阻害され

る[38]ことも報告されていることから、メタン分解には銅イオンが密接に関連していると言

える。 

 

膜貫通型のpMMOの結晶構造は2005年に初めて報告された (図 4)[39]。pMMOはpmoB、

pmoA[40]、pmoC[41]の 3つのサブユニットが会合してプロトマーを形成し、そのプロトマー

が三量体を形成していた。この構造から 1-3 個の銅イオン及び亜鉛イオンの結合部位が発

見されたが、近年、量子力学計算を用いた構造精密化[42]や生化学・分光学的実験[43]から

pMMO中の銅イオンは単核で機能することが示唆された。しかしこの結果も、pMMOはプ

ロトマー1 分子中に 12-15 個の銅イオンが存在する、ICP-MS 測定の結果[44]と矛盾してい

た。 

 

図 4｜膜貫通型メタンモノオキシゲナーゼ (pMMO) の結晶構造 (PDB ID: 1YEW)  

グレーとベージュの分子は三量体を形成する他 2分子を示す。ピンクが pmoB、緑が pmoA、

青が pmoC を示す。(a) 細胞膜と平行方向から見た全体構造 (b) 垂直方向から見た三量体

構造  
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pMMO の結晶構造からは、活性部位の特定には至らなかった。しかし最近、pMMO の

Cryo-EM による構造決定がなされ、新たな銅イオン結合部位が明らかとなった (図 5)[45]。

pmoAと pmoCの界面に存在する銅イオン結合部位 (D site) 周辺に存在する残基がメタン

資化性菌に保存されており[46]、D siteを形成するペプチドと銅 3分子が複合体を形成しメ

タンの酸化反応を触媒する[47]ことから、D siteが活性部位であると推定された。また、pmoB

はニコチンアミドアデニンジヌクレオチド (NADH) などの電子供与体から二電子還元を

受けた後、酸素分子を活性化し過酸化水素に変換することが知られている[48]。これらの報

告から、三核銅クラスターを活性中心とする pMMOの反応機構が推定された (図 5a)。更

に、活性部位近傍に酸素または基質の結合部位と考えられる空洞が確認された (図 5b)。し

かしながら、構造からは pMMOの基質特異性や位置特異的な反応機構は明らかになってい

ない。 
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sMMOは、二核非ヘム鉄を有しメタンなどの基質を酸化するMMOH、補因子に FADと

[2Fe-2S] を持つ還元酵素のMMOR、調節タンパク質のMMOBの 3つの要素から構成さ

れる複雑な酵素である[49]。sMMO は可溶性であることやアルカン以外の化合物も酸化す

る[32]ことから工業への応用が期待されている。そのため pMMOよりも研究が盛んであり、

1993年に初めてMMOHの結晶構造が報告された (図 6)[50]。MMOHはの 3つのサブ

ユニットが会合したヘテロマーを形成し、そのヘテロマーが二量体化した構造をとる (図 

6a)。この結晶構造から、活性中心の二核の非ヘム鉄はMMOHのサブユニットに存在す

ることが確認された (図 6b)。 

図 5｜pMMOのクライオ電子顕微鏡構造 (PDB ID: 7EV9) (a) pMMOヘテロマーの構造

と反応に関わる銅イオン結合部位と推定された反応機構 (b) 酸素または基質の結合部位と

考えられる銅イオン結合部位近傍に存在する空洞 
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立体構造及びストップトフロー分光法[51]、メスバウアー分光法[52]、共鳴ラマン分光法[53]

により二核非ヘム鉄がとりうる中間体と sMMO の反応サイクルが推定された (図 7[46])。

sMMO の反応は、MMOR が電子供与体の NADH 由来の電子を MMOHへ伝達し、活性

中心の二核非ヘム鉄が還元されることで開始する。この反応は図 7aの Hoxから Hredの経

路に相当する。鉄原子が還元された後に、MMOR からの過剰な電子供給を防ぐために調

節タンパク質MMOBがMMOHに結合する[54]。還元された鉄原子に酸素が結合し、2つ

の鉄原子間を酸素が架橋したペルオキソ中間体 (Hperoxo) をとる。このペルオキソ中間体

は基質アルカンの存在下で、二酸素原子架橋した高原子価鉄-オキソ中間体 Q (図 7b) へ変

化する。高原子価鉄-オキソ中間体 Q の酸素原子による基質アルカンの水素原子の引き抜

きから、酸素添加反応が開始される。この反応は DFT計算により、基質アルカンから完全

に水素原子が引き抜かれてラジカルが発生する経路と、水素原子が引き抜かれる際に炭素

原子が酸素原子と結合したまま進行してラジカルが発生しない経路の 2つが推定されてい

る[55]。基質アルカンへの酸素添加反応の後、水分子が鉄原子に結合することで反応前の酸

化状態のHoxに戻る。また、sMMOはアルケンを基質にした場合、水酸化ではなくエポキ

シ化することが報告されている[56]。ストップトフローの解析により、この反応は高原子価

鉄-オキソ中間体 Qではなくペルオキソ種が活性種であると推定された[57]。 

図 6｜可溶性メタンモノオキシゲナーゼ (sMMO) の結晶構造 (PDB ID: 1MMO)  

(a) sMMOの全体構造、緑: サブユニット、ピンク: サブユニット、青: サブユニット  

(b) サブユニットに存在する活性中心の二核非ヘム鉄、(a) の黒枠の拡大図 
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メタン資化性菌が有する MMO は不活性なメタンを酸化する数少ない酵素であるため、

工業への応用が非常に注目されている。メタンは地球上に豊富に存在し安価であることか

ら、燃料や化合物の原料として広く用いられているが、常温常圧下では気体として存在する

図 7｜sMMOの反応サイクル (a) 反応サイクルと二核非ヘム鉄がとりうる中間体、図中の

Bは調節タンパク質MMOBを示す。 (b) アルカンの水酸化を触媒する高原子価鉄-オキソ

中間体 Qの構造 [46]より引用 
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ため取り扱いが危険で輸送にも手間がかかるため、結果として使用コストが高くなってい

る。そのため、メタンガスを液体燃料に変換する Gas to Liquids (GTL) が注目を集めてお

り、2-1.で述べた合成ガスの製造も GTLに含まれる。GTLは合成ガスを原料としたフィッ

シャー・トロプシュ法 (FT法) によって行われるが、FT法による液体燃料の合成は、大規

模なプラントを必要とするだけでなく、反応時にエネルギーを多量に使用する問題がある。

そのため、FT 法の代わりに MMO を有するメタン資化性菌を触媒として用いる Bio-GTL

が注目されているが実現には至っていない。また、メタン資化性菌の応用として、メタンを

出発原料とした物質生産も注目を集めている。これまでに、メタノール[58]、L-乳酸[59]、アス

タキサンチン[60]など様々な化合物がメタン資化性菌によって生産されている。しかしなが

らいずれの化合物も実用化には至っていない。これらの研究が実用化に至っていない原因

として、実用的な大腸菌や枯草菌などと比較してメタン資化性菌の代謝経路の理解が進ん

でいないことや、倍加時間が長いことが挙げられる。これらの問題を解決するために、MMO

の異種発現が取り組まれており、2017 年に sMMO を大腸菌に異種発現することでメタン

をメタノール変換に成功し、特許が取得されている[61]。実用化が少しずつ近づいてきてい

るが、sMMO は銅イオン存在下で反応が阻害されることや、メタンをはじめとする基質ア

ルカンの低い溶解度のために反応効率が低くなることが問題になると懸念される。 

 

2-3. シトクロム P450 (P450, CYP) 

シトクロム P450 (P450, CYP) は大腸菌など一部の微生物を除いた多くの生物種で発見

されており、活性中心の鉄-ポルフィリン錯体のヘムを介して様々な酸化反応を触媒する金

属酵素である。P450は発現場所によって、可溶性型、ミクロソーム型、ミトコンドリア型

の 3 種に分類され、中でもミクロソーム型とミトコンドリア型は、まとめて膜結合型と分

類されている。どの P450においても反応を触媒するために、活性中心のヘム鉄を還元する

電子を必要とする。この電子の供給は生物種によって異なり、微生物では[2Fe-2S]を補因子

に持つ鉄硫黄タンパク質と FADを補因子に持つ還元酵素によって電子伝達する系[62]が、真

核生物ではシトクロム P450 還元酵素が電子伝達する系[63]が一般的に知られている。これ

までに非常に多くの P450が発見されて様々な研究が行われており、詳細な反応サイクルも
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明らかになっている (図 8)[64]。 

 

P450 のヘム鉄には水分子が配位しており、基質が結合することでこの水分子が離脱す

る。電子伝達タンパク質により NADH または NADPH から電子がヘム鉄に供給され一電

子還元される。還元状態のヘム鉄に酸素分子が配位しオキシ中間体を形成した後、電子伝達

タンパク質によって再度、一電子還元されペルオキソ中間体を形成する。ペルオキソ中間体

は、プロトンを受け取り水分子と Compound I と呼ばれるオキソフェリルポルフィリン-

カチオンラジカルを形成する。Compound Iが酸化活性種として働くことで、基質から水素

を引き抜いて基質ラジカルとヒドロキソ中間体が生成され、ヒドロキソ中間体が基質ラジ

カルにリバウンドし、基質への酸素添加が起こる。生成物がヘム周辺から離脱した後、溶媒

の水分子がヘム鉄に配位することで最初の状態へと戻り反応が終了する。 

 

P450は図 8に示すように、一般的に基質の C-H結合の間に酸素原子を添加する反応を

触媒するが、アルカンを基質として認識し酸素添加を行う P450は、ごくわずかしか知られ

図 8｜P450の酸素添加反応のサイクル R-Hは基質、R-OHは生成物を示す。 
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ていない。Mycobacterium属や Acinetobacter属に見られる CYP153ファミリーは炭素数

4-16 の直鎖状アルカンの末端炭素を位置特異的に水酸化する可溶性型 P450 として報告さ

れている[65][66]。また、Candida tropicalisは直鎖状アルカンを炭素源に生育した場合, -

ジカルボン酸を生産することが知られている[67]。これは、ミクロソーム型 P450 である

CYP52が、炭素数 10-16の直鎖状アルカンの両末端と脂肪酸の末端炭素を水酸化すること

で生産されている[63]。これらの P450は近年発見されたため、応用に向けた研究は不十分で

ある。 

 

P450 の中でも応用に向けた研究がよくなされているのが Pseudomonas putida 由来の

P450cam と Bacillus megaterium 由来の P450BM3 である。これらはいずれも可溶性型

P450で取り扱いが簡便であるだけでなく、特に P450BM3は P450の中でも非常に酵素活

性が高いため、触媒として工業的に利用することが期待されている。しかし、これらの P450

はアルカンを基質としないため、構造情報を基にした蛋白質工学により基質特異性を改変

する研究が精力的に行われてきた。 

 

P450cam は最初に結晶構造が明らかにされた P450 であり、ショウノウを基質とする 

(図 9)[68]。Wong らの研究グループは P450cam の基質結合ポケット周辺に存在するアミ

ノ酸残基に対して部位特異的変異導入を行った。P450cam の基質結合ポケットは疎水性

アミノ酸で覆われているが、一部極性を持つアミノ酸が存在する (図 9b)。基質のショウ

ノウとヘム鉄に最も近く、極性を持つ Y96をフェニルアラニンに置換した Y96F変異体は

炭素数 5-7のアルカンを水酸化することが明らかとなった[69]。更に、Y96F の変異に加え

て、Y96 の近くに存在する V247 をロイシンに置換して基質結合ポケットを狭めた

Y96F/V247L二重変異体は、ヘキサン水酸化活性が大幅に向上した[70]。これらの変異に加

えて、よりヘム鉄に近い位置に存在する F87, T101, L244, V247, D297に基質結合ポケッ

トを狭めるように変異を導入した結果、この変異体 P450cam はガス状アルカンのブタン

とプロパンの水酸化反応を触媒した[71]。生成物はどちらも 2位の炭素が水酸化された 2-ア

ルコールであった。更に、ヘム鉄の配位子である C357 の隣に存在する L358 をプロリン

に変異させることでヘムが基質側に少し押し上げられることが報告され[72]、この L358P

変異と基質結合ポケットを埋める変異を加えた、新たな変異体 P450cam が作製された。

この変異体 P450cam はプロパンの水酸化活性を向上させただけでなく、エタンの水酸化

も触媒した[73]。 
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もう一方の P450BM3 は炭素数 12-20 の脂肪酸の C2 位水酸化反応を触媒する[74]。

P450BM3の大きな特徴は、反応に必要な電子供給に関わる還元酵素が融合して 1つのタン

パク質になっていることである[74]。P450BM3 の酵素活性が他の P450 より高い要因とし

て、還元酵素が融合しているため常にヘム鉄の近くに還元酵素が配置されており、効率よく

電子伝達が行われるためであると考えられている。Arnold らは、P450BM3 に対してラン

図 9｜P450camの全体構造と基質結合ポケット (PDB ID: 2CCP)  (a) P450camの全体構

造、中心にスティックモデルで示したヘム鉄が結合している。鉄原子は球体モデルで示し

た。 (b) P450camの基質結合ポケットと周辺に存在するアミノ酸残基。ヘム鉄の上部にス

ティックモデルで示したショウノウが存在する。 
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ダム変異導入を行い、ブタン及びプロパンを水酸化する変異体 P450BM3 を作製した (図 

10a)[75]。 この変異体は 11箇所に変異が導入されていたが、その内、基質の結合に関与する

アミノ酸残基の変異は 1箇所だけであった。そこで、Arnold らは N-palmitoyl glycine 結

合型 P450BM3 の結晶構造[76]を参考に、基質と活性部位の周辺に存在するアミノ酸 (図 

10b) に対して網羅的に飽和突然変異導入を行い、エタンを水酸化する P450BM3変異体を

作製した[77][78]。これらの変異は、基質結合ポケットを埋めるようにアミノ酸側鎖を嵩高く

するものが多数存在していた。 
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P450cam及び P450BM3でガス状アルカンを水酸化する試みは、どちらも立体構造の情

報を基にして変異導入を行い、基質結合ポケットを小さくすることで達成している。近年、

P450BM3 を用いて、変異導入せずに基質特異性を変化させる研究が行われている。P450

の反応は一般的に基質の結合をトリガーとしており、そのトリガーとして機能しない化合

図 10｜P450BM3の全体構造と基質結合ポケット (PDB ID: 1JPZ)  (a) P450BM3の全体

構造、ヘムと N-palmitoyl glycineは球体モデルで示した。構造中のオレンジ色の球体モデ

ルはランダム変異導入されたアミノ酸残基の炭素を示す。 (b) P450BM3の基質結合ポケ

ットと周辺のアミノ酸残基 
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物は酸化されることはない。名古屋大学の荘司らは、P450BM3の基質の構造とよく似てい

るが酸化されることがない、デコイ分子と名付けられた疑似基質を用いて P450BM3 の反

応を強制的に開始させ、本来の基質ではない化合物を酸化するシステムを考案した。脂肪酸

のC-H結合を全て安定なC-F結合に置換したパーフルオロカルボン酸をデコイ分子として

用いることで、野生型 P450BM3 がプロパンやブタン、シクロヘキサンを水酸化できるこ

とが報告された[79]。このデコイ分子のカルボン酸にアミノ酸を付加した、パーフルオロノ

ナノイル-L-トリプトファンが結合した P450BM3の結晶構造が決定された[80]。この構造か

ら、デコイ分子が基質結合ポケットの大部分を埋めており、ヘムの上部だけに小さな空間が

あることが判明した (図 11)。つまり、デコイ分子が反応開始のトリガーとなるだけでなく、

基質結合ポケットを埋める働きをすることで、低級アルカンが酸化されるまで結合し続け

ることができるようになったため、低級アルカンの水酸化が生じたと考えられる。 

またこの構造より、デコイ分子の末端炭素がヘム鉄から十分に離れていることが分かり、

脂肪酸のフッ素化をしていなくても酸化されないことが示唆された。この結果から、脂肪酸

のカルボキシ基をアミノ酸で修飾した新たなデコイ分子が多数開発され、これらはパーフ

ルオロカルボン酸より高い水酸化活性を引き出すデコイ分子であった[81]。 

 

更に、デコイ分子を用いることで P450BM3が低級アルカンだけでなく、ベンゼンを水

酸化しフェノールを生産できることが明らかとなった[82]。現在、フェノールの工業的生産

図 11｜パーフルオロノナノイル-L-トリプトファン結合型 P450BM の基質結合ポケット 

(PDB ID: 3WSP) 球体モデルはパーフルオロノナノイル-L-トリプトファンを示す。この構

造ではヘム鉄にジメチルスルホキシド (DMSO) が配位していた。 
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法はベンゼンとプロピレンを原料に合成するクメン法である。クメン法は高温高圧条件を

