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１． 研究のねらい 

石油に代わる再生可能エネルギーを効率的に生産できる基盤技術の開発は、人類の永続

的繁栄のために必須の課題です。藻類は、軽油や重油の主成分であるアルカンの生産能力

が高いことから、非枯渇性資源であるバイオ燃料の生産源として注目されています。しかし現

在、藻類によるバイオ燃料の生産効率は低く、その高効率化が急務となっています。 

ラン藻によるアルカン合成には、アシル－アシル輸送タンパク質還元酵素（AAR）とアルデヒ

ド脱カルボニル化酵素（AD）という２つの酵素が関与しています。AAR は、脂肪酸アシル ACP

を基質としてアルデヒドを合成します。次に AD は、アルデヒドから軽油相当のアルカンを合成

します。これらの酵素を大腸菌で共発現させると大腸菌がアルカンを合成可能になることから、

AAR と AD がアルカン生合成の鍵を握っています。しかし、その酵素活性は低く、また、立体構

造や機能発現機構も未解明でした。そこで本研究では、これら２つの酵素の立体構造や機能

発現機構を解明するとともに、それに基づいて酵素活性を向上させた変異体を創出し、ラン藻

によるアルカン合成を高効率化することを目的としました。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究では、ラン藻由来のアルカン合成関連酵素である AAR と AD の活性を向上させた変

異体を創出するために、次の A～E の研究を行い、下記の成果を得ました。 

研究テーマ： 

A. AD の網羅的変異解析 

B. AAR の網羅的変異解析 

C. AD, AAR の立体構造解析 

D. 進化分子工学による高活性化 

E. ラン藻への導入 

得られた成果： 

・AD の酵素活性を３倍に向上させる変異体が得られた。 

・様々な生物種由来 AAR の活性と基質特異性が明らかになった。 

・AD と AAR の機能発現に重要なアミノ酸部位が明らかになった。 

・NMR 法を用いたリガンド結合部位同定法を開発した。 

・AD と AAR の立体構造とダイナミクスについての知見が得られた。 

・AAR を高活性化するための進化分子工学的手法を開発した。 

・野生型の AD と AAR をラン藻に導入し、アルカン合成量の増大を確認した。 

 



 

（２）詳細 

研究テーマＡ「AD の網羅的変異解析」 

 Nostoc punctiforme PCC 73102由来AD（NpAD）の全部位を１つずつアラニンに置換した変異

体 231 個を作成し、それらの活性を測定するという網羅的なアラニンスキャン変異解析を行い

ました。実験を高速化するために、AARとADを共発現させた大腸菌によるアルカン（アルケン）

の合成量を酵素発現量で規格化し、酵素活性を求めました。その結果、AD の機能発現に重要

な部位や、変異によって高活性化しうる部位が明らかになりました。１か所をアラニンに置換す

るだけで２倍近く活性が向上する部位もありました。また、このような高活性化変異部位を様々

な種類のアミノ酸に網羅的に置換する飽和変異解析を行った結果（100 変異体以上を作成）、

１アミノ酸置換だけで活性が３倍に向上する変異体が得られました（図１）。さらに、高活性変異

体の可溶性を向上させるために多重変異体の作成も行いました。 

AD タンパク質中にはフリーのシステイン残基が３つ存在します。これらが非天然の S-S 結合

を形成して凝集体形成や失活などを引き起こす可能性があるため、システイン残基の数を減ら

した AD 変異体を作成しました（論文発表２）。これらの変異と、上記の高活性化変異を組み合

わせることにより、システイン残基数の少ない高活性型 AD が得られると期待されます。 

 

