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はじめに

近年の合成生物学・代謝工学技術の進展に伴い，「微
生物が生産しているもの」を「大量に・効率よく」作る
ことから，「これまで実現不可能であった有用化合物を
微生物で作る」ことが可能になりつつある 1,2)．そのた
めには，バイオ生産性向上を目的とした新規代謝経路の
創生が必須であるが 3)，まだまだ試行錯誤プロセスを経
るものが多く，合理的でシステマティックな手法の開発
が望まれる．近年，KEGG・BRENDAなどの各種デー
タベースには，代謝経路に関する豊富な知識が蓄積され
てきており，代謝工学において生物・化学情報解析によ
る知識抽出が重要な役割を果たしてきている．本稿で
は，筆者らが開発している非天然の代謝経路を設計する
ツール：BioProVをもとに，有用酵素の創製および探索
によるイソプレンの新規バイオ合成経路の創生について
述べる．

BioProV：人工代謝経路の設計ツール

当該ツールでは，目的の（非天然の）有用化合物をイ
ンプットデータとしてシミュレーションを開始すると，
生体内の既知の化合物から目的の化合物までをつなぐ人
工代謝経路の候補を探索し，表示することが可能である．
概要は以下の通りである（図1）．
1． KEGGやBRENDAといった代謝反応・酵素反応が

格納されているデータベースから，個々の酵素とい
う概念を外し，化学反応パターンだけを記述した．
そして，同様の化学反応パターンを一つの化学反応
として再分類化し，コンピュータに学習させた（図
1a）．

2． 学習の方法としては，各反応において，前駆体と生
成物をSMILESという表記方法で記述し，その反
応メカニズムをSMIRKSという方法ですべて記述
した（図1b）．

3． 実際のシミュレーションにおいては，目的化合物を
SMILESで記述し，インプットデータとする．そし
て，それをもとにランダムに，かつ網羅的に前駆体
を逆合成していく．その逆合成された前駆体の中に，
生体内での存在が既知の化合物が出てくるとシミュ
レーションが成功となる．つまり，その既知の生体
化合物を出発物質として，設計された人工代謝反応
を実現することができれば，目的の化合物が生合成
できる（図1c）．

このようにして開発した上記ツールをバイオイソプレ
ンの生産に利用した．イソプレンは自動車タイヤなどの
原料として使われる合成ゴム（ポリイソプレンゴム）の
原料として使用される．イソプレンはポリイソプレンの
モノマーとして，また，二次代謝産物の構造単位として
幅広い生物の細胞内に存在しうる物質であるが，多段階
の酵素反応となるため，その合成経路を最適化するのは
難しい．さらに1分子のイソプレンを生成するためには，
エネルギー物質であるATPが3分子必要であるので，エ
ネルギー的に大きな不利となる（図2a）．そこで，ATP
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図1．人工代謝経路設計ツール（BioProV）の実装内容
図2．（a）既知のイソプレン合成経路と（b）BioProVにより探
索された人工代謝経路
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の消費が抑制できる効率のよい新規バイオ合成経路を探
索した．

BioProVのシミュレーションにより得られた複数の代
謝経路の候補のうち，計算により求めた反応のギブスエ
ネルギー変化から自発的に反応が進行しやすいと思われ
るもの，かつ必要とする反応段階数が少ないものを絞り
込み，新規のバイオイソプレン合成経路として選択した
（図2b）．本経路では非天然の反応中間体Mを経由する
ことで，メバロン酸から2段階でのイソプレン生成が可
能で，反応に必要なATPも1分子で済むため，既知の経
路と比較してエネルギー的に有利なイソプレン生成経路
であると言える．

BioProVのように代謝反応の新規探索および設計がで
きるツールは，規模や特徴は違うが，世界中ですでにい
くつか開発されており，コンピュータ上で設計すること
はある程度可能になっている 4)．今後必要とされる技術
は，設計した人工代謝反応を実現する酵素をいかに早く，
そして効率良く創製できるかである．今回筆者らは，非
天然の中間化合物（M）からイソプレンを合成する酵素
を作りだすことに成功したので，これについて紹介する．

酵素変異体の合理的設計に基づく 
新規人工代謝経路の実現

代謝設計を行うツールによって見いだされた人工経路
を実現するにあたっては，反応前駆体および目的化合物
は固定されることになる．そのため，その反応を触媒す
る鋳型酵素の選択は重要となる．近年では，選択した鋳
型酵素と天然の基質との結合情報を基にしたシミュレー
ションにより，想定する前駆体化合物が基質となりうる
か予測することも始まっており，今後完全な新規代謝経
路の設計については更なる活発化が見込まれている 5)．

BioProVにより設計された二段階からなる新規バイ
オイソプレン合成経路において，非天然の反応中間体
Mからイソプレンを生成する酵素の鋳型として，
Saccharomyces cerevisiae由来のジホスホメバロン酸デ
カルボキシラーゼ（MVD，EC 4.1.1.33）を選択した．
MVDは，メバロン酸経路において (R)-5-ジホスホメバ
ロン酸（MevPP）とATPを基質とし，MevPPの3位
OH基のリン酸化を一度行った後に，脱リン酸化に伴う
脱炭酸反応を触媒することでイソペンテニル二リン酸を
生成する酵素である．天然の基質であるMevPPと反応
中間体Mを比較すると，反応に必要な -OH基および
-COOH基を含む骨格構造が一致している．よってアミ
ノ酸変異導入によりMVDに反応中間体Mを基質として
認識させることでイソプレンを生成することが可能とな