必要とするだけでなく、大量の副生成物が合成されてしまう問題点がある。そのため、ベン

ゼンからフェノールへの酸化反応は注目を集めており、特にこのような温和な条件下で反

応を進行可能な酵素による合成法は非常に有用である。しかし、P450BM3は反応に電子を

必要とし、その電子は NADPH から供給されているが、NADPH は高価であるため、

P450BM3を工業的に実用化する上でコスト面の問題が生じることが懸念されていた。そこ

で荘司らは、P450BM を発現させた大腸菌を用いた、ベンゼンからフェノールを合成する

システムを構築した[83]。大腸菌はグルコースを使ったNADPH生産が可能であるため、コ

ストを低く抑えることが可能である。大腸菌を生育する培地にデコイ分子とベンゼンを添

加することで、フェノールを収率約 60 %で得ることに成功していた。これは、アルカン水

酸化酵素の工業的実用化に向けた大きな成果であり、今後更なる研究が期待される。 

 

2-4. 長鎖アルカンモノオキシゲナーゼ LadA 

好熱菌 Geobacillus thermodenitrificans NG80-2は長鎖アルカン (C15-C36) の分解をす

ることが知られている[84]。長鎖アルカンの分解は、他と同様にアルカンの末端炭素の水酸

化を初発反応として開始される。2008年に、G. thermodenitrificans NG80-2由来の長鎖

アルカン水酸化酵素 LadAの結晶構造が報告された (図 12)[85]。LadAの結晶構造はホモ二

量体構造を形成しており、LadAが溶液中で二量体である結果と一致していた。二量体の界

面近くに存在するシステインをアラニンに変異させた LadA は二量体化できず、酵素活性

も失われることが明らかとなった。また、LadAの基質結合ポケットと思われる位置にフラ

ビンモノヌクレオチド (FMN) が結合していた (図 12b)。この構造に対して長鎖アルカン 

(C15-22) のドッキングシミュレーションが行われ、その結果、どのアルカンを用いた場合で

も末端炭素が FMNの C4a原子の近くに配置されていた。酸化型 FMNは二電子還元をう

けて還元型 FMNに構造変化する。還元型 FMNは複数の共鳴構造を取ることができ、その

内の 1つに C4aカルボアニオンを持つ構造がある。これに酸素が反応することで C4a-ヒド

ロペルオキシフラビン中間体が形成される (図 12c)。この中間体がアルカンの水酸化に関

与すると推定されている。しかしながら、NADPHから LadAへの電子伝達経路や、アルカ

ンへの酸素添加メカニズムなどは未だに明らかになっていない。 

また、LadAは P450と同様に変異体解析が行われている。Dongらは LadAにランダム

変異導入を行い、ヘキサデカン (C16) の水酸化活性が高い変異体を作製した[86]。この変異

体は二重変異が導入されており、どちらの変異も基質結合ポケット付近でないにもかかわ

らず、ヘキサデカン水酸化活性が向上しただけでなく、熱安定性が大幅に向上した。この結
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果は、数か所の変異導入による、わずかな構造変化だけで活性や安定性を向上させることが

できる可能性を示した。 

 

図 12｜FMN結合型 LadAの結晶構造 (PDB ID: 3B9O)  (a) LadAの全体構造、ホモ二量

体を形成し、単量体は TIMバレル構造をとる。球体モデルは FMNを示す。 (b) LadAの

基質結合ポケット、他のアルカン水酸化酵素と異なり巨大な空洞が存在していた。 (c) 酸化

型 FMN と C4a-ヒドロペルオキシフラビンの構造、FMN は二電子還元された後、酸素と

反応し C4a-ヒドロペルオキシフラビン中間体を形成する。 
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2-5. アルカンモノオキシゲナーゼ AlkB 

アルカンモノオキシゲナーゼ AlkBは、最も研究されている Pseudomonas putida GPo1

が有するアルカン分解経路の初発反応を担うアルカン水酸化酵素である[87]。P. putida GPo1

は炭素数 5-12の直鎖状アルカンを分解することができ、アルカン分解に関わる酵素群の遺

伝子を OCTと名付けられたプラスミド上に持つことが知られている (図 13)[88]。そのプラ

スミド上に alkBFGHJKL及び alkSTの 2つの遺伝子群があり、これらがアルカン分解に

関わる酵素群をコードしている[88][89]。これらの遺伝子群は転写因子の AlkS によって発現

が制御されている。AlkSは、アルカン以外の炭素源が存在する場合には誘導を抑制し、ア

ルカン存在下でのみ alkBFGHJK 及び alkST の発現を誘導する (図 13a)[90]。アルカン分

解に関わる酵素群が発現した後、アルカントランスポーターと考えられる AlkL[91]によって

アルカンが細胞内に取り込まれ、AlkBGT の 3 つの要素で構成されるアルカンヒドロキシ

ラーゼシステムによってアルカンが水酸化されアルコールが生成される。このアルコール

は AlkJと AlkHによって逐次酸化されカルボン酸に変換される。このカルボン酸はアシル

CoAシンターゼの AlkKによって CoAが付加された後、酸化によってアセチル CoAまで

分解される (図 13b)。 
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AlkB は非常に多くのアルカン分解菌から発見されており、アルカンの分解に特に重要

な酵素である[92]。AlkBは二核非ヘム鉄を持つ金属酵素[93]であり、炭素数 5-12の直鎖状ア

図 13｜P. putida GPo1がアルカン分解に関わる酵素の遺伝子群とアルカン分解経路 

(a) OCT プラスミド上に存在する遺伝子群、alkBFGHJKL と alkST の 2 つのクラスター

で構成されており、転写因子の AlkSによって発現が制御されている。PalkB, S1, S2はプ

ロモーターを示す。 (b) アルカン分解経路、R-CH3は直鎖状アルカンを示す。各酵素は(a)

の遺伝子名と対応する。AlkL: アルカントランスポーター、AlkB: アルカンモノオキシゲ

ナーゼ、AlkG: ルブレドキシン、AlkT: ルブレドキシン還元酵素、AlkJ: アルコールデヒド

ロゲナーゼ、AlkH: アルデヒドデヒドロゲナーゼ。AlkF (ルブレドキシン) と AlkK (アシ

ル CoAシンターゼ) は省略している。 
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ルカンを水酸化する[94]。この非ヘム鉄は、AlkBに高度に保存された 8個のヒスチジン残基

が配位しており 1 つでも変異すると失活する[95]ことから、活性中心であると考えられてい

る。また、AlkBが触媒する反応にはMMOや P450と同じく電子が必要であり、AlkGと

AlkT によって NADH の電子が供給されている[96]。AlkG は最も単純な鉄硫黄タンパク質

である電子伝達タンパク質のルブレドキシン (Rub) である。Rubは分子量 6,000程度の小

さなタンパク質で、鉄原子に 4つのシステイン残基が配位した構造をとる[97]。一方、AlkG

は分子量 19,000であり、70残基のリンカーでつながった 2つの RubドメインをN末端と

C末端に持つことが知られている[98][99]。AlkFも Rubであることが報告されている[98]が、

AlkBへの電子伝達には関与しておらず[99]、生体内でどのような役割を担っているかは不明

である。また、AlkGの N末端も AlkBへの電子伝達に関与しておらず、C末端の Rubだ

けで機能していることが明らかになった[99]。AlkG はルブレドキシン還元酵素 (RubR) で

ある AlkTによって還元された後に AlkBの鉄原子に電子伝達を行う[100]。 

AlkT はフラビンアデニンジヌクレオチド (FAD) を補因子に持つフラビンタンパク質

で、NADH の電子を使って FAD を還元し、AlkG を還元する酵素である。2007 年に、緑

膿菌P. aeruginosa PAO1のRubとRubRの複合体の結晶構造が報告された (図 14a)[101]。

Rubの鉄原子と RubRの FADのイソアロキサジン環が近接しており、分子間の距離は 7.4 

Åであった。一般的に、電子伝達が可能な距離は 14 Å以下である[102]ため、この構造は Rub-

RubR間の電子伝達時のコンフォメーションであることが示唆された。更に、鉄原子とイソ

アロキサジン環の間に水分子が存在しており、この水分子を介して電子伝達が行われてい

ると推定された。 

P. putida GPo1が有するアルカンヒドロキシラーゼシステムに関連する電子伝達サイク

ルを図 14bにまとめた。この電子伝達サイクルは、AlkTがNADHを用いて補因子の FAD

を二電子還元することで開始する。還元型 AlkTが AlkGと複合体を形成し、AlkGの鉄原

子を還元する。還元型 Rub が AlkB に電子を受け渡し、活性中心の非ヘム鉄を還元する。

その後、AlkBは分子状酸素を用いた直鎖状アルカンへの酸素添加反応を触媒し、酸化状態

に戻る。 

この電子伝達サイクルにおいて、還元型 AlkT は二電子還元できるため 2 分子の AlkG

を還元すると考えられているが、AlkGの一電子還元後に生じるイソアロキサジン環のセミ

キノン体がこれまでに検出されていない。また、還元型 Rub から AlkB への電子伝達の詳

細なメカニズムも明らかになっていない。 
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AlkBがアルカン水酸化酵素と同定されてから現在に至るまで、半世紀以上の間、様々な

研究が行われてきているが、未だに AlkBの立体構造は明らかになっていない。その原因と

図 14｜Rub-RubR 複合体の結晶構造 (PDB ID: 2V3B) と電子伝達サイクル (a) Rub-

RubR複合体の全体構造と補因子結合部位の拡大図、黄緑色の構造が RubR、赤褐色の構造

が Rubを示す。球体モデルは FADを示す。拡大図中の数字は距離を示す (単位: Å)。 (b) 

P. putida GPo1 が有するアルカンヒドロキシラーゼシステムの電子伝達サイクル。このシ

ステムでは RubRと Rubを介してNADHから AlkBに 2個の電子が供給される。 
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して AlkBが膜タンパク質であることが挙げられる。しかしながら、これまでの機能解析な

どの研究により少しずつ素性が明らかになってきた。van Beilen らは、蛋白質工学的手法

を用いて、AlkBの様々な位置にアルカリホスファターゼまたは-ガラクトシダーゼを挿入

し、それらの酵素活性を測定することで AlkBの膜に対する配向を調べた。その結果、AlkB

は N末端と C 末端が細胞質側に存在する 6回膜貫通構造を取ることが示唆された[103]。ま

た、Alonso らは、脂質膜に再構成した AlkB の二次元結晶を作製し透過型電子顕微鏡で分

析を行い、AlkB が脂質膜上では三量体を形成していることを見出した。pMMO は三量体

で機能することから、AlkBも生体内では三量体で機能している可能性が示唆された。また、

van Beilen らは様々な炭化水素を用いて AlkB の活性測定を行い、基質結合ポケットの形

状の予測を試みていた。AlkBは三級炭素を持つアルカンを酸化できず、シクロアルカンの

酸化効率が低く、直鎖状アルカンの酸化効率が高いことから、高さ 5 Å、幅 8 Å程度の基質

結合ポケットを有することが示唆された。また興味深いことに、どのような基質を用いた場

合でも末端炭素のみが水酸化されており、AlkBは高い位置特異性を有することが判明した。

更に、効率は低いがエチルベンゼンなどの芳香族化合物も水酸化され、末端にアルケンを持

つ化合物はエポキシ化されていた[94]。更に彼らは、AlkBの基質結合に関わる残基を特定す

るために、P. putida GPo1由来の AlkBを P. fluorescensに導入し、本来水酸化できない炭

素鎖長の直鎖アルカンを唯一の炭素源として生育させることで選択圧をかけ、変異体を得

る実験を行った。その結果、本来炭素源として利用することができない、テトラデカンとヘ

キサデカンで培養することに成功した。この菌体の AlkB遺伝子を調べたところ、W55Sま

たはW55Cの変異が入っていることが判明した。他の生物種が持つ AlkBのW55に相当す

るアミノ酸残基に同様の変異、または、小さなアミノ酸の場合にはフェニルアラニンやトリ

プトファンに変異させたところ、炭素源として利用可能なアルカンの鎖長が変化した。この

結果から、AlkB は W55 を基質結合ポケットの底部にして水酸化できるアルカンの炭素鎖

長の上限を決めていることが示唆された[104]。 

これらの結果から AlkB のトポロジーモデルが考案された (図 15)[104]。AlkB は、細胞

質側に存在する保存された His クラスターが配位した活性中心の二核非ヘム鉄から、ペリ

プラズム側のW55まで筒状に伸びた基質結合ポケットを有していると推定された。 
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AlkB は他のアルカン水酸化酵素と比較して基質特異性が広いことから、工業的な実用

化が強く望まれている酵素である。また驚くべきことに、Alcanivorax borkumensisが有す

る AlkBは非常に低効率ではあるがベンゼンを水酸化することが報告されている[105]。この

ように有用な AlkBを実用化する上で問題となるのが、電子伝達タンパク質の調製が必要な

点と、P450と同様に高価な NADHが必要なことである。Tsaiらによって AlkGを炭素電

極上に固定化して電気化学的に AlkB へ電子供給する系が開発された[106]。この手法では

NADH と AlkT が不必要であり、調製の簡略化とコストダウンが期待される。更に、この

系を用いた場合、AlkB はプロパンとブタンも水酸化することが報告された。AlkG が固定

されていることで本来とは異なる相互作用を形成し、基質結合ポケットの形状が変わるこ

とでガス状アルカンの水酸化が可能になっていると推察されている。 

近年、P. putida GPo1のアルカン分解経路の一部を大腸菌に導入して、ナイロン 12の

原料である 12-アミノドデカン酸メチルエステルを産生した合成生物学的な応用が報告さ

れた[107][108]。原料のドデカン酸メチルエステルは AlkL によって大腸菌に取り込まれた後

AlkB と AlkJによりアルデヒドへ変換される。このアルデヒドが-トランスアミナーゼに

よって末端にアミノ基が転移することで 12-アミノドデカン酸メチルエステルが合成され

図 15｜AlkB のトポロジーモデル、数字は膜貫通ヘリックスを示す。黒丸は保存されてい

る Hisモチーフ、オレンジの丸は鉄原子を示す。 
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る。また、アラニンデヒドロゲナーゼを同時に発現させることで、アミノ基転移に必要なア

ラニンの供給量が増え、効率よく 12-アミノドデカン酸メチルエステルが合成された。 

 

更に近年、AlkBを使った燃料電池が開発[109]されるなど、少しずつ応用例が増えてきて

いるが、P450など他の酵素と比べるとその数は非常に少ない。先に述べたように変異体解

析などにより基質特異性が変化した AlkBが得られているが、構造情報が不足しているため

その変異がどのように寄与しているか十分に理解できておらず、それが応用例の少なさに

つながっていると考えられる。そのため、以前から AlkBの立体構造の解明が強く望まれて

おり、構造が明らかになることで AlkBの応用に向けた研究が加速すると期待される。 

  

図 16｜大腸菌を用いた 12-アミノドデカン酸メチルエステルの合成経路図。AlaD: アラニ

ンデヒドロゲナーゼ、-TA: -トランスアミナーゼ 
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3. 微生物が生産するポリマー 

バイオポリマーは生物が生産する高分子化合物を指し、核酸やタンパク質、多糖類など

が相当するが、近年は生物由来の原料を使ったプラスチックを指すことが多い。バイオポリ

マーは再生可能資源が原料であり、カーボンニュートラルな化合物であるため、石油製品の

代替品として非常に注目を集めている。また、バイオポリマーの特徴として酸・アルカリで

分解しやすいことや生分解性があるため、リサイクルが容易な点が挙げられる。これまでに

ポリ乳酸 (PLA)、ポリヒドロキシアルカノエート (PHA) などのポリエステルが実用化さ

れている。ここではこれら 2 種のバイオポリエステルと、新たなバイオプラスチックにな

りうる素材として注目されているアミノ酸ホモポリマーのポリ--グルタミン酸 (-PGA) 

及び-ポリ-L-リジン (-PL) を加えた、計 4 種のポリマー (図 17) の性質や合成法につい

て概説する。 

 

3-1. ポリ乳酸 (PLA)  

PLAの合成原料は植物などのバイオマスであり、セルロースやデンプンを糖化したもの

[110]、またはデンプンを直接利用[111]して、乳酸菌により PLAの単量体である乳酸が生産さ

れる。乳酸菌による乳酸の生産は菌種ごとに異なっており、エムデン-マイヤーホフ経路の

ホモ発酵と、6-ホスホグルコン酸/ホスホケトラーゼ経路のヘテロ発酵の 2 つの経路のどち

らかで行われる (図 18)[112]。ホモ発酵は 1 molのグルコースから 2 molの乳酸を生産し、

ヘテロ発酵は 1 molのグルコースから 1 molの乳酸を生産する。 

乳酸菌によってバイオマスから乳酸が生産された後、主に化学プロセスによって重合さ

れることで PLAが合成されている。PLAの合成法は非常に多く開発されている[113]ため、

図 17｜微生物が生産するバイオポリマー 



33 

 

ここでは主要な経路を取り上げて説明する (図 19)[114]。最も主流な経路が乳酸を脱水縮合

してラクチドを形成し、ラクチドを開環縮合することで PLAを合成する手法である。もう

一つの主流な合成経路が、高温・真空下で直接重縮合を行う手法である[115]。PLAの工業的

な生産はこれらの化学合成法が用いられているが、大腸菌の代謝工学により、グルコースか

ら PLAを生産する菌株も開発されている[116]。 

PLAは毒性がなく高強度で透明性があることから、食品の包装容器やフィルムなどに用

いられており[117]、キトサンと銀イオンを修飾することで抗菌性を付与した PLA フィルム

なども開発されている[118]。更に、PLAは生分解性であるため、医療用の縫合糸や再生医療

などの組織工学に応用されている[117]。 

 