研究テーマＢ「AAR の網羅的変異解析」 

まず、様々なシアノバクテリアに由来する AAR を比較した結果、Synechococcus elongatus 

PCC 7942 由来 AAR（SeAAR）は酵素活性と可溶性が高く、アルカン生合成の実用化に有用で

あることがわかりました。また、由来する生物種によって AAR の基質特異性が異なることが明

らかになりました（論文執筆中）。SeAAR とは基質特異性の異なる Synechococcus sp. PCC 

7336 由来 AAR は可溶性が極めて低かったのですが、SeAAR に近づけるようなアミノ酸置換を

１つ導入するだけで可溶性が大幅に向上し、アルカン合成量の増大が可能になりました（論文

執筆中）。 

次に、最も高活性だった SeAAR に対して、網羅的なアラニンスキャン変異解析を行いました

（340 個の変異体を作成）。その結果、AAR の機能発現に重要な部位、特に、触媒活性に必須

のシステイン残基や NADPH 結合部位などが同定されました（論文執筆中）。また、AAR よりも

図１．アルデヒド脱カルボニル化酵素（AD）の網羅的変異解析によって得られた変異体

の活性。300 個以上の変異体を作成した。野生型との比活性の高い順に並べてある。 



 

ADの活性が低く、アルカン生合成における律速段階はADによる触媒反応であることが明らか

になりました。 

 

研究テーマＣ「AD, AAR の立体構造解析」 

NMR 法、Ｘ線結晶構造解析、Ｘ線溶液散乱法などの構造生物学的手法を用いて、AAR と AD

の立体構造や基質結合部位の同定、および、機能発現に重要なダイナミクスの検出等を目指

しました。 

まず、NMR 法により、酵素の基質結合部位の同定を目指しました。その際に、NMR 法を用い

てタンパク質上のリガンド結合部位を解析する新たな手法を開発しました。この手法では、特

異値分解法とグローバル解析法という数学的手法を組み合わせて、NMR 滴定実験のデータを

解析することにより、複雑な結合様式であっても、リガンド結合部位と結合の強さを正確に求め

ることができます（図２）（論文発表１、著作物１）。開発された解析法を AD と AAR に適用するこ

とにより、基質や補酵素の結合部位や結合の強さを同定することができます。この情報に基づ

いて、結合部位周辺に様々なアミノ酸置換を導入し、酵素の高活性化が可能になると期待され

ます。 

MIT9313由来ADの結晶構造は既知であったため、この構造に基づいた相同性モデリングに

より NpAD の立体構造を予測しました。次に、NpAD の構造を用いた分子動力学シミュレーショ

ンにより、酵素活性に重要なダイナミクス（動きや揺らぎ）を調べました。この結果は、AD の高

活性化変異を導入する上で有用です。 

AAR の立体構造は未知であったため、Ｘ線結晶構造解析による構造決定を目指しました。し

かし AAR は非常に凝集しやすい性質を持っていたため、結晶化は難航しました。最近、可溶性

図２．NMR によるリガンド結合部位同定法の概要。(a) タンパク質にリガンドが結合すると

NMR スペクトルのピーク位置が移動する。曲線的なピーク移動は、複雑な結合様式の存在

を示唆する。(b) このデータを本手法で解析すると、結合によるピーク移動距離（化学シフト

変化）のアミノ酸残基依存性が得られる。(c) この結果をタンパク質の立体構造上にマッピ

ングすれば、リガンド結合部位を可視化できる。Adapted with permission from ref. 1. 

Copyright 2012 American Chemical Society. 



 

の高い AAR を得ることができ、Ｘ線溶液散乱法や円二色性スペクトルによる構造解析も行いま

した。今後、この高可溶性 AAR の結晶化を進めていく予定です。一方、理論的な手法を駆使し

て AAR の立体構造予測を行った結果、上記の変異解析結果とコンシステントな立体構造モデ

ルを得ることができました（論文執筆中）。 

 

研究テーマＤ「進化分子工学による高活性化」 

ランダムに変異を導入して高活性変異体を迅速にスクリーニングする進化分子工学実験を

行うために、AAR の酵素活性を大腸菌コロニーの発光で検出できるシステムを開発しました。

現在、このシステムを用いて、AAR の進化分子工学実験を行っています。また、この手法は、

高活性型 AD の進化分子工学実験にも適用可能です。 

 

研究テーマＥ「ラン藻への導入」 

 野生型の SeAAR と NpAD を染色体上に導入した Synechocystis sp. PCC 6803 の変異株を

作成しました。その結果、ラン藻によるアルカン合成量が２倍に増加することを確認しました。 

 