 

図 18｜乳酸菌の乳酸生産経路、左: ホモ発酵 (エムデン-マイヤーホフ経路) 右: ヘテロ発

酵 (6-ホスホグルコン酸/ホスホケトラーゼ経路) 図中の*は一部の反応を省略しているこ

とを示す。 
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3-2. ポリヒドロキシアルカノエート (PHA)  

PHA は、PLA と同様に植物等のバイオマスに加えて、食用廃油などを合成原料として

製造される。PHAの合成は化学プロセスが含まれず、全て微生物により行われている。PHA

を生産する微生物として、Ralstonia eutropha[119]、Azotobacter属[120]、Bacillus 属[121]、

Pseudomonas 属[122]などが知られている。これらの微生物は、炭素源以外の栄養源が制限

されている条件下で PHAを合成し、炭素源の備蓄として細胞内に蓄積する。一方、遺伝子

組み換えによって PHA生産株に改変された大腸菌は、栄養などの条件に関係なく PHAを

生産できることが分かっている[123]。 

PHAの単量体は3-ヒドロキシアシルCoAで、微生物種によって炭素数が異なっており、

3 種いずれかの経路で合成される (図 20)。I の経路は、最も研究されている R. eutropha

が有しており、糖から変換されたアセチル CoAを出発物質とする。2分子のアセチル CoA

が PhaAによって縮合され、アセトアセチル CoAに変換される。次に、PhaBがアセトア

セチル CoAを 3-ヒドロキシブチリル CoAに還元する。最終的に PhaCが 3-ヒドロキシブ

チリル CoAを重合し、ポリヒドロキシブチレート (PHB) を合成する[124]。 

IIの経路は Pseudomonas 属が有しており、脂肪酸の酸化で生じるアシル CoA を出発

物質とする。エノイル CoAまたは 3-ケトアシル CoAは PhaJ、PhaB、FabGによって 3-

ヒドロキシアシル CoAに変換される。また、3-ケトアシル CoAからアシル CoA に変換さ

れる際に生じるアセチル CoA は経路 I に用いられる。この経路で合成される PHA は様々

な炭素数の基本骨格を持つことが報告されている[125]。また、この経路はアルカン分解経路

と連続しており、アルカンを出発物質とすることが可能である。 

IIIの経路も Pseudomonas属が有しており、IIの経路と同じ PhaCが PHAの合成に関

わっている[122]。この経路は PhaGが脂肪酸の生合成で生じる 3-ヒドロキシアシル ACPを

図 19｜主要な PLA合成経路、工業的な生産には化学合成法が使われている。 
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CoA 体に変換することでポリマー原料を得ている。この経路の特徴は、糖などの安価な炭

素源から様々な炭素数の PHAが合成されることである。 

 

PHA は単量体を構成する炭素数によって、短鎖長 PHA (PHASCL) と中鎖長 PHA 

(PHAMCL) に分類される。PHASCLは炭素数 3-5で、PHAMCLは炭素数 6-14である[124]。こ

れらの PHA は大きく性質が異なっており、PHASCL は非常に硬くて脆いのに対して、

図 20｜PHA の生合成経路 ( I ) 3-ヒドロキシブチリル CoA 経路、2 分子のアセチル

CoAから 3-ヒドロキシブチリル CoAを合成する。 ( II ) 酸化経路、脂肪酸を分解する

過程で様々な炭素数の 3-ヒドロキシアシル CoAを合成する。 ( III ) 脂肪酸生合成経路、

アセチル CoA から脂肪酸を生合成する過程で様々な炭素数の 3-ヒドロキシアシル CoA

を合成する。矢印の横に反応を触媒する酵素を示した。ACP: アシルキャリアタンパク質 
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PHLMCLは柔軟性が高く加工に適した材質である[126]。また、生合成される PHA の特徴と

して、異なる炭素数の単量体同士で重合し、共重合体 (copolymer, コポリマー) を形成する

ことが挙げられる。コポリマーは単一構成単位のポリマーと比べて柔軟性を持つ。炭素源を

糖だけにして R. eutrophaを生育させると PHBしか生産しないが、糖とプロピオン酸 (C3) 

を炭素源にして生育させると、ポリ(3-ヒドロキシブチレート-co-3-ヒドロキシ吉草酸) 

P(HB-co-HV) を生産する (図 21)[127]。P(HB-co-HV) は Biopolという名称で商品化されて

おり、シャンプーボトルや使い捨て用品など様々な製品の原料に使われている[128]。 

 

PHA は安価なバイオマスから微生物による発酵だけで大量に生産できるため非常に魅

力的なバイオポリマーである。しかし、生産された PHAは微生物の細胞内に蓄積するため

抽出の作業が必要となる。抽出には有機溶媒を用いて溶解させる方法と、細胞を破壊して放

出させる方法がある。有機溶媒を用いる方法は抽出効率が高くポリマーへの影響も少ない

が、毒性が高い塩素系溶媒を大量に使う必要があり、さらに抽出前にバイオマスや菌体に含

まれる溶媒を蒸発させるための大量のエネルギーを必要とする問題点がある。もう一方の

細胞を破壊する方法は、有機溶媒による抽出より安全ではあるが、ポリマーが低分子量化す

る可能性や、大量の廃液処理が必要になる欠点がある。これらの理由から、製造コストが高

くなっており抽出方法の改善が求められている[129]。 

 

 

3-3. ポリ--グルタミン酸 (-PGA)  

-PGAはアミノ酸のグルタミン酸が構成単位で、アミノ基とカルボキシ基がアミド結

合したアニオン性のポリマーである。-PGAは D体のみから構成された-D-PGA、L体のみ

で構成された-L-PGA、D体/L体が混在した-DL-PGAの 3種が天然から発見されており、

いずれも主に Bacillus 属細菌によって生産される。Bacillus 属細菌は二次代謝産物として

-PGAを生産し、有害な外的要因からの防衛や、炭素、窒素源の貯蔵として機能していると

考えられている[130]。 

図 21｜ポリ(3-ヒドロキシブチレート-co-3-ヒドロキシ吉草酸) の構造式 
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-PGAの工業的な生産に使われている菌株は主に Bacillus属細菌であり、L-グルタミン

酸の供給が必要な株と不必要な株に分けられる。これらの株はグルタミン酸の供給方法が

異なっているが、-PGA の合成に関わる酵素群は同じである。Bacillus 属細菌の-PGA 生

合成経路を図 22に示した。グルタミン酸非依存性株は、細胞外から取り込んだグルコース

を解糖系、TCA サイクルを経て-ケトグルタル酸に変換した後、グルタミン酸デヒドロゲ

ナーゼによって-ケトグルタル酸にアミノ基が転移され、L-グルタミン酸を合成する。L-グ

ルタミン酸はラセマーゼで D-グルタミン酸に変換される。L-グルタミン酸から直接 D-グル

タミン酸が合成される経路以外に、L-アラニンを経由する間接的な経路も存在する。合成さ

れた D, L-グルタミン酸は、細胞膜上に局在し複合体を形成する、-PGA合成酵素 (Pgs) に

よって重合され、複合体によって形成された孔を通って細胞外へ放出されると推定されて

いる[131]。 

 

図 22｜-PGA の生合成経路。グルタミン酸が合成または細胞外から取り込まれた後、-

PGA合成酵素複合体によって縮合され、細胞外に放出される。 
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Pgsは PgsB、PgsC、PgsA、PgsEの 4成分で構成される複合体を形成する。グルタミ

ン酸の重合は PgsBC が ATP 存在下で触媒しており、ATP の加水分解産物が ADP であっ

たことからマグネシウム依存性アミノ酸リガーゼ様の反応であると推定されている (図 

23)[131]。 

 

一般的にアミノ酸リガーゼはアミノ酸の異性化活性を持たないため、-D-PGA 及び-DL-

PGAが合成されるには重合前に D-グルタミン酸に変換されている必要がある。D体を含む

-PGA を生産する菌株は D-グルタミン酸合成に関わる遺伝子を持っているのに対して、-

L-PGAしか生産しない菌株から、その遺伝子は見つかっていない[132]。また、PgsAは存在

していなくても PgsBCによる-PGAの縮合反応が行われるが、活性が低下することが報告

されている。この PgsAは、疎水性アミノ酸と多数の塩基性アミノ酸で構成されていること

から、PgsBCと複合体を形成して、合成された-PGAを細胞膜外に放出する役割を担って

いると推定されている[131]。PgsE は非常に小さなタンパク質で、長年-PGA の生産にどの

ように寄与するか不明であった。近年、PgsEが Zn2+存在下で、PgsBCAに作用して-PGA

の生産量を向上させる[133]だけでなく、-PGA の高分子量化にも関与[134]していることが明

らかになった。 

-PGAは生分解性と安全性を併せ持つことから、増粘剤などの食品加工に利用されてい

る[135]だけでなく、近年ではドラッグデリバリーシステムへの応用もされている[136]。微生物

での生産法が確立されているが、外部からのグルタミン酸の添加が必要なことや、分離や精

製のプロセスがあるためコストが高い問題がある。そのため、遺伝子工学や代謝工学的手法

による異種宿主を用いた大量生産法の開発[137]や、グルタミン酸の工業的生産に用いられて

いる Corynebacterium glutamicumを Bacillus属細菌と共培養することで外部からのグル

図 23｜推定されている PgsBCの反応メカニズム、Piは無機リン酸を示す。 
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タミン酸添加を削減する手法[138]など、様々な研究が行われている。一方で、Pgsに対する

蛋白質工学的手法を用いて活性を向上させるといった試みは行われていない。これは Pgs

が複合体を形成して機能するため、反応系が複雑であることが要因であると考えられる。ま

た、Pgs のどのサブユニットも立体構造が明らかになっておらず、-PGA 合成メカニズム

の理解が十分でないことも要因として挙げられる。そのため、-PGA の工業的生産に向け

た研究を推進していくためには、構造生物学的研究が必要であると考えられる。 

 

 

3-4. -ポリ-L-リジン (-PL)  

-PLは、アミノ酸の L-リジンが構成単位で、カルボキシ基とアミノ基がアミド結合で

重合したカチオン性のアミノ酸ホモポリマーで、放線菌 Streptomyces albulusの二次代謝

産物として生産される。-PLは-PGAと異なり L体のリジンだけで構成されており、酵母

や細菌に対する抗菌活性を示す[139]ことが特徴として挙げられる。また、ヒトへの毒性はな

く高い水溶性と熱安定性、生分解性を併せ持つことから、食品の防腐剤として広く用いられ

ている[140]。工業的な-PL の生産は、異種宿主を用いると-PL の抗菌活性のために生育が

できなくなるため、-PL 分解酵素を有している-PL生産株の S. albulusが用いられて

いる。 

S. albulusによる-PL生合成経路を図 24に示した。S. albulusは糖やグリセロールな

どの炭素源を取り込み、TCA サイクルによってオキサロ酢酸に変換した後、アスパラギン

酸アミノトランスフェラーゼによりアスパラギン酸を合成する。このアスパラギン酸を初

発物質として、ジアミノピメリン酸 (DAP) 経路を介して L-リジンが合成される。その後、

ポリリジン合成酵素 (Pls) によって ATP依存的に L-リジンの重合が起こり 25-35量体の-

PLが合成され、細胞外へと放出される。細胞の近傍に存在する-PLはポリリジン分解酵素

によって L-リジンに分解される。 
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ポリリジン合成酵素 (Pls) は ATP 依存的に L-リジンの縮合反応を触媒する膜内在性酵

素である。kawai らは、Pls による-PL 合成の際に L-リジン依存的に AMP が産生されて

いることを報告した[142]。このことから Plsは、Pgsのようなアミノ酸リガーゼではなく、

非リボソーム型ペプチド合成酵素 (NRPS) であると推定された。 

図 24｜S. albulusにおける-PL生合成経路、DAP経路を介して合成された L-リジンは Pls

によって重合される。 
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NRPS はタンパク質の合成とは異なりリボソームを介さずにポリペプチドを合成でき、

アデニル化 (A) ドメイン、チオエステル化 (T) ドメイン、縮合 (C) ドメイン、チオエステ

ラーゼ (TE) ドメインを必須ドメインとする巨大なマルチドメインタンパク質である。こ

れらの複数個のドメインで 1 つのモジュールと呼ばれる複合体を形成する。更に、そのモ

ジュールは合成されるポリペプチド鎖の残基数分だけ存在し、1つまたは複数個の巨大な酵

素を形成する。NRPSによるポリペプチド合成の概要図を図 25に示した。初めに、Aドメ

インが ATPを用いて基質アミノ酸をアデニル化することでアミノアシル AMPを合成し、

次に、Tドメインに結合した 4-ホスホパンテテインのチオール基にアミノアシル AMPが結

合する。同様の反応が隣接したモジュールでも起こり、2つのアミノ酸が Tドメインに結合

した状態になる。これら 2 つのアミノ酸を C ドメインが縮合することでジペプチドが合成

される。この反応をモジュールの数だけ繰り返して合成されたポリペプチド鎖は、TEドメ

インによって加水分解され Tドメインから切り離される[143]。 

 

2008年に Yamanakaらによって S. albulusから Plsが単離され、その遺伝子も同定さ

れた[144]。Plsは以前に推定されていた通り、NRPS A, Tドメインと相同性を示すドメイン

が存在し、L-リジンのアデニル化と、Tドメインが有する 4-ホスホパンテテインのチオール

基への結合も確認された。しかし、NRPS に特徴的な C, TE ドメインは存在せず、3 対の

図 25｜NRPS によるポリペプチド合成の概要図、N 個のモジュールで N 残基のポリペプ

チド鎖が合成される。 
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タンデム可溶性ドメインと 6 回膜貫通 (TM) ドメインが存在していた。3 対のタンデムド

メインは NRPS Cドメインと配列相同性は示さないが、二次構造が類似していることが判

明した。また、Plsの変異体解析により、このタンデムドメインは-PL合成活性に重要であ

ることが明らかとなり、NRPS Cドメインに相当すると推定された[145]。また、合成された

-PL は細胞外に分泌されるため、TM ドメインが分泌孔を形成していると推定された (図 

26)。更に、14Cで標識された L-リジンを用いた実験から、合成途中の-PLは Plsと共有結

合していないことが明らかとなった。つまり、Pls は NRPS 様の反応で L-リジンを活性化

し、アミノ酸リガーゼ様の反応でポリマー化する新規酵素であることが判明した。しかしな

がら、Plsが L-リジン特異的にポリマーを伸長する詳細なメカニズムについては明らかにな

っていない。 

 

 

4. 研究目的 

本研究は工業的利用が期待されている酵素、特に膜内在性酵素について、立体構造から

詳細な反応メカニズムを明らかにすることで、蛋白質工学などの基礎となる知見を提供し、

工業的応用に繋げることを目指した。 

第一章では不活性なアルカンを水酸化する膜内在性アルカン水酸化酵素 AlkB の立体構

造決定に向けた取り組みと、機能改変に向けた変異体解析についての研究成果をまとめた。

また、二章では、ポリアミド系バイオプラスチックを合成できる可能性を持つ新奇 NRPS

図 26｜推定される Plsの-PL合成メカニズム、Kは L-リジンを示す。 
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様酵素、ポリリジン合成酵素 Plsの L-リジン特異的な活性化メカニズムと、Pls全長の立体

構造解明に向けた取り組みについての研究成果をまとめた。 
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第一章 膜内在性アルカン水酸化酵素 AlkBの構造解析に向けた取り組み及び機

能改変を目指した変異体解析 

 

緒言 

膜内在性アルカン水酸化酵素 AlkBは、炭素数 5-12の直鎖状アルカンだけでなく、シク

ロアルカンや芳香族化合物も水酸化することができるため、工業的応用が期待されている。

また、これらの基質は無極性であり水への溶解度が非常に低く、生体環境下では脂質二重膜

中に存在することから、微生物での物質変換に膜内在性酵素の AlkBを用いた場合、可溶性

酵素と比べて基質との接触確率が高く、反応効率が向上することが予想される。AlkBを工

業利用する価値を更に高めるためには、基質特異性を改変し、より多様な化合物の水酸化能

を付与することや、活性を向上させることが必要である。特に、低級アルカンやベンゼンの

水酸化反応は化学的に難しく、高温・高圧条件が必要なため、より温和な代替案が求められ

ている。海洋細菌の Alcanivorax borkumensis が持つ AlkB (AbAlkB) は低活性ではある

がベンゼンを水酸化できることが知られている。そこで本研究では AlkBの様々な炭化水素

を水酸化する反応機構を解明し、AlkBに低級アルカンの水酸化能を付与することを目的と

した。 

序章でも述べたように P. putida GPo1由来 AlkB (PpAlkB) が水酸化できるアルカンの

炭素鎖長の上限は、55 残基目に存在するトリプトファンによって決定されている。このト

リプトファンは AbAlkBにも存在しており、AlkBに共通したメカニズムであると推定され

ている。また、P450camや P450BM3は基質結合ポケットを狭めることで、野生型では水

酸化できなかった低級アルカンの水酸化を触媒することが可能になっていた。これらの先

行研究から、PpAlkBのW55と活性中心の二核非ヘム鉄の間に存在する小さな側鎖を持つ

アミノ酸残基に変異を導入することで、PpAlkBに低級アルカン水酸化能を付与できると考

えた。この実験を行うためには構造情報が必要になるが、AlkBの立体構造は未解明である。

そのため、本研究ではまず初めに AbAlkB と PpAlkB いずれかの立体構造の解明を目指し

た。膜タンパク質の構造解析は主に X 線結晶構造解析または Cryo-EM 単粒子解析で行わ

れており、本研究においても、これら 2つの手法による AlkBの立体構造の解明を試みた。

また、AlkBの水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限を決定しているW55の情報を基に、

基質結合ポケットを形成しているアミノ酸残基を予測し、変異体解析を行った。第一章では

これらの成果についてまとめた。 
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結果・考察 

1-1. AlkBの精製と結晶化 

まず初めに、PpAlkB 及び AbAlkB の大腸菌発現系を構築し、結晶化に向けた高純度試

料調製法の確立を行った。AlkB に、Streptactin と特異的な相互作用を形成するペプチド

タグの Strepタグを付加し、アフィニティクロマトグラフィーを行うことで、１ステップで

高純度に精製できることが分かった。タンパク質の結晶化は、状態が均一な試料が望まれる

ため、ゲルろ過クロマトグラフィーにより会合状態の確認を行った。その結果、PpAlkBと

AbAlkBのどちらも状態が均一で単分散であることが分かった (図 27)。 
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この精製試料を用いて、シッティングドロップ蒸気拡散法で結晶化条件のスクリーニン

グを行ったが、結晶は得られなかった。AlkB の結晶が得られないのは、安定性の低さと、

細胞外領域の小ささが原因であると考えた。 

図 27｜(a) PpAlkB、(b) AbAlkBのゲルろ過クロマトグラムと SDS-PAGE像、Mは分

子量マーカーを示す  (単位：kDa)。カラムは  (a) Superose6 increase 10/300 (b) 

Superdex200 increase 10/300を使用した。 
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調製法の確立を行った際に、AlkBは非常に凝集しやすいことが明らかとなった。そこで、

AlkB の熱安定性をオクタン水酸化活性で評価したところ PpAlkB は 30 ℃、AbAlkB は

40 ℃で活性が半減していることが判明した (図 28)。 

 

この熱安定性の低さが原因で、AlkB 分子が規則正しく整列せず無秩序に凝集するため

に結晶が得られなかったと考えられる。また、AlkBは先行研究で膜に対する配向が調べら

れており、その結果と、隠れマルコフモデルを用いてアミノ酸配列から膜貫通領域を予測す

るサーバーの TMHMM[146] (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0) 

の結果から、AlkBの細胞外領域は膜貫通ヘリックスを繋ぐ数残基しかないことが分かった 

(図 29)。AbAlkB の膜貫通領域の予測結果は、細胞外領域と細胞内領域が反転して予測さ

れた。これは膜貫通領域以外の予測精度が低いためであると考えられる。 

膜タンパク質は膜貫通領域の周囲が界面活性剤で覆われているため、他分子と相互作用

を形成できる領域は細胞内と細胞外のドメインしかない。AlkBはその細胞外ドメインがほ

とんど存在しないため、相互作用を形成することが困難であると推察した。そのため、AlkB

の構造解析は結晶化が必要な X線結晶構造解析ではなく、Cryo-EM単粒子解析による構造

解析を目指すことにした。 

図 28｜AlkB の熱安定性測定。縦軸は熱処理していない AlkB の比活性を 100 %とした時

の、各温度で熱処理した AlkB の比活性を算出したものを示し、横軸は熱処理の温度を示

す。 
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1-2. AlkBの構造解析に向けた新たな取り組み 

Cryo-EM単粒子解析によるタンパク質の構造解析は、X線結晶構造解析と同じく高純度

で単分散な試料が必要であるが、結晶化は不必要でありごく少量のタンパク質溶液で実施

できる。その一方で、測定試料の分子量が 100 kDa以上である必要があり[147]、対称性を持

つオリゴマーが好ましいとされている。AlkBは分子量 43 kDaで、精製すると単量体であ

るため、Cryo-EM単粒子解析に適した試料とは言えない。しかしながら、近年では、AlkB

より小さい GFP や GPCR を、足場タンパク質や抗体と複合体を形成させることで、対称

図 29｜(a) PpAlkB (b) AbAlkBの TMHMMサーバーによる膜貫通領域の予測結果。膜貫

通領域は赤のバー、細胞内領域は青の線、細胞外領域はマゼンタの線で示されている。 
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性を持たせ、見かけの分子量を増やすことで人為的に測定に適した状態にし、構造解析した

報告が増えてきている[148][149]。そこで本研究では、AlkBに対称性を持つオリゴマーを形成

する膜タンパク質を融合させることで、Cryo-EM単粒子解析が可能になると考えた。また

この手法は、他の小さな膜タンパク質に適応できる可能性があり、Cryo-EM単粒子解析に

おける新規試料調製法となることが期待される。 

まず初めに、AlkBに融合させる膜タンパク質の選定を行った。Protein Data Bank (PDB)

から、高分解能で構造決定されていて、高い対称性を持つオリゴマーの膜タンパク質を探

索し、五量体を形成するギ酸トランスポーターの FocA[150]、四量体を形成するグリセロー

ルチャネルの GlpF[151]の 2種を選定した (図 30)。 

 

FocA 及び GlpF は N 末端と C 末端が細胞質側に存在するため AlkB の C 末端に融合

し、更にその C末端に検出を容易にするために GFPを融合した、(Pp/Ab)AlkB-FocA-GFP

と(Pp/Ab)AlkB-GlpF-GFP (以降 GFPの表記は省略) の大腸菌発現系を構築した。いずれ

も大腸菌の細胞膜に発現することを確認できたため、AlkB-FocAは五量体、AlkB-GlpFは

四量体を形成しているか評価するために、これらが発現した細胞膜を n-ドデシル--D-マル

トシド (DDM) で可溶化した上清を、GFP の蛍光を検出できる蛍光検出ゲルろ過クロマ

トグラフィー (FSEC) で分析し、溶出体積から会合状態を評価した。AlkB-FocA は単量

体が 109 kDaで、五量体を形成すると 545 kDaとなり、約 14 mL付近で溶出する。また、

AlkB-GlpFは単量体が 108 kDaで、四量体を形成すると 432 kDaとなり、同じく 14 mL

図 30｜AlkBに融合させる (a) FocA (PDB ID: 3KCU) と (b) GlpF (PDB ID: 1FX8) 

の結晶構造。単量体ごとに色を変えて表示した。 
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付近で溶出する。可溶化前後の GFP の蛍光値から可溶化効率を算出したところ、どのコ

ンストラクトも 60 %以上の効率で可溶化できていることが分かった。これらの可溶化試

料の FSECの結果から、PpAlkBに融合させたコンストラクトは、14 mLより後に複数の

ピークが見られ、オリゴマーが解離したと考えられる様々な会合状態を取っていたのに対

して、AbAlkB に融合させたコンストラクトは比較的単分散な状態であることが分かった 

(図 31)。PpAlkB に融合させたコンストラクトが複数の会合状態を取っているのは、

PpAlkBの熱安定性の低さが原因であると考えた。そのため、今後の実験では AbAlkBに

FocAと GlpFを融合させたコンストラクトを用いた。 

 

次に、AbAlkB-FocA と AbAlkB-GlpFの精製を行った。AbAlkBに融合させた GFPの

図 31｜AlkB 融合体の FSEC を用いた会合状態の確認。(a) PpAlkB-FocA、(b) PpAlkB-

GlpF、(c) AbAlkB-FocA、(d) AbAlkB-GlpFのクロマトグラム。縦軸はピークトップを 1と

したときの相対蛍光値、横軸は溶出体積を示す。カラムは Superose6 increase 10/300を使

用した。 
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C 末端に His タグが付加してあるため、固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフ

ィー (IMAC) による精製を行った。その結果、AbAlkB-FocAと AbAlkB-GlpFのどちらも

純度が低く、切断が生じていることが判明した。プロテアーゼ阻害剤を添加して精製を行っ

たにもかかわらず切断が生じていたため、発現時に生じていることが示唆された (図 32)。 

 

続いてこれらの会合状態を、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて確認を行った。その

際、蛋白質の吸収波長である 280 nmに加えて GFPの吸収波長である 492 nmの吸光度を

モニターすることで AbAlkB 融合体の挙動を観測した。その結果、どちらの AbAlkB融合

体も均一な会合状態ではなく、AbAlkB融合体の切断やオリゴマーの解離が生じていること

が判明した (図 33)。また、ゲルろ過クロマトグラフィーを行っても分離できていないこと

から、切断は AbAlkBと FocAまたは GlpFの間で生じており、AbAlkBが切断された単量

体と、切断されていない単量体が混在したオリゴマーを形成していると推察される。これら

の結果から、FocAと GlpFは AlkB に融合する膜タンパク質として不適当であることが分

かった。 

図 32｜(a) AbAlkB-FocA (109 kDa)と (b) AbAlkB-GlpF (108 kDa) の IMACによる精製

後の SDS-PAGE像。Mは分子量マーカーを示す (単位：kDa)。 
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1-3. アンモニアトランスポーターAmtB融合 AbAlkBの調製法の確立 

FocA及びGlpFは AlkBに融合させる膜タンパク質として適していないことが判明した

ため、再度 PDBから高い対称性を持つオリゴマーの膜タンパク質の探索を行い、三量体を

形成するアンモニアトランスポーターの AmtBを選定した (図 34)。AmtBは N末端が細

胞外、C末端が細胞内に存在するため、AmtBの C末端に AlkBを融合させ、更に AlkBの

図 33｜(a) AbAlkB-FocA と (b) AbAlkB-GlpF のゲルろ過クロマトグラフィーの結果と

SDS-PAGE像。クロマトグラム中の色付き部分を SDS-PAGE像で示している。Mは分子

量マーカーを示す (単位：kDa)。カラムは Superose6 increase 10/300を使用した。 
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C 末端に検出用の GFP を融合させたコンストラクトを作製した。FocA と GlpF を用いた

際に PpAlkB を融合させるとオリゴマーが解離していたため、AmtB-AbAlkB-GFP (以降

GFPの表記は省略) を作製した。 

 

大腸菌の細胞膜に発現することが確認できたため、DDMでの可溶化と IMACによる精

製を行った。AmtB-AbAlkBの DDMによる可溶化効率は 19 %であり、以前のコンストラ

クトと比べて効率が 1/3 以下になっていた。AmtB-AbAlkB の精製を IMAC で行ったとこ

ろ、以前のコンストラクトと同様に切断が生じていることが分かった (図 35)。続いてこの

試料のゲルろ過クロマトグラフィー精製を行い、会合状態を評価した。AmtB-AbAlkBは単

量体が 121 kDaで、三量体を形成すると 363 kDaとなり、約 13mL付近で溶出する。AmtB-

AbAlkBは、三量体以上のオリゴマーも存在するが、以前のコンストラクトと比較して単分

散な状態であった (図 35)。更に、ゲルろ過クロマトグラフィーを行うことで切断された

AmtB-AbAlkB を除去できていた。ゲルろ過クロマトグラフィー後の SDS-PAGE 像から、

AmtB-AbAlkBのバンドが複数見られるが、AmtBは非常に安定なため SDSと混合しても

一部のオリゴマーが解離せず二量体と三量体のバンドが生じることが過去に報告されてお

り、これらのバンドも二量体または三量体の AmtB-AbAlkBであると推察した。 

 

 

図 34｜AmtB (PDB ID: 1U7G) の結晶構造。単量体ごとに色を変えて表示した。 
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精製した AmtB-AbAlkBの形状を調べるために、透過型電子顕微鏡 (TEM) 観察を行っ

た。その結果、AmtBの直径約 80 Åより大きい、直径 130-150 Å程度の円状の粒子が多数

観測され、これらは AmtB-AbAlkB であると考えられる (図 36)。中には AmtB の中心の

孔と思われる構造が見える粒子像も確認できた。しかしながら、粒子径が不均一で非常に小

さい粒子も多数観測され、これらは精製後にオリゴマーが解離したものであると推察した。 

図 35｜AmtB-AbAlkB のゲルろ過クロマトグラフィーの結果と IMAC、SEC 後の SDS-

PAGE像。SEC後の SDS-PAGEにはクロマトグラム中の色付き部分のサンプルを用いた。

Ｍは分子量マーカーを示す (単位：kDa)。カラムは Superose6 increase 10/300 を使用し

た。 
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高純度で単分散な AmtB-AbAlkBを調製することができたが、可溶化の効率が低いため

に、大腸菌 22 gから AmtB-AbAlkBが約 0.3 mgしか得られず、収量が非常に少ないこと

が問題となった。そこで、可溶化の際に用いる界面活性剤を変更することで可溶化効率の改

善を試みた。DDMを含む界面活性剤と両親媒性ポリマーのスチレンマレイン酸コポリマー 

(SMA) など、計 8 種類の条件 (図 37) で AmtB-AbAlkB を可溶化したところ、Fos-

Choline14 (FC14) を用いた際に最も高い可溶化効率を示した (図 38)。FC14 で可溶化し

た AmtB-AbAlkBの会合状態を FSECで分析したところ、三量体以上のオリゴマーや解離

した AmtB-AbAlkBも存在しているが、主に三量体として存在していることが分かった (図 

39)。 

 

 

図 36｜AmtB-AbAlkBの TEM観察像。右下のスケールバーは 100 nmを示す。 
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図  37｜界面活性剤の構造式  (a) n-Dodecyl--D-maltoside (DDM), (b) Cholesteryl 

hemisuccinate (CHS), (c) Lauryl maltose neopentyl glycol (LMNG), (d) CHAPS, (e) Glyco-

diosgenin (GDN), (f) C12E8, (g) Fos-choline 14 (FC14), (h) Styrene-maleic acid copolymer 

(n：m = 2：1) (SMA)  
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図 38｜AmtB-AbAlkBの可溶化効率。縦軸は可溶化効率、横軸は使用した界面活性剤を示

す。棒グラフ上の数値は可溶化効率 (%) を示す。 

図 39｜FC14で可溶化した AmtB-AbAlkBの FSECによる会合状態の確認。縦軸は蛍光強

度、横軸は溶出体積を示す。クロマトグラム中の色付き部分は三量体 AmtB-AbAlkB の溶

出位置を示す。カラムは Superose6 increase 10/300を使用した。 
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次に、FC14 で可溶化した AmtB-AbAlkB の精製をこれまでと同様の方法で行った。高

純度な AmtB-AbAlkB を調製することができたが、三量体以上のオリゴマーが存在してい

た (図 40)。界面活性剤を変えることで三量体以上のオリゴマーが増えているが、ゲルろ過

クロマトグラフィーで分離できており、Cryo-EM単粒子解析の際に大きな分子は排除でき

るため問題ないと判断した。また、FC14 で可溶化・精製を行うことで、大腸菌 25 g から

AmtB-AbAlkBが約 4.2 mg得られ、収量を 10倍以上に増やすことができた。今後、精製

条件を検討し三量体以上にオリゴマー化した AmtB-AbAlkB を減らすことができれば、更

に収量が向上することが期待される。 

 

三量体の AmtB-AbAlkB のみを回収し、TEM による観察を行った。DDM で精製した

AmtB-AbAlkB と同じく直径 130-150 Å 程度の円状の粒子が多数観測され、それより小さ

い三量体が解離したと思われる粒子も存在した (図 41)。 

 

 

 

 

 

図 40｜FC14 で可溶化した AmtB-AbAlkB のゲルろ過クロマトグラフィーの結果と SDS-

PAGE 像。クロマトグラム中の色付き部分は三量体 AmtB-AbAlkB の溶出位置を示し、こ

のサンプルの SDS-PAGE分析を行った。Mは分子量マーカーを示す (単位：kDa)。カラム

は Superose6 increase 10/300を使用した。 
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精製後に AmtB-AbAlkBが解離する原因として、AmtBと AbAlkBを繋ぐリンカー部分

の揺らぎが大きく不安定になっていることが考えられた。そこで、ディスク状の脂質粒子に

膜タンパク質を埋め込み、可溶化した状態で脂質環境を再現可能な Nanodisc 再構成法を

AmtB-AbAlkB に対して行うことで揺らぎを抑えることができ、安定化すると予測した。

Nanodisc 再構成法は、再構成時の膜タンパク質と膜骨格タンパク質 (MSP) と脂質の混合

比が重要であるため、様々な条件で再構成した後ゲルろ過クロマトグラフィーを行い、三量

体の AmtB-AbAlkBが最も多い条件を探索した。その結果、AmtB-AbAlkB：MSP：脂質＝

1：3：100 (モル比) で再構成した AmtB-AbAlkBが最も三量体が多く存在していることが

分かった (図 42)。また、MSP の量が少ない、または脂質の量が多い条件で凝集体が増え

る傾向が見られた。 

 

図 41｜FC14で可溶化した AmtB-AbAlkBの TEM観察像。右下のスケールバーは 100 nm

を示す。 
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Nanodisc再構成した AmtB-AbAlkBを TEMで観察したところ、直径 150 Å前後の均