３． 今後の展開 

本研究により、ラン藻由来のアルカン合成関連酵素 AAR と AD の立体構造や機能発現機構、

高活性化変異部位などが明らかになりつつあります。これらの基礎データを用いた変異解析（飽

和変異、組み合わせ変異など）および進化分子工学実験によって更なる活性向上が可能と期待

されます。得られた高活性型変異体をラン藻に導入することにより、ラン藻によるアルカン合成の

高効率化が期待されます。 

本研究では、ラン藻によるアルカン合成の最終段階にある酵素の最適化を試みました。今後、

ラン藻によるアルカン合成の更なる高効率化のためには、AAR の基質合成までの過程にある

様々な酵素の高活性化や、各酵素の発現量の調節、アルカン分泌系の構築など、ラン藻という

システム全体の最適化も必要です。また、タンパク質デザイン研究の最先端分野である新規高

活性酵素の理論的設計にも取り組んでいきたいと考えています。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

 （研究者） 

本研究では、「タンパク質の立体構造に基づく合理的設計」と「網羅的変異解析に基づく経

験的設計」の２つのアプローチ法により、ラン藻由来のアルカン合成関連酵素 AD と AAR の高

活性化を目指して研究を開始しました。これらは相補的なアプローチであり、どちらか一方が

困難であっても、酵素活性を確実に向上できると期待されました。研究開始当初は、両アプロ

ーチを並行して進めましたが、酵素の立体構造解析が難航したため、２年目以降は網羅的変

異解析に基づく酵素高活性化に注力して研究を進めました。アルカン生合成における律速段

階が AD による触媒反応であることが明らかになったため、特に AD の高活性化を目指しまし

た。その結果、１アミノ酸置換だけで野生型の３倍の活性を持つ AD 変異体を得ることができま

した。また AAR については、進化分子工学的手法による高活性化を進めるための技術開発を

行うことができました。さらに、AD と AAR を合わせて 1000 個近い変異体を用いた網羅的変異



 

解析によって、両酵素の機能発現に重要な部位などの基礎的な知見も多く得ることができ、今

後、何本もの論文として発表していく予定です。立体構造解析についても、理論的手法の活用

や高可溶性 AAR の探索などにより、有用な知見が得られつつあります。研究費は主に、アル

カンを定量するための装置や細胞培養関係の装置、および、変異解析のための消耗品費等

に使用し、適切に執行されたと考えております。 

以上のように、AD と AAR の両酵素を、変異解析と構造解析の２つのアプローチで徹底的に

研究することにより、「酵素の立体構造や機能発現機構の解明」および「酵素活性を向上させ

た変異体の創出」については、当初の目標は概ね達成できたと考えています。一方、本研究

では、最終的には、高活性化した酵素をラン藻に導入し、アルカン合成の高効率化を達成す

ることを目指していました。野生型のADとAARをラン藻に導入し、アルカン合成量の増大を確

認する段階までは実施できましたが、今後、高活性化した AD とAAR の変異体をラン藻に導入

し、ラン藻によるアルカン合成の飛躍的な高効率化の達成を実現することが課題として残され

ています。 

本研究で用いた酵素 AAR と AD は、ラン藻や大腸菌などを用いて軽油相当のアルカンを生

合成する上で鍵となる酵素です。高活性化した AAR と AD をラン藻や大腸菌などに導入するこ

とにより、今後、石油に代わる再生可能エネルギーの効率的な生産の実現が期待されます。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った） 

 （研究総括） 

ラン藻由来のアルカン合成関連酵素であるAARとADの網羅的変異解析を行い、ADの酵素

活性を３倍に向上させる変異体を得ることができた。また、AARとADの機能発現機構や立体

構造に関して様々な基礎的知見を得ることができ、今後、これらの酵素をラン藻によるアルカ

ン合成に適用する上での基礎を築くことができた。非常に手間のかかる手法ながら、新しい

考え方で酵素活性の向上にアプローチし、着実に研究を進めた点は評価できる。また、精力

的に研究を実施し、研究者としてのスタイルができつつある。これは「さきがけ」の成果であ

る。 

次には、高活性化した酵素をラン藻や大腸菌に導入して実際に応用へとすすめ、物質生

産性として本成果を評価するところまで進められることを期待する。また、今後さらに、成果を

論文としてまとめることが期待される。 
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