一な粒子が多く見られた (図 43)。今回用いたMSP2N2は直径 150-170 Å程度の脂質ディ

スクを形成することが知られており、観察された粒子は妥当な大きさであった。一部小さな

粒子も見られるが、DDM及び FC14で精製した AmtB-AbAlkBより、存在する割合が低く

なっていた。したがって、FC14で可溶化、精製した AmtB-AbAlkBをNanodisc再構成す

ることで三量体を形成した均一な粒子径の試料が得られることが分かった。 

 

図 42｜AmtB-AbAlkB の Nanodisc 再構成の条件検討。各クロマトグラムの上に混合比を

示した。クロマトグラム中の色付き部分は Nanodisc 再構成された AmtB-AbAlkB の溶出

位置を示す。カラムは Superose6 increase 10/300を使用した。 
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1-4. PpAlkBの変異体解析 

これまでに AlkBの構造解析に向けて結晶化や、Cryo-EM単粒子解析に向けた新規手法

の開発などを行ってきたが未だに立体構造を明らかにできていない。そこで、van Beilenら

の先行研究[104]を参考に、PpAlkB のアミノ酸配列、二次構造予測、膜貫通領域予測から基

質結合ポケットを形成する残基を推定し、変異体の作製及び解析を行った。 

まず初めに、本研究で調製した野生型 PpAlkB が先行研究と同じく炭素数 5-12 の直鎖

状アルカンの水酸化活性があるか調べるために活性測定を行った。その結果、本研究で調製

したPpAlkBは炭素数 5-12の直鎖状アルカンを水酸化し 1-アルコールを生成することを確

認できた (図 44)。また、野生型 PpAlkBはヘプタン水酸化活性が最も高く、ヘプタンより

炭素鎖長が短くまたは長くなるにつれて徐々に活性が低くなることが分かった。 

 

図 43｜Nanodisc 再構成した AmtB-AbAlkB の TEM 観察像。右下のスケールバーは 100 

nmを示す。 
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これは基質または生成物と AlkB の親和性の違いによって生じていると考えられる。

AlkBと基質及び生成物の相互作用は疎水性相互作用であるため、炭素数が多いほどその相

互作用は強くなる。炭素数が少ないペンタンは他のアルカンより親和性が低く反応効率が

落ちるため活性が低くなり、逆に炭素数が多いドデカンは親和性が高く反応効率も高いが

生成物の 1-アルコールの親和性も高いため、基質結合ポケットからの脱離が起こりにくく

結果として反応効率の低下が引き起こされると考えられる。ヘプタンが基質の結合と生成

物の脱離のバランスが取れていたため最も比活性が高くなったと推察した。 

 

次に、PpAlkB の変異体を設計するために二次構造予測と膜貫通領域の予測を行った。

二次構造予測には PSIPREDサーバー[152] (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)、膜貫通領域

の予測にはTMHMMサーバー (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-

2.0) を用いた。 

 

図 44｜野生型 PpAlkBの活性測定 (n=3)。縦軸は PpAlkBの比活性、横軸は反応に用いた

直鎖状アルカンの炭素鎖長を示す。 
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PpAlkBの水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限を決めている Trp55は二本目の膜貫

通ヘリックスの中心付近に存在していた (図 45)。この Trp55 と活性中心の間に存在する

図 45｜PpAlkBの二次構造予測と膜貫通領域の予測。図中のピンクのバーはヘリックス、

黄色のバーはストランドを示す。配列中の色付き部分は予測された膜貫通領域を示す。 
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基質結合ポケットを埋めるような変異を導入することで低級アルカンの水酸化能を付与し

た AlkBを作製できると考えた。変異導入によって基質結合ポケットが埋まり狭まっている

ことは、水酸化可能なアルカンの炭素数の上限を調べることで、取り扱いが困難な低級アル

カンを使わず、簡易的に確認することができる。変異体を作製し、水酸化可能なアルカンの

炭素鎖長の上限の変化を調べることで、低級アルカン水酸化能が付与されている可能性の

ある変異体の目星をつけることを目的とした。 

膜貫通ヘリックスがヘリックスであると仮定すると、Trp55 から 3-4 残基後のアミノ

酸側鎖は、Trp55と隣接し、活性中心が存在する細胞質側に位置すると予測される。そこで

まず初めに、Trp55の 4残基後の Leu59を Pheに変異させることで水酸化可能なアルカン

の炭素鎖長の上限が短くなることを期待し、この変異体を作製した。野生型 PpAlkB と同

様に、炭素数 5-12の直鎖状アルカンを基質に用いて L59F変異体の活性測定を行った。そ

の結果、L59F変異体は野生型 PpAlkBと比べて活性が向上しており、オクタンを基質とし

て用いた際に比活性が最も高いことが分かった (図 46)。更に、基質にドデカンを用いて反

応を行ったが、1-ドデカノールは検出されなかった。 

 

予想した通り、L59F 変異体は水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限が短くなるよう

に変化した。ヘリックスの 1ピッチは約 5.4 Åで、アルカンの C-C結合の距離は約 1.5 Å

であるため、炭素 3 つ分程度の空間が埋まると予測していたが、実際に水酸化可能なアル

図 46｜L59F 変異体の活性測定 (n=3)。右の棒グラフはドデカン水酸化活性の拡大図を示

す。縦軸は PpAlkBの比活性、横軸は反応に用いた直鎖状アルカンの炭素鎖長を示す。N.D.= 

not detected. 
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カンの炭素数の上限から変化した炭素数は 1 つ分であった。これは第二膜貫通ヘリックス

が細胞膜に対して垂直ではなく少し斜めになっていて Phe 側鎖の一部分しか基質結合ポケ

ットに面していなかった、または基質結合ポケットに面しておらず、側鎖が大きくなったこ

とで立体構造が少し変化して間接的に基質結合ポケットを埋めた可能性があると推察した。

活性の向上の原因は、基質と AlkBの相互作用が強まったことや、基質結合ポケットが埋ま

り AlkBの安定性が向上したなど、様々な可能性が考えられるが、詳細は不明である。 

 

更に水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限を短くするために Trp55から 7残基後に存

在する Leu62を Pheに変異させた L62F変異体を作製した。L62F変異体の活性測定を行

ったところ、水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限は野生型と同じであった (図 47)。ま

た、L62F変異体は L59F変異体と同様に、野生型より比活性が向上していた。 

 

Leu62は Leu59より更に活性中心に近い場所に位置すると予測されるが、水酸化可能な

アルカンの炭素鎖長の上限に変化はなかった。これは Leu62が基質結合ポケットに面して

いない、または L62F では埋めることができないほどの空洞が存在することが原因として

考えられる。また、L62F 変異体の活性も向上しており、L59F 変異体の活性の向上と同様

の原因であると考えられる。 

 

Leu62は膜貫通領域の細胞質側の端であるため、ヘリックスの 1ピッチ後の残基に変異

導入することは不可能である。そこで、Trp55が膜貫通領域の細胞外側から 13残基目に存

図 47｜L62F変異体の活性測定 (n=3)。縦軸は PpAlkBの比活性、横軸は反応に用いた直

鎖状アルカンの炭素鎖長を示す。 
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在することから、他の膜貫通ヘリックスの細胞外側から 13残基目近傍にあるアミノ酸に変

異導入することを試みた。第四膜貫通ヘリックスの 13残基目は Gly127であり、Trp55と

向かい合っていると仮定すると、立体障害が起こらないような構造になっていると考えら

れる。この Gly127 から 4 残基後は Gly131 であり Phe などの大きな側鎖を持つアミノ酸

に変異させると構造が壊れ発現しなくなることが予測される。そのため、Gly131の近くに

位置し、小さな疎水性側鎖を持つ Val129 を Phe に変異させた V129F 変異体を作製した。

V129F 変異体の活性測定を行ったところ、水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限は野生

型と同じくドデカンであったが、他の変異体と同様に活性が向上していることが分かった 

(図 48)。 

 

V129F 変異体は水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限が変化しなかった。これは、

Val129が Trp55と近い位置に存在する、または基質結合ポケットに面していないことが原

因として考えられる。また、Val129 の位置の予測は膜貫通ヘリックスが細胞膜に対して垂

直に配向していることを前提にしているため、この結果から膜貫通ヘリックスは細胞膜に

対して斜めに配向していると予測される。 

これまでに作製した変異体はいずれも野生型より活性が向上していた。これらの変異体

は全て小さい疎水性側鎖を持つアミノ酸残基を芳香族アミノ酸の Phe に変異させており、

基質と CH-相互作用を形成し基質親和性が向上したこと、または膜貫通ヘリックス間の相

互作用が強まり AlkBの熱安定性が向上したことなどが生じていると推察した。 

図 48｜V129F変異体の活性測定 (n=3)。縦軸は PpAlkBの比活性、横軸は反応に用いた直

鎖状アルカンの炭素鎖長を示す。 
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操作 

1-5. AlkBの発現・精製 

PpAlkB 及び AbAlkB 遺伝子のコドンを大腸菌発現系に最適化し、人工合成した。以降

の操作は PpAlkB と AbAlkB で共通である。AlkBの C 末端に Strepタグを付加するよう

に発現ベクターpET28bに導入し発現ベクターを構築した。このベクターをヒートショック

法で大腸菌 C41(DE3) 株に導入し、25 g/mL カナマイシン (Kana) を含む LB 培地を用

いて 30℃で培養を行った。OD600=0.5 で Isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) を

終濃度 0.5 mMとなるように添加した後、更に 6時間培養を行った。その後、培養液を 4 ℃、

6,640 xgで遠心分離し、菌体を回収した。 

菌体を 5 g/mL Sm2ヌクレアーゼを含む AlkB Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM 

NaCl, 15 % (v/v) Glycerol) で懸濁し氷上で超音波破砕を行った。破砕液を 4 ℃、6,640 xg

で 30分間遠心分離し、上清を回収した。上清を更に 117,300 xgで 1時間、超遠心分離を

行い、沈殿した細胞膜を回収した。細胞膜を再び AlkB Bufferで懸濁し、これを膜画分とし

た。膜画分のタンパク質濃度を BCAアッセイキット (Thermo Fisher Scientific) を用いて

測定し、AlkB Bufferで 5 mg/mLに調製した。その後、界面活性剤の DDMを 0.5 %とな

るように添加し、4 ℃で 1 時間攪拌して可溶化を行った。可溶化後、117,300 xg で 30 分

間、超遠心分離を行い、上清を回収した。上清を 5 mLの Strep-tactin担体にアプライし、

AlkBを吸着させた後、10カラム体積 (cv) の AlkB Wash Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 

150 mM NaCl, 15 % Glycerol, 0.02 % DDM) で担体を洗浄した。その後 AlkB Elution 

Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 15 % Glycerol, 0.02 % DDM, 5 mM 

Desthiobiotin) で AlkB を溶出させた。溶出試料を 50 kDa cut-off Amicon Ultra-15 

concentrator (Merck) で体積が 300 L 以下になるまで濃縮し、PpAlkB は Superose6 

increase 10/300 (GE Healthcare)、AbAlkBは Superdex200 10/300 (GE Healthcare) でゲ

ルろ過クロマトグラフィーを行った。カラムはそれぞれ AlkB Wash Bufferで平衡化したも

のを使用した。単量体の AlkB のピークフラクションを回収し、それぞれ 10 mg/mL 程度

まで 50 kDa cut-off Amicon Ultra-4 concentratorで濃縮し、－80 ℃で保存した。 

 

1-6. FocA、GlpF融合 AlkBの発現と会合状態の確認 

FocA、GlpF の遺伝子を大腸菌 DH5株から PCR でクローニングした。FocA と GlpF
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は AbAlkBと PpAlkBの C末端に融合するように、各遺伝子断片を Hi-Fi Assemblyシス

テム (NEB) で pWaldo ベクターに組み込んだ。これらの発現ベクターを C41(DE3) 株に

導入し、25 g/mL Kanaを含む LB培地を用いて 37℃で培養を行った。OD600=0.5で IPTG 

を終濃度0.5 mMとなるように添加した後、30℃で 6時間培養した。その後、培養液を 4 ℃、

6,640 xgで遠心分離し、菌体を回収した。 

菌 体 を 5 g/mL Sm2 ヌ ク レ ア ー ゼ と プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 A (1 mM 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 M E-64, 10 M Pepstatin A) を含む buffer A 

(20 mM Tris-HCl pH7.5, 200 mM NaCl, 20 % Glycerol) で懸濁し氷上で超音波破砕を行っ

た。破砕液を 4 ℃、6,640 xgで 30分間遠心分離し、上清を回収した。上清を更に 117,300 

xgで 1時間、超遠心分離を行い、沈殿した細胞膜を回収した。細胞膜を再び buffer Aで懸

濁し、これを膜画分とした。膜画分のタンパク質濃度を BCA アッセイキット (Thermo 

Fisher Scientific) を用いて測定し、buffer Aで 5 mg/mLに調製した。その後、界面活性剤

の DDMを 1.0 %となるように添加し、4 ℃で 1時間攪拌して可溶化を行った。可溶化後、

117,300 xgで 30分間、超遠心分離を行い、上清を回収した。上清 10 Lを、0.02 % DDM

を含む buffer Aで平衡化した Superose6 increase 10/300カラムと、蛍光検出器 (RF-20A, 

島津製作所) を用いた蛍光検出ゲルろ過クロマトグラフィー (FSEC) により分析した。そ

の際、GFPの蛍光を検出するために、励起波長：492 nm、蛍光波長：512 nmでモニター

した。 

 

1-7. FocA、GlpF融合 AbAlkBの精製 

タンパク質濃度 5 mg/mLの膜画分に終濃度 1.0 % DDMとなるように添加し、4 ℃で 1

時間攪拌して可溶化を行った。可溶化後、117,300 xgで 30分間、超遠心分離を行い、上清

を回収した。上清と TALON担体を混合し、ローテータ―を用いて 4 ℃で一晩攪拌した。

これを空のカラムに充填し、0.04 % DDM 及びプロテアーゼ阻害剤 B (0.5 mM 4-(2-

Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), 10 M E-64, 10 M Pepstatin A) を含む

IMAC wash buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 200 mM NaCl, 20 % Glycerol, 5 mM 

Imidazole) で担体を洗浄した後、0.04 % DDM 及びプロテアーゼ阻害剤 B を含む IMAC 

elution buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 200 mM NaCl, 20 % Glycerol, 200 mM Imidazole) 

で融合体 AlkBを溶出させた。その後、100 kDa cut-off Amicon Ultra-4 concentratorで試

料の体積が 400 L 以下になるまで濃縮し、0.02 % DDM を含む buffer A で平衡化した

Superose6 increase 10/300カラムにアプライした。ピークフラクションを 100 kDa cut-off 

Amicon Ultra-4 concentratorで濃縮し、－80 ℃で保存した。 
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1-8. AmtB-AbAlkBの発現・精製 

AmtB の遺伝子を大腸菌 DH5株から PCR でクローニングした。AmtB の C 末端に

AbAlkBを融合するように、各遺伝子断片を Hi-Fi Assemblyシステムで pWaldoベクター

に組み込んだ。この発現ベクターをヒートショック法で大腸菌 C43(DE3) 株に導入し、25 

g/mL Kanaを含む LB培地を用いて 37℃で培養を行った。OD600=0.5で IPTG を終濃度

0.1 mMとなるように添加した後、22℃で 20時間培養した。その後、培養液を 4 ℃、6,640 

xgで遠心分離し、菌体を回収した。 

菌体を 5 g/mL Sm2 ヌクレアーゼとプロテアーゼ阻害剤 A を含む buffer A (20 mM 

Tris-HCl pH7.5, 200 mM NaCl, 20 % Glycerol) で懸濁し氷上で超音波破砕を行った。破砕

液を 4 ℃、6,640 xgで 30分間遠心分離し、上清を回収した。上清を更に 117,300 xgで 1

時間、超遠心分離を行い、沈殿した細胞膜を回収した。細胞膜を再び buffer Aで懸濁し、

これを膜画分とした。膜画分のタンパク質濃度を BCA アッセイキット (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて測定し、buffer Aで 5 mg/mLに調製した。その後、DDMまたは FC14

を終濃度 1.0 %となるように添加し、4 ℃で 1 時間攪拌して可溶化を行った。可溶化後、

117,300 xg で 30 分間、超遠心分離を行い、上清を回収した。上清と TALON 担体を混合

し、ローテータ―を用いて 4 ℃で一晩攪拌した。これを空のカラムに充填し、0.04 % DDM

または FC14、プロテアーゼ阻害剤 Bを含む IMAC wash buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 

200 mM NaCl, 20 % Glycerol, 5 mM Imidazole) で担体を洗浄した後、0.04 % DDM及び

プロテアーゼ阻害剤Bを含む IMAC elution buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 200 mM NaCl, 

20 % Glycerol, 200 mM Imidazole) で融合体 AlkBを溶出させた。その後、100 kDa cut-

off Amicon Ultra-4 concentratorで試料の体積が 400 L以下になるまで濃縮し、0.02 % 

DDMまたは FC14を含む buffer Aで平衡化した Superose6 increase 10/300カラムにアプ

ライした。ピークフラクションを 100 kDa cut-off Amicon Ultra-4 concentratorで濃縮し、

－80 ℃で保存した。 

 

1-9. AmtB-AbAlkBの界面活性剤の検討 

AmtB-AbAlkBが発現した膜画分に、1 % DDM、1 % DDM+0.2 % CHS、1 % LMNG、

1.5 % CHAPS、1 % GDN、1 % C12E8、1 % FC14、2 % SMAをそれぞれ添加して、4℃で

1時間、転倒混和することで可溶化した。SMAのみ一晩、転倒混和することで可溶化した。

その後、117,300 xgで 30分間、超遠心分離を行い、上清を回収した。この上清を、0.02 % 

DDM、0.02 % DDM+0.004 % CHS、0.01 % LMNG、1 % CHAPS、0.01 % GDN、0.02 % 
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C12E8、0.02 % FC14をそれぞれ含む buffer Aでそれぞれ平衡化した Superose6 increase

カラムを用いた FSECにより分析した。その際、可溶化に用いた界面活性剤と buffer Aに

含まれる界面活性剤は同じになるようにし、SMAは buffer Aを用いて FSECを行った。 

 

1-10. MSP2N2の発現・精製 

pMSP2N2 (addgene) をヒートショック法で大腸菌 BL21(DE3) 株に導入し、25 g/mL 

Kanaを含む TB培地を用いて 37℃で培養を行った。OD600=3.0で IPTG を終濃度 1 mM

となるように添加した後、37℃で 3時間培養した。その後、培養液を 4 ℃、6,640 xgで遠

心分離し、菌体を回収した。 

菌体を 5 g/mL Sm2ヌクレアーゼと 1 % Triton X-100を含むBasal Buffer (40 mM Tris-

HCl pH8.0, 300 mM NaCl) で懸濁し氷上で超音波破砕を行った。破砕液を 38,900 xgで 30

分間遠心分離し、上清を回収した。この上清を Basal Buffer で平衡化した 20 mL の Ni-

NTA agaroseにアプライしMSP2N2を吸着させた。担体を wash1 Buffer (Basal Buffer + 

20 mM Imidazole, 1 % Triton X-100) と、wash2 Buffer (Basal Buffer + 20 mM Imidazole, 

50 mM Sodium cholate) と、wash3 Buffer (Basal Buffer + 30 mM Imidazole) でそれぞ

れ 5 cv ずつアプライして洗浄した。その後、Elute Buffer (Basal Buffer + 400 mM 

Imidazole) でMSP2N2を溶出させ、10 kDa cut-off Amicon Ultra-15 concentratorで 10 

mL以下になるまで濃縮した。MSP Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM NaCl, 0.5 

mM Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)) で平衡化した Superdex200 16/60にアプ

ライし、MSP2N2を含むピークフラクションを回収した。それを 10 kDa cut-off Amicon 

Ultra-15 concentratorで 10 mg/mLまで濃縮して－80 ℃で保存した。 

 

1-11. Nanodisc再構成 

精製した AmtB-AbAlkB と大腸菌総脂質抽出物を混合し、4 ℃で 1 時間攪拌した後、

MSP2N2を加え更に 4 ℃で 1時間攪拌した。その後、SM-2 Bio-Beads (Bio-Rad) を加え、

4 ℃で一晩攪拌した。この試料を 4 ℃、20,630 xgで 10分間遠心分離して上清を回収した。

上清を SEC Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 200 mM NaCl) で平衡化した Superose6 

increase 10/300 にアプライして、Nanodisc 再構成された AmtB-AbAlkB を回収し、100 

kDa cut-off Amicon Ultra-4 concentratorで濃縮し、－80 ℃で保存した。 

 

1-12. 融合体 AlkBの透過型電子顕微鏡観察 

観察試料を 0.02-0.05 mg/mL程度に、試料と同じ界面活性剤を含んだ buffer Aで希釈し
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た。カーボン支持膜が張り付けられたメッシュグリッド (エクセルサポートフィルム、日新

EM) に対して PIB-10 (真空デバイス) で 1分間グロー放電を行い親水化処理した。希釈し

た 3 Lの観察試料をグリッドのカーボン支持膜に滴下して 1分間静置した。ろ紙で観察試

料を吸い取った後、3 Lの超純水をカーボン支持膜に滴下してろ紙で吸い取る作業を 2回

繰り返した。その後、3 Lの 1 %酢酸ウランをカーボン支持膜に滴下してろ紙で吸い取る

作業を 2 回繰り返し、観察までデシケーター内で保存した。このグリッドを透過型電子顕

微鏡 (JEM-1400 Plus、JEOL) を用いて、観察倍率 80,000倍で撮影した。 

 

1-13. ルブレドキシンとルブレドキシン還元酵素の発現・精製 

P. putida GPo1 由来 Rub 遺伝子のコドンを大腸菌発現系に最適化し、人工合成した。

Rubの C末端に 6xHisタグを付加するように、遺伝子をプラスミドベクターpET-28bに導

入した。以降の操作では、これを Rubの発現ベクター (pET28-Rub) として用いた。 

大腸菌 BL21(DE3) 株に pET28-Rubを導入し、25 g/mL Kanaを含む LB培地を用い

て 37℃で培養を行った。OD600=0.5で IPTGを終濃度 0.5 mMとなるように添加した後、

18 ℃で 16時間培養を行った。その後、培養液を 4 ℃、6,640 xgで遠心分離し、菌体を回

収した。 

菌体を 5 g/mL Sm2ヌクレアーゼを含む Rub A Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 150 

mM NaCl, 20 mM Imidazole) で懸濁し氷上で超音波破砕を行った。破砕液を 38,900 xgで

30分間遠心分離し、上清を回収した。この上清に対して、20 mLのNi-NTA agaroseを用

いた IMACを行った。Rubを担体に吸着させた後、10 cvの Rub A Bufferで洗浄し、2.5 

cvの Rub B Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 200 mM Imidazole) で Rub

を溶出した。溶出試料を 10 kDa cut-off Amicon Ultra-15 concentrator (Merck) で濃縮し

－80 ℃で保存した。 

 

P. aeruginosa PAO1由来 RubR遺伝子をクローニングし、RubRの C末端に 6xHisタグ

を付加するように、遺伝子をプラスミドベクターpET-28bに導入した。以降の操作では、こ

れを RubRの発現ベクター (pET28-RubR) として用いた。 

大腸菌 BL21(DE3) 株に pET28-Rubを導入し、25 g/mL Kanaを含む TB培地を用い

て 37℃で培養を行った。OD600=0.5で IPTGを終濃度 0.1 mMとなるように添加した後、

26 ℃で 48時間培養を行った。 

菌体を 5 g/mL Sm2ヌクレアーゼを含む RubR A Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 150 

mM NaCl, 20 mM Imidazole, 20 % Glycerol, 1 mM Dithiothreitol (DTT)) で懸濁し氷上で
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超音波破砕を行った。破砕液を 38,900 xgで 30分間遠心分離し、上清を回収した。この上

清に対して、10 mLのNi-NTA agaroseを用いた IMACを行った。RubRを担体に吸着さ

せた後、10 cvの RubR A Buffer で洗浄し、2.5 cvの RubR B Buffer (20 mM Tris-HCl 

pH7.5, 150 mM NaCl, 200 mM Imidazole, 20 % Glycerol, 1 mM DTT) で RubRを溶出し

た。溶出試料を 30 kDa cut-off Amicon Ultra-15 concentrator (Merck) で濃縮し RubR C 

Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 20 % Glycerol, 1 mM DTT) で希釈することでバッファー

置換を行った。その後、AKTA pureに接続した 5 mLの Hi-Trap Q担体を用いて陰イオン

交換を行った。サンプルをアプライ後、RubR D Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 1 M NaCl, 

20 % Glycerol, 1 mM DTT) を用いて徐々にカラム内の塩濃度を上げ RubRを溶出させた。

その際、タンパク質由来の 280 nmの吸収と RubRの補因子である FAD由来の 450 nmの

吸収を測定した。溶出試料を濃縮し－80 ℃で保存した。 

 

1-14. AlkBの活性測定 

5 mg/mLの PpAlkBが発現した膜画分に 0.5 % DDMを添加して 1時間、氷上で静置し

たものを反応に使用した。0.5 mg/mL膜画分、30 M Rub、6.0 M RubR、0.8 mM基質と

なるように活性測定 Buffer (20 mM Tris-HCl pH8.0, 50 mM NaCl, 10 % Glycerol) と混合

し、30 ℃で 2 分間インキュベートした。Rub と RubR の濃度はモル吸光係数 (Rub (497 

nm); =6,300 cm-1M-1 , RubR (450 nm); =11,000 cm-1M-1)[96] から算出した。その後、終濃

度 5 mM NADHとなるように反応液に添加して、30 ℃で 30分間インキュベートした。反

応終了後に氷上で 5 分間静置した後、反応液と等量のジクロロメタンを添加して 1 分間激

しく混合して生成物を抽出した。これを 4 ℃、20,630 xgで 10分間遠心分離して、ジクロ

ロメタン層を回収した。抽出物を、HP-5 キャピラリーカラム (Agilent Technology) と水

素炎イオン化検出器を接続したガスクロマトグラフィー (GC-2014AFsc、島津製作所) で

分析した。基質に C5~C9を使用した際は、カラム温度を 40 ℃で 3分間保持した後、10 ℃

/min の速度で 120 ℃まで上昇させ、更に 5 分間保持した条件で分析を行った。同様に基

質に C10~C12を使用した際は、カラム温度を 40℃で 3分間保持した後、20 ℃/minの速度

で 200 ℃まで上昇させ、更に 5分間保持した条件で分析を行った。各炭素数の 1-アルコー

ルを用いて検量線を作製し、これを用いて抽出物の 1-アルコール量を算出した。 
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第二章 -ポリ-L-リジン合成酵素 Plsの L-リジン特異的な活性化メカニズムの解

明と Pls全長の構造解析に向けた取り組み 

緒言 

Plsは、複数の L-リジンをイソペプチド結合で縮合し、25-35量体からなるアミノ酸ホモ

ポリマーの-PLを合成する、巨大なマルチドメイン型膜内在性酵素である。-PLは、伸長

すると同時に Pls の膜貫通ドメインが形成するチャネルを通り細胞外へ放出されるため、

工業生産時において容易に回収可能な利点がある。このように合成される-PL は、食品の

防腐剤だけでなく、農薬[153]や、その高い膜透過性を活かしたドラッグデリバリーシステム

[154]としての用途もあり、非常に価値のあるバイオポリマーである。また、-PLは、ポリア

ミド系プラスチックのナイロン 6 と構造が非常に類似しているため、初めてのポリアミド

系バイオプラスチックになりうる素材として注目を集めている。しかし、S. albulusが生産

する-PL は重合度が低く、現状ではプラスチックとして利用することは不可能である。こ

の問題を解決するには、蛋白質工学による Plsの機能改変が必要であるが、ポリマー伸長反

応の詳細なメカニズムは明らかでないため困難である。そこで本研究では、Plsの詳細な反

応機構を明らかにして機能改変を行うために、立体構造の解明を目指した。 

第二章では、Pls の基質である、L-リジンの認識と ATP を用いた活性化を担う、Pls の

アデニル化ドメイン (Pls-A) の結晶構造解析の結果と、全長 Pls の構造解析に向けた試料

調製法の取り組みについてまとめた。 

 

結果・考察 

2-1. Pls アデニル化ドメインの結晶構造解析 

まず初めに Pls-A の結晶化に向けて熱安定性測定を行ったところ、Pls-A の熱変性温度

(Tm) は 43 ℃であることが分かった (図 49) (表 1)。さらに、基質の L-リジンと ATPを

添加すると、両者が存在する条件でのみ Tm が約 4.5 ℃上昇することが明らかとなった 

(表 1)。 
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そのため、Pls-Aは基質との共結晶化を行った。また、Pls-Aは反応にMgイオンを必要

とするため、Mgイオン存在下と非存在下の 2条件で結晶化し、X線回折実験を行った。そ

の結果、Mgイオン非存在下で L-リジン、ATP結合型 Pls-A (図 50a) を 2.2 Å分解能、Mg

イオン存在下でアデニル化リジン結合型 Pls-A の結晶構造を 2.3 Å 分解能で決定すること

ができた。Pls-A の全体構造は NRPS A ドメインやホタルルシフェラーゼを含むアデニル

酸形成酵素スーパーファミリーと類似していた。1-403残基の N末端サブドメインと 404-

508残基の C 末端サブドメインの間に大きなポケットがあり、その内部に L-リジン、ATP

またはアデニル化リジンの電子密度が観測された (図 50b, c)。しかし、ATPのリン酸基の

電子密度が確認できなかったため、基質結合型のリガンドのモデリングは ATPの代わりに

ADPを用いた。モデルには ADPを配置しているが、以降は ATPとして取り扱った。 

図 49｜Pls-Aの熱変性曲線。縦軸は蛍光値、横軸は温度を示す。 

表 1｜Pls-Aの熱変性温度 (Tm) 
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図 50｜(a) Mgイオン非存在下で決定した基質結合型 Pls-Aの全体構造。緑で示した

N末端サブドメインと、青で示した C末端サブドメインから構成されており、その間

に L-リジンと ATPが結合していた。 (b) ATPと L-リジンのオミットマップ (2.5 )、

モデル構築には ADPを使用した。(c) アデニル化リジンのオミットマップ (2.5 ) 
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基質結合型と生成物結合型の構造を比較したところ、大きな構造変化は観測されなかっ

た (RMSD=0.11 Å) (図 51a)。一方で ATPのリン酸基との結合に関わる P-loopと呼ばれる

領域が、基質結合型では2残基、生成物結合型では5残基ディスオーダーしていた (図 51b)。 

Pls-A を含むアデニル酸形成酵素スーパーファミリーに属する酵素は反応サイクルに伴

って、リガンドフリーの Open form (ホタルルシフェラーゼ;PDB ID: 1LCI)[155]、基質が結

合した Adenylation form (PheA;PDB ID: 1AMU)[156]、ピロリン酸が脱離し、チオエステル

結合の形成を待つ状態の Closed form (DltA;PDB ID: 3E7W)[157] の 3つの状態に C末端サ

ブドメインが大きく動き、全体構造が変化することが知られている (図 51c)[158]。しかしな

がら、Pls-Aは基質結合型とピロリン酸が脱離した生成物結合型で構造変化しておらず、ど

ちらも Adenylation form であった  (図  51a, d)。生成物結合型 Pls-A は溶液中で

Adenylation form と Closed form の 2 状態を遷移しているが、結晶化のプロセスで

Adenylation formに固定されたため、構造変化していなかったと推察した。実際に、Pls-A

の C末端サブドメインは結晶中で隣り合った分子と相互作用を形成していた (図 51e)。 
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図 51｜(a) 基質結合型 Pls-A (緑) と生成物結合型 Pls-A (オレンジ) の重ね合わせ (b) リ

ン酸基の結合に関与する P-loop (c) アデニル化ドメインの反応に伴う C末端サブドメイン

の構造変化、グレーで色付けした部分に存在する C 末端サブドメインが大きく構造変化す

る。マゼンタ：ホタルルシフェラーゼ、シアン：PheA、黄色：DltA (d) Adenylation form

をとる PheA (シアン) と Pls-A (緑) の重ね合わせ (e) Pls-Aのクリスタルパッキング、赤

は C末端サブドメイン、グレーは結晶中で隣り合った Pls-A分子を示す。 



78 

 

ATPと L-リジンの結合様式を図 52に示した。ATPは塩基のアデニンとリボース、リン

酸基の 3か所で活性部位に固定されていた (図 52a)。アデニン環のアミノ基は Asn300の

側鎖及び Thr301の主鎖カルボニルと水素結合を形成していた。N7位はGly280の主鎖NH

と水素結合を形成していた。リボースの O2 '及び O3 'ヒドロキシ基は Asp387の側鎖と水

素結合を形成していた。また、リボース環の O4 '及びリボースとリン酸基の間にあるホス

ホエステル酸素は Lys495のアミノ基と水素結合を形成していた。ATPの, リン酸基は

P-loopの Ser165の主鎖NH、Thr305の主鎖NHと側鎖ヒドロキシ基、Lys495の側鎖ア

ミノ基と複数個所で相互作用を形成し基質 L-リジンの近く (2.3 Å) に固定されていた (図 

52b)。基質結合型では ATP のリン酸基の電子密度が観測されたが、生成物結合型では見

られなかった (図 50b, c)。Mg イオンを添加して結晶化を行うことで反応が進行し、ATP

の, リン酸基がピロリン酸として放出されたと推察される。そのため、生成物結合型にお

いて P-loop の Ser165 はリン酸基と相互作用していなかった。生成物結合型における P-

loop のディスオーダー領域の拡張は、P-loop とリン酸基の相互作用が失われ、揺らぎが増

大したためであると推察した。 

基質 L-リジンのカルボキシ基は Lys495 と、アミノ基は Asp213 と塩橋を形成してい

た。L-リジン側鎖の炭素鎖は Ala214及び Val309の無極性の側鎖を持つアミノ酸に囲まれ

ていた。アミノ基は Glu217, Ser256, Thr301と直接または水分子を介して相互作用可能

な距離に位置していた (図 52b)。基質が Pls-A と多くの相互作用を形成し、強固に結合す

ることでサブドメイン間の大きなポケットを埋め、adenylation form に固定されて立体構

造がより剛直になったことが、熱安定性向上の要因であると推察した。 
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NRPS A ドメインの基質認識は、gramicidin 合成酵素 GrsA の A ドメインで L-フェニ

ルアラニンを活性化する PheA の立体構造を基に作製された、非リボソームコードと呼ば

れる 10 アミノ酸残基が関与していると考えられている[156]。Pls-A の非リボソームコード

図 52｜(a) ATPと (b) L-リジンの結合に関わるアミノ酸残基、点線は相互作用を示す。 
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を他の NRPS Aドメインと比較した (表 2)。 

 

L-リジンのアミノ基及びカルボキシ基と相互作用を形成する Asp213 (A1) 及び Lys495 

(A10) は他のNRPS Aドメインに高度に保存されていた。L-リジンのアミノ基と塩橋を形

成していた Glu217 (A3) は、塩基性アミノ酸をアデニル化する A ドメインである ApnA-

A1[159]、Orf5[160]、BacB[161]に保存されていた。水分子を介して間接的に相互作用を形成す

る Ser265 (A4) は ApnA-A1, BacBに保存されていた。一方、Thr301 (A7) は、Pls-Aと同

様に L-リジンを認識する BacBに保存されていなかった。 

非リボソームコードの 10残基の内、DAESTVKの 7残基が基質 L-リジンと直接的に相

互作用を形成していた (図 52b)。特に Thr301 (A7) 及び Lys495 (A10) は、L-リジンだけ

でなく ATP とも相互作用を形成しており、Pls-A における基質の位置決定に重要な残基で

あると推察された。残りの IGVは直接的に L-リジンと相互作用はしていないが、基質結合

ポケットの形成に貢献していた。また、Pls-A と他の NRPS A ドメインの非リボソームコ

ードの比較により、塩基性アミノ酸を基質とする Aドメインには Glu217 (A3), Ser265 (A4) 

が高度に保存されていることが明らかとなった。したがって Pls-Aは、これらの残基で基質

L-リジンのアミノ基と相互作用を形成することで、L-リジン特異的な認識を可能にしてい

ると推定した。中でも Ser265は水分子を介して L-リジンと水素結合を形成しているだけで

なく、Glu217 とも相互作用可能な場所に位置しており、L-リジンが結合するまで Glu217

の側鎖を L-リジンと塩橋を形成する位置で固定する役割を担うと推察した。 

 

以前に Yamanakaらは、Pls-Aが L-リジンだけでなく、D-リジン (図 53b) や(5R)-5-ヒ

ドロキシ-L-リジン (L-HLY) (図 53c) などの L-リジンアナログもアデニル化することを報

告した [144]。Pls-Aの基質結合ポケットは L-リジンの炭素の周辺に大きな空洞があり、側

表 2｜Pls-Aと NRPS Aドメインのリボソームコード 
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鎖が少し嵩高い L-HLY を許容可能であることを示唆した (図 54a)。更に、L-リジンの炭

素の水素原子周辺は立体障害が少ないため、D-リジンも結合可能であることが示唆された 

(図 54b)。 

 

図 53｜リジンアナログの構造式 (a) L-lysine (b) D-lysine (c) (5R)-5-hydroxy-L-lysine (d) 

L-ornithine (e) L-kynurenine (f) 3-amino-L-tyrosine 

図 54｜Pls-Aの基質結合ポケット (a) 炭素近傍の空間 (b) 炭素近傍の空間 
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一方で、L-オルニチン (L-Orn) (図 53d), L-kynurenine (L-KNR) (図 53e), 3-アミノ-L-チ

ロシン (L-ATY) (図 53f) の、これら 3つの L-リジンアナログは Pls-Aの基質として認識さ

れないことが知られている。L-KNRと L-ATYは側鎖の嵩高さが原因で立体障害を引き起こ

し、Pls-Aの基質ポケットに結合できないと推測された (図 54a)。L-リジンより側鎖が小さ

い L-Orn が Pls-A の基質として認識されない原因は、L-Orn のアミノ基が Glu217 や

Ser265と距離が離れており相互作用を形成できないためであると推察した (図 52b)。Pls-

Aの立体構造と L-リジンアナログの許容性から、Pls-Aが基質を認識するためには、L-リジ

ンのアミノ基の位置で相互作用を形成することが重要であると推測した。 

 

2-2. Pls アデニル化ドメインのエステラーゼ活性 

Yamanakaらは、Pls Aドメインは L-リジンメチルエステルと L-リジンエチルエステル

を分解し L-リジンを生成する、エステラーゼ活性を有することを報告した[144]。一般的なエ

ステラーゼは、Ser, His, Aspの触媒三残基が活性中心となり反応を触媒するが、今回決定

した Pls-Aの構造において、L-リジン結合部位周辺にこれらの残基は観測されなかった (図 

52b)。Pls-Aのエステラーゼ活性を調べるため、基質に L-リジンまたは L-リジンメチルエス

テルを用いて、Pls-Aの ATP消費量を測定した。Pls-Aにエステラーゼ活性があれば、基質

に L-リジンメチルエステルを用いた場合にも、ATPが Pls-Aの濃度依存的に消費されると

予測した。活性測定を行った結果、基質に L-リジンを用いた場合、Pls-A の濃度依存的に

ATP の消費量が増加した (図 55)。一方、L-リジンメチルエステルを用いた場合は、Pls-A

の濃度に関わらず ATP 消費量は変化しなかった。Pls-A の結晶構造と活性測定の結果は、

Pls-Aがエステラーゼ活性を持たないことを強く示唆した。Yamanakaらが行った実験では

Pls-A ではなく、2 つのドメインが連続した Pls-AT が用いられていた。そのため、エステ

ラーゼ反応の触媒残基が Tドメインに存在または、Aドメインと Tドメインの界面に存在

すると推察した。 
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2-3. クライオ電子顕微鏡単粒子解析に向けた高純度 Pls調製法の確立 

Plsは NRPS様マルチドメイン型膜タンパク質で、ドメイン間の動きが大きいため結晶

化が困難であることが予測される。そのため、Cryo-EM単粒子解析による Plsの構造解析

を目指した。まず初めに、Pls の精製に用いる界面活性剤を検討した。DDM+CHS で可溶

化した Plsを、DDM+CHS、LMNG、GDNの 3種の界面活性剤を用いてそれぞれ精製し、

会合状態、熱安定性、TEM 観察像から Cryo-EM 単粒子解析に適した試料を探索した。ど

の界面活性剤を用いた場合でも精製することができたが、切断が生じていた (図 56)。これ

は Pls の AT ドメインと TM ドメインの間に HRV3C プロテアーゼ認識配列が挿入された

コンストラクトを用いたため、切断されてしまったと考えられる。精製時にプロテアーゼ阻

害剤を添加したにも関わらず切断されているため、発現時に切断が生じていると推察した。 

次に精製した Plsの会合状態をゲルろ過クロマトグラフィーにより分析した。その結果、

いずれも単分散な状態であることが明らかとなった。特に DDM+CHSと LMNGを用いた

場合、切断された Plsを分離することができた (図 56a, b)。 

図 55｜Pls-A の活性測定、反応に Lys を用いたときのみ Pls-A の濃度依存的に ATP が消

費された。 
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 図 56｜各種界面活性剤を用いた Plsの精製 (a) DDM+CHS (b) LMNG (c) GDN クロ

マトグラム中の色付き部分は Pls の溶出位置を示す。M は分子量マーカーを示す (単

位：kDa)。カラムは Superdex200 10/300を使用した。 
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各種界面活性剤を用いて精製した Pls の熱安定性を CPM アッセイにより測定した (図 

57a)。熱安定性に大きな差はなかったが、DDM+CHSを用いて精製した Plsが最も高い Tm

値を示した (図 57b)。CPMアッセイは熱で変性して露出したシステインを特異的に蛍光標

識する手法であり、界面活性剤の影響を大きく受けると考えられる膜貫通領域に存在する

システインは疎水的な環境に存在するため、熱変性の前から表面に露出して標識されてい

ることが考えられる。そのため、この結果は可溶性の ATドメインの熱安定性を示している

可能性が示唆された。 

図 57｜Plsの (a) 熱変性曲線 と (b) 熱変性曲線の負の微分曲線、微分曲線の極小値をTm

値とした。 
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最後に、各界面活性剤を用いて精製した Plsの TEM観察を行った。DDM+CHSを用い

て精製した Plsを観察したところ、直径 60-100 Å程度の大きさにバラつきがある粒子が観

測された (図 58)。一方、LMNG (図 59) と GDNを用いて精製した Plsは、直径約 80 Å

程度の大きさが均一な粒子であった。しかし、LMNGで精製した Pls粒子は数が多いため

か粒子同士が接着している様子が確認された (図 59)。全て同じタンパク質濃度でグリッド

を調製したにもかかわらず、観測された粒子数が大きく異なっていた。これは界面活性剤の

親水基の違いが原因であると考えられる。LMNGと GDNは、DDM+CHSと比べて親水基

が大きいため、親水化したグリッドに吸着しやすく、洗浄しても粒子が流れにくかったため

であると推察した。これらの結果と、膜タンパク質の Cryo-EM単粒子解析で使用例が多い

ことから、Plsの精製に用いる界面活性剤を GDNに決定した。 

 

 

 

図 58｜DDM+CHS で精製した Pls の TEM 観察像、右下のスケールバーは 100 nm を示

す。 
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図 59｜LMNGで精製した Plsの TEM観察像、右下のスケールバーは 100 nmを示す。 
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前述したように Pls はマルチドメインタンパク質であるため、ドメイン間の揺らぎが

Cryo-EM単粒子解析においても問題となることが予測される。水溶性ドメインの Pls-Aの

表面電荷が一部、正電荷に偏っており、この領域が負電荷を持つ細胞膜表面と静電的な相互

作用を形成すると予測される。そこで、精製した PlsのNanodisc再構成を行うことで、水

溶性ドメインが Nanodisc の脂質表面と相互作用し揺らぎを抑えることができると考えた。

MSP1E3 を用いた Pls の Nanodisc 再構成の条件検討を行ったところ、再構成時に脂質を

添加するとオリゴマー化することが明らかとなった (図 61a, b)。一方で、脂質を加えずに

Nanodisc再構成した Plsは単分散な状態であることが分かった (図 61c)。これは、精製し

た Plsに脂質が多く残っており、脂質を介したオリゴマー化が生じていると推察した。脂質

を添加していない条件でもわずかにオリゴマー化していることが示唆された (図 61d) た

め、今後は精製時の条件を検討する必要があることがわかった。 

 

 

 

図 60｜GDNで精製した Plsの TEM観察像、右下のスケールバーは 100 nmを示す。 
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Nanodisc再構成した Plsを TEMで観察したところ、直径が 120-150 Å程度の粒子が観

測された (図 62)。Nanodisc再構成に用いたMSP1E3が形成するNanodiscの直径は 120-

130 Åであるため、観測された粒子は妥当な大きさであった。一部、凝集している粒子も存

在しているが、大部分は大きさが均一な粒子であるため Cryo-EM単粒子解析に適した試料

であると判断した。しかしながら、MSP1E3 を用いて Nanodisc 再構成した Pls の単粒子

解析を行ったが、構造決定には至らなかった。 

 

 

 

 

 

図 61｜PlsのNanodisc再構成の条件検討、Pls：MSP1E3：Lipid＝ (a) 1：3：100 (b) 1：

3：200 (c) 1：4：0 (d) a~cのクロマトグラムの重ね合わせ 各クロマトグラムの色付き部

分は単量体 Plsの推定溶出位置を示す。カラムは Superdex200 10/300を使用した。 
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MSP1E3が形成する Nanodisc は、7回膜貫通ヘリックスを有し三量体を形成するバク

テリオロドプシン (bR) を再構成することが可能な粒子径であることが知られている[162]。

一方、Plsは膜貫通ヘリックスが 6本であると予測されており、三量体 bRと比較して膜貫

通領域が小さいため、MSP1E3 が形成する Nanodisc に再構成した場合、脂質ディスク内

部での自由な移動が生じると考えられる。単粒子解析では、同じ角度かつ同じ位置の粒子像

を複数重ね合わせてシグナル強度を上げるため、位置がずれた粒子像が混在していると構

造解析が非常に困難となる。つまり、MSP1E3 が形成する Nanodisc に再構成した Pls の

構造解析ができなかった原因は、粒子ごとに少しずつ Plsの位置が異なり、構造決定に十分

な強度の粒子像が得られなかったためであると推察した。また、調製した Plsには切断され

たものも含まれているため、様々な状態が混在していたことも構造解析できなかった原因

として考えられた。 

そこで、Pls のアミノ酸配列上にプロテアーゼ認識配列を含まない発現コンストラクト

図 62｜MSP1E3を用いて Nanodisc再構成した Plsの TEM観察像、右下のスケールバー

は 100 nmを示す。 
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に変更し、LMNGと GDNを用いて切断されていない Plsの調製を試みた。 

 

発現コンストラクトを変更し、オリゴマー化の原因と考えられる脂質を極力減らすため

に IMAC時の担体洗浄量を以前の 3倍にして Plsの精製を行った結果、ドメイン間の切断

がなく均一で高純度な Pls を調製することができた (図 63)。LMNG 及び GDN のどちら

を精製に用いた場合にも高純度な Pls が調製できたが、SEC の結果から、洗浄量を増やし

たにもかかわらず、一部オリゴマー化していることが判明した。また、ピークの形状から、

SECに使用した界面活性剤によってPlsの会合状態が少し異なっていることが推測された。

図 63｜発現コンストラクトを変更した Plsの精製 (a) LMNG (b) GDN 

クロマトグラム中の色付き部分は Plsの溶出位置を示す。Mは分子量マーカーを

示す (単位：kDa)。カラムは Superose6 increase 10/300を使用した。 
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LMNGを用いて SECを行った際、13 mL付近に単量体ではない Plsのピークが確認でき、

溶出体積から二量体 Plsであると推察した。会合状態が異なる Plsを分離できていたため、

LMNGで精製した Plsを、より試料の均一性が求められる結晶化に用いた。約 300条件程

度の結晶化スクリーニングを行ったが、現在までに結晶の析出は確認できていない。一方

GDN で精製した Pls は、LMNG で精製した Pls より均一性が低いと考えられるが高純度

であるため、この試料を用いて Nanodisc再構成を行った。その際、MSP1E3より小さな粒

子径の Nanodiscを形成するMSP1D1に変更した。 

 

Pls に 6 当量の MSP1D1 を加え、脂質の添加無しで Nanodisc 再構成を行ったところ、

非常に均一な Nanodisc 再構成 Pls 試料を調製することができた。MSP1E3 を用いた

Nanodisc再構成ではオリゴマー化が生じていたが、MSP1D1を用いた場合には確認されな

かった。この原因として、IMAC時の洗浄量を増やして SECを行うことで過剰量の脂質を

除去できたこと、また、MSP1D1 が形成する Nanodisc の粒子径が小さいため脂質間の相

互作用が起こりにくくなったことが考えられた。 

MSP1D1を用いて Nanodisc再構成した Plsを TEMで観察したところ、直径が 80-100 

Å程度の粒子が観測された (図 65)。MSP1D1が形成するNanodiscの直径は 90-100 Åで

あるため、観測された粒子は妥当な大きさであった。また、一部凝集も見られるがMSP1E3

を用いた際と比較して少なく非常に均一性が高いことがわかった。 

MSP1D1を用いて Nanodisc再構成した Plsの Cryo-EM単粒子解析を行い、TEM観察

図 64｜PlsのMSP1D1を用いた Nanodisc再構成、クロマトグラム中の色付き部分は

Plsの溶出位置を示す。Mは分子量マーカーを示す (単位：kDa)。カラムは Superose6 

increase 10/300を使用した。 
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像と同様な形状の粒子を確認することができたため、現在、解析を行っているところである。 

 

 

実験手法 

2-4. Pls アデニル化ドメインの発現・精製 

S. albulus NBRC14147のゲノム DNAから Pls-Aをコードする遺伝子を、PCRによっ

て増幅した。増幅した DNA断片を Gibson Assemblyシステム (NEB) で pET28b ベクタ

ーにライゲーションし、N末端にHis8タグ、maltose-binding protein (MBP) タグ、TEV

プロテアーゼ認識配列を付加した Pls-Aの発現ベクターを構築した。この発現ベクターを、

ヒートショック法で大腸菌Rosetta2(DE3) 株に導入した後、25 g/mL Kana及び30 g/mL

クロラムフェニコール (CP) を含む LB寒天培地に塗布し 37 ℃で一晩培養した。得られた

コロニーを、25 g/mL Kana及び 30 g/mL CPを含む LB培地に植菌し 37 ℃で一晩培養

した。培養液を再度 25 g/mL Kana及び 30 g/mL CPを含む LB培地に 100倍希釈で植

菌し、37 ℃で振とうした。OD600が 0.5に達した時点で、0.2 mM IPTGを添加し発現誘導

図 65｜MSP1D1を用いて Nanodisc再構成した Plsの TEM観察像、右下のスケールバー

は 100 nmを示す。 
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した後、18℃で一晩培養を続けた。その後、培養液を 4 ℃、6,640 xgで遠心分離し、菌体

を回収した。 

これ以降の操作は記述がない限り 4 ℃または氷上で行った。Pls-A を発現させた菌体 1 

gに対して 6 mLの buffer A (20 mM Tris-HCl pH7.5, 200 mM NaCl, 20 % glycerol) で懸

濁し、1 mM PMSFを添加した後、超音波破砕を行った。菌体破砕液を 30分間、38,900 xg

で遠心分離して上清を回収した。上清を Amylose resin カラム にアプライし、buffer Aで

カラムを洗浄した。10 mM D(+)-maltose monohydrateを含む buffer Aでカラムから Pls-

Aを溶出させた。His8-MBPを除去するため、溶出液のタンパク質量と等量の TEVプロテ

アーゼを加えて、4 ℃で一晩インキュベートした。プロテアーゼ処理後の溶液を 38,900 xg

で 10 分間遠心分離して、上清を回収し凝集したタンパク質を除去した。上清に 20 mM 

imidazole を加えて Ni-NTA agarose カラムにアプライした後、20 mM imidazole を含む

buffer A でカラムを洗浄し、タグが除去された Pls-A を含む素通り画分と洗浄画分を回収

した。これらの画分を Hi-Trap Q HP (GE Healthcare) にアプライし、buffer B1 (20 mM 

Tris-HCl pH7.5, 20 % glycerol) と buffer B2 (20 mM Tris-HCl pH7.5, 1 M NaCl, 20 % 

glycerol) を用いて、グラジエント溶出法により Pls-Aを溶出させた。Pls-Aを 50 kDa cut-

off Amicon Ultra-15 concentrator (Merck) で濃縮し、buffer A で平衡化した HiLoad 

16/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare) にロードした。精製した Pls-Aは 30 mg/mLに

濃縮し、−80℃で保存した。 

 

2-5. Pls アデニル化ドメインのサーマルシフトアッセイ 

Pls-Aの熱変性をモニターするために蛍光色素 SYPRO Orange (Sigma) を使用した。サ

ーマルシフトアッセイはMx3005P Real-Time QPCR System (Agilent technologies) で行

った。1 mM ATPまたは 1 mM L-lysineまたはその両方を含む 18 Lの 0.4 mg/mL Pls-A

に 2 Lの 10X SYPRO orangeを混合した溶液を、0.2 mL PCRチューブに分注した。チュ

ーブを 25-90 ℃まで 1 ℃/min の速度で加熱した。蛍光強度は Ex/Em:492/516 nmで測定

した。MxPro ソフトウェアを用いて蛍光強度の負の一次微分値を算出し、最小値を熱変性

温度 (Tm) と定義した。 

 

2-6. Pls アデニル化ドメインの結晶化 

Pls-Aの結晶化は全て、Pls-A溶液とリザーバー溶液を 1 L : 1 Lで混合し、シッティ

ングドロップ蒸気拡散法を用いて 20 ℃で行った。10 mg/mL Pls-Aに 1 mM ATPと 2 mM 
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L-リジンを添加し、2 mM magnesium chloride (MgCl2) 存在下と非存在下で結晶化を行っ

た。この Pls-A溶液とリザーバー溶液 (0.2 M potassium sodium tartrate tetrahydrate, 0.1 

M sodium citrate tribasic dehydrate pH5.6, 1.8-2.2 M ammonium sulfate) を混合し、1

日インキュベートすることで結晶が得られた。 

 

2-7. Pls アデニル化ドメインの回折データの収集、構造決定 

X線回折実験に用いた結晶は、以下のクライオプロテクタント溶液に浸漬した後、100 K

の窒素ガス気流下で瞬間凍結し、液体窒素中で保存した。MgCl2非存在下のクライオプロテ

クタントの組成は、 0.2 M potassium sodium tartrate tetrahydrate, 0.1 M sodium citrate 

tribasic dehydrate pH5.6, 2.2 M ammonium sulfate, 15% (v/v) glycerol, 10 mM L-lysine, 

5 mM ATP、MgCl2が含まれる結晶は、上記のクライオプロテクタント溶液に 10 mM MgCl2

を加えたものを使用した。 

X線回折実験は SPring-8 ビームライン (BL) BL32XUで 100 Kの窒素ガス気流下で行

った。全てのデータセットの indexing, integration, scalingは ZOO systemの KAMO[163]

と CCP4 suite[164]の Pointless[165], Aimless[166]を用いて行った。初期位相の決定は、1.0 M 

NaBr を含むクライオプロテクタント溶液に浸漬した MgCl2非存在下の結晶を用いて、Br

原子の吸収端近傍の波長 0.918 Å の X 線でデータセットを取得し、Br 単波長異常分散 

(SAD) 法と SWISS-MODEL[167]で作製した Pls-Aのホモロジーモデルを鋳型に用いた分子

置換 (MR) 法を組み合わせたMR-SAD法で行った。Pls-AのホモロジーモデルはNRPSア

デニル化ドメインの ATP結合型 CytC1 (PDB ID: 3VNQ)[168] をテンプレートに作製した。

Brイオンの数、位置、位相の決定には PHENIX[169]の Autosol[170]を用いた。CCP4 suiteの

Phaser SAD pipeline[171]を用いて自動モデル構築を行った。手動でのモデル構築は Coot[172]

で行った。構造精密化は CCP4 suiteの Refmac5[173]で行った。 

MgCl2非存在下と存在下の高分解能データセットは、MR-SADで位相付けし、構築した

モデルを鋳型として CCP4 suiteの Phaser MR[171]を用いたMR法で位相決定した。モデル

構築は Coot を用いて行った。構造精密化は CCP4 suite の Refmac5 と PHENIX の

phenix.refine[174]を用いて行った。アデニル化 L-リジンの分子モデルは、ChemOffice の

Chem3Dと PHENIXの eLBOW[175]で作製した。最終的に決定した構造の統計データは表 

3にまとめた。R値は Rfactor=Σhkl|Fobs(hkl)−Fcalc(hkl)|/ΣhklFobs(hkl) で算出し、Rfree値は

構造精密化に使用していない全反射の 5 %を用いて計算した。 
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2-8. Pls アデニル化ドメインの活性測定 

Pls-Aの触媒活性は ATPの消費量を算出することで測定した。20 mM Tris-HCl pH7.5, 

150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.2 U/mL inorganic pyrophosphatase (NEB), 1-10 mg/mL 

Pls-A, 1 mM ATP と 1 mM L-リジンまたは 1 mM L-リジンメチルエステルを含む反応液 

(100 L) を 25 ℃, 10分間インキュベートした。1 M HCl (100 L) を反応液に添加して反

応を停止させた。反応液を 20,630 xgで遠心分離した後、上清 (20 L) に 1 M NaOH (10 

L) を添加した。この上清を超純水で 10倍希釈した後、Hi-Trap Q HP (GE Healthcare) 

にアプライし 0-1 M の範囲の NaCl 濃度のグラジエントにより ATP を溶出した。AKTA 

pure systemを用いて ATPの吸収波長の 260 nmをモニターし、ピーク面積から ATPの量

を算出した。ATPのモル吸光係数は製品情報に記載されていた 15,400 M-1cm-1を使用した。 

 

2-9. Plsの精製 

組換え Plsを発現させた Streptomyces albulus CRM003を関西大学の山中一也准教授

から提供してもらった。菌体を破砕 Buffer (100 mM Tris-HCl pH8.0, 200 mM NaCl, ,20 % 

Glycerol, 2 mM EDTA, 5 mM DTT) で懸濁し、超音波破砕した。破砕液を 4 ℃、117,300 

xgで 1時間、超遠心分離を行い、沈殿した細胞膜を回収した。細胞膜を膜画分 Buffer (50 

mM Tris-HCl pH8.0, 500 mM NaCl, 30 % Glycerol) で懸濁した。膜画分に終濃度 1 % 

DDM+0.2 % CHSとなるように添加した後、4 ℃で 1時間攪拌することで Plsを可溶化し

た。4 ℃、117,300 xgで 30分間、超遠心分離を行い、上清を回収した。上清と TALON担

体を混合し、ローテータ―を用いて 4 ℃で一晩攪拌した。これを空のカラムに充填し、5 

mM Imidazole, といずれかの界面活性剤 (0.04 % DDM+0.008 % CHS、0.01 % LMNG、

0.01 % GDN) を含む、10 cvまたは 30 cvの膜画分 Bufferで担体を洗浄した。次に、200 

mM Imidazole, といずれかの界面活性剤 (0.04 % DDM+0.008 % CHS、0.01 % LMNG、

0.01 % GDN) を含む、3 cvの膜画分 Bufferで Plsを溶出させた。Plsを 100 kDa cut-off 

Amicon Ultra-4 concentrator で 400 L 以下になるまで濃縮し、いずれかの界面活性剤 

(0.02 % DDM+0.004 % CHS、0.01 % LMNG、0.01 % GDN) を含むゲルろ過 Buffer (50 

mM Tris-HCl pH8.0, 200 mM NaCl, 20 % Glycerol) で平衡化した Superdex200 increase 

10/300または Superose6 increase 10/300にアプライした。Plsが含まれるピークフラクシ

ョンを回収して 100 kDa cut-off Amicon Ultra-4 concentratorで濃縮して、−80℃で保存し

た。 
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2-10. MSP1E3とMSP1D1の発現、精製 

pMSP1E3 (addgene) または pMSP1D1 (addgene)をヒートショック法で大腸菌

BL21(DE3) 株に導入し、25 g/mL Kanaを含む TB培地を用いて 37℃で培養を行った。

OD600=3.0で IPTG を終濃度 1 mMとなるように添加した後、37℃で 3時間培養した。そ

の後、培養液を 4 ℃、6,640 xgで遠心分離し、菌体を回収した。 

菌体を 5 g/mL Sm2ヌクレアーゼと 1 % Triton X-100を含むBasal Buffer (40 mM Tris-

HCl pH8.0, 300 mM NaCl) で懸濁し氷上で超音波破砕を行った。破砕液を 38,900 xgで 30

分間遠心分離し、上清を回収した。この上清を Basal Buffer で平衡化した 20 mL の Ni-

NTA agaroseにアプライし各MSPを吸着させた。担体を wash1 Buffer (Basal Buffer + 20 

mM Imidazole, 1 % Triton X-100) と、wash2 Buffer (Basal Buffer + 20 mM Imidazole, 

50 mM Sodium cholate) と、wash3 Buffer (Basal Buffer + 30 mM Imidazole) でそれぞ

れ 5 cv ずつアプライして洗浄した。その後、Elute Buffer (Basal Buffer + 400 mM 

Imidazole) で各MSPを溶出させ、10 kDa cut-off Amicon Ultra-15 concentratorで 10 mL

以下になるまで濃縮した。MSP Buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM NaCl, 0.5 mM 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)) で平衡化した Superdex200 16/60 にアプライ

し、MSP1E3 またはMSP1D1を含むピークフラクションを回収した。それを 10 kDa cut-

off Amicon Ultra-15 concentratorで 10 mg/mLまで濃縮して－80 ℃で保存した。 

 

2-11. PlsのNanodisc再構成 

精製した Plsと大腸菌総脂質抽出物、MSP1E3またはMSP1D1を任意のモル比で混合し

4 ℃で 1時間攪拌した。その後、SM-2 Bio-Beads (Bio-Rad) を加え、4 ℃で一晩攪拌した。

この試料を 4 ℃、20,630 xgで 10分間遠心分離して上清を回収した。Glycerolを含まない

ゲルろ過Bufferで平衡化したSuperose6 increase 10/300に上清をアプライして、Nanodisc

再構成された Plsを回収し、100 kDa cut-off Amicon Ultra-4 concentratorで濃縮した後、

－80 ℃で保存した。 

 

2-12. Plsの透過型電子顕微鏡観察の試料調製 

観察試料を 0.02-0.05 mg/mL程度に、試料と同じ界面活性剤を含んだゲルろ過 Bufferで

希釈した。カーボン支持膜が張り付けられたメッシュグリッドに対して PIB-10で 1分間グ

ロー放電を行い親水化処理した。希釈した 3 Lの観察試料をグリッドのカーボン支持膜に

滴下して 1分間静置した。ろ紙で観察試料を吸い取った後、3 Lの超純水をカーボン支持

膜に滴下してろ紙で吸い取る作業を 2回繰り返した。その後、3 Lの 1 %酢酸ウランをカ
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ーボン支持膜に滴下してろ紙で吸い取る作業を 2 回繰り返し、観察までデシケーター内で

保存した。このグリッドを透過型電子顕微鏡を用いて、観察倍率 80,000倍で撮影した。 
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終章 結言 

本研究ではバイオプロセスによる物質生産の発展を目指し、研究途上にある膜内在性酵

素の立体構造や反応機構を理解、機能改変するために、工業的な応用が期待されている中鎖

アルカン水酸化酵素 AlkB と、抗菌性ポリマーの-PL を合成するポリリジン合成酵素 Pls

の構造生物学的な実験を行ってきた。 

不活性な中鎖アルカンを位置特異的に水酸化する AlkB は、合成化学的な反応と比べて

省エネルギーであるため工業応用が期待されている。本研究では AlkBの利用価値を更に高

めるために、低級アルカンの水酸化能の付与を目指して、基質特異性の改変や、立体構造の

解析を試みた。AlkBの水酸化可能なアルカンの炭素鎖長の上限は、Trp55が基質結合ポケ

ットの底部を形成することで決定していると推定されている。AlkBのアミノ酸配列に基づ

く二次構造予測や膜貫通領域予測から Trp55 近傍に位置すると推定されるアミノ酸残基に

変異を導入し基質特異性の改変を試みた。その結果、野生型より短いウンデカンまでしか水

酸化できない L59F変異体を作製することに成功しただけでなく、副次的ではあるが、活性

を向上させることにも成功した。変異体解析から、AlkBの基質結合ポケットの近傍に位置

すると予測される小さい疎水性側鎖を持つアミノ酸を、嵩高いアミノ酸に置換することで

基質特異性の改変や、活性の向上が可能であることが示唆された。また本研究では、結晶化

が不要なクライオ電子顕微鏡単粒子解析法による AlkBの構造決定を目指した。この手法は

測定試料の分子量が 100 kDa以上で、対称性を持つ試料であるほど高分解能で構造決定で

きる。そこで、AlkBに対称性を持つ多量体の膜タンパク質を融合させることで対称性を高

めつつ高分子量化する手法を考案し、AlkBに三量体を形成するアンモニアトランスポータ

ーの AmtBを融合させた AmtB-AlkBを作製した。AmtB-AlkBを様々な界面活性剤で可溶

化・精製することで、試料調製方法を最適化し、収量を当初の 10倍以上に増やすことがで

きた。更に、可溶化状態で脂質環境を再現できるNanodisc再構成を行うことで、三量体を

維持した高純度試料を得ることができ、透過型電子顕微鏡で観察したところ、均一な粒子径

を持つことが分かった。今後、AlkBの構造を決定することで、より合理的な変異体設計が

可能になり、工業応用に向けて大きく進展させることができる。また、この新規手法による

構造解析が可能であれば、AlkB以外の小さな膜タンパク質に幅広く応用することで、数多

く存在する膜内在性酵素の研究を加速させる基盤技術になることが期待される。 

-PL は抗菌性と生分解性を活かした食品防腐剤としての利用価値があるだけでなく、ポリ

アミド系プラスチックのナイロン 6 と化学構造が非常に類似していることから、これを合

成する Pls は、今までにないポリアミド系バイオプラスチックを生産できる可能性のある
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酵素として注目されている。Plsのポリマー伸長反応のメカニズムは明らかになっておらず、

機能改変は困難であるため、Plsの反応機構を明らかにして機能改変を行うために、構造決

定を目指した。まず初めに基質の L-リジンの認識と ATPを用いた活性化を担う、Plsのア

デニル化ドメイン (Pls-A) の結晶構造解析を行った。その結果、Pls-Aは、基質 L-リジンの

アミノ基と Glu217 が塩橋を形成することで、L-リジン特異的な反応を可能にしているこ

とが明らかとなった。この成果は L-リジン特異的 Aドメインの最初の構造及びNRPS Aド

メインの特異性を決める非リボソームコードの情報の提供に貢献した。AドメインはNRPS

のドメインスワップによる新規機能性ポリペプチド合成において非常に重要な要素である。

そのため、本研究で得られた Pls Aドメインの立体構造や基質認識機構の知見は、Plsの応

用だけでなく、既存のバイオプロセスによる物質生産の改良にも繋がることが期待される。

また、Pls全長の構造解析に向けて高純度 Plsの調製法を確立することができた。現在はク

ライオ電子顕微鏡単粒子解析を行っており、構造決定に向けて大きく進展させることがで

きた。 

本研究では、バイオプロセスによる物質生産の要となる酵素の中でも、研究途上にある

膜内在性酵素について構造生物学的研究を行ってきた。研究対象にした膜内在性酵素は特

に工業的な応用が期待されており、本研究は、これらの応用研究の進展に寄与することがで

きたと考えられる。本研究で提案したような新規試料調製法や、近年急激に発展した機械学

習を用いたタンパク質構造の予測などを使い、膜内在性酵素の応用研究が今後さらに進展

することで、既存のバイオプロセスの改良だけでなく新規有用化合物の生産が期待される。 
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