ると考え，合理的設計手法に基づきMVD変異体の構築
を行った．
合理的手法による酵素変異体の設計とは，酵素と基質
の構造情報からピンポイントにアミノ酸変異を導入する
ことで，少ないライブラリー数で目的の機能を満たす変
異体を獲得しようとするものである．この場合，鋳型と
なる酵素の結晶構造や活性中心残基，酵素と基質との結
合情報が必要となり，情報が豊富であるほど確度の高い
検討を行うことができる．近年ではこれらを計算する分
子モデリング・シミュレーションソフトウェアの開発が
盛んに行われており，タンパク質立体構造のモデリング
や，酵素活性中心の予測，基質との結合様式の候補の計
算などが可能となってきている．今回そのようなソフト
ウェアの一つであるMOE6)を用い，各基質とのMVD
結合モデルを構築し，以下の三つの指針に従いMVD変
異体を設計することとした（図3）．
指針1．ATPとの結合力の維持
指針2．酵素－基質複合体の結合親和力の向上
指針3．基質の取り込みの促進
まず，MVDの触媒する反応は，脱炭酸反応が起こる

MevPPとATPを必要とする2基質反応である．よって
ATPとの結合力を維持するために，ATPとの結合に関
与するアミノ酸残基には変異を導入することは望ましく
ない（指針1）．次にMVDの基質結合部位を見てみると，
酸性残基や極性残基がクラスター化しており，MevPP
の -OPP基と強く相互作用して安定化しているが，反応
中間体Mの持つ -C=C基とは相互作用できず，van der 
Waals体積も，それぞれ278 Å3（MevPP）と168 Å3（反
応中間体M）と異なるため，反応中間体Mでは基質結
合ポケットには空隙が存在し不安定化していると思われ
た．実際に結合モデルからaffinityを計算すると，それ
ぞれ-12.0 kcal/mol（MevPP）および-6.4 kcal/mol（反

図3．（a）MevPPまたは（b）反応中間体MとATPが結合した
MVDモデル図と，基質と各アミノ酸残基との相互作用図．
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応中間体M）であり，反応中間体Mは天然の基質の
1/105以下の結合力しか持たないことが明らかとなった．
これより疎水性残基の導入や嵩高いアミノ酸残基によ
る基質結合ポケットの縮小により，MVDと反応中間体
Mとの親和力の向上を狙った（指針2）．またMVDと
MevPPについて両者の構造を固定せず，induced-fitを
考慮し，それぞれ立体配座を変化させながらドッキング
シミュレーションを行うと，上述の酸性 /極性クラスター
部位がまずMevPPの -COOH基と相互作用した後に，
-OH基，-OPP基と次々に相互作用部位を変えて，MVD
内部にある活性中心に向けて奥へ奥へと送り込んでいく
様子が見受けられた．MevPPについてはこのような相
互作用の受け渡しを駆動力として効率的な基質取り込み
が行われていると予測されたため，反応中間体Mの取り
込みを期待し，基質結合部位入り口の空間を大きく，ま
た基質の通り道に変異を導入することとした（指針3）．
これら指針に基づき作製したMVD変異体を大腸菌に

て発現・精製し，反応中間体Mを基質として in vitroで
の酵素反応を行い，生成したイソプレンを測定すること
で各酵素を評価した．その結果，野生型のMVDでも少
量ながらイソプレンが検出できた一方で，上述の設計指
針に従い作製したMVDの一残基変異体により，野生型
の100倍以上のイソプレン生成を達成した（図4，変異
体M2）．また，この他にも各指針に基づき高活性な
MVD変異体を多数取得することができたため，これら
を組み合わせることで，最終的に105倍以上の非常に高
活性なイソプレン生成MVD変異体の獲得に成功した
（図4，変異体M10）7)．構築した変異体モデルと反応中
間体MおよびATPとのaffinityを計算したところ野生型
MVDからさほど変化が見られなかったことから，主に
基質取り込みの促進により酵素活性が向上したのではな

いかと推察している．
鋳型酵素の基質特異性を変化させて目的化合物を生産
する場合，新規化合物への親和力と反応性を高めるとと
もに，天然の基質に対しては逆に親和力を下げることも
考慮する必要がある．生体内化合物として天然の基質が
存在している場合は競合反応となってしまい，目的の化
合物の生成が阻害されるためである．合理的設計に基づ
く変異体構築を行い，前駆体化合物に対する新たな触媒
活性の発現と，天然化合物への親和力低減を達成した新
規人工代謝経路の創生も，近年では報告されている 8)．
実際に，今回取得したMVD変異体についても，元の基
質であるMevPPに対する酵素活性の低下を確認してい
る．さらに，大腸菌内でMVD変異体を発現させ，培地
中に反応中間体Mを添加して一晩培養したところ，イ
ソプレンを生成していることが明らかとなった．大腸菌
は非メバロン酸経路を有しているため細胞内にMevPP
は存在しないとは言え，今回 in vivoにおける非天然の
化合物を用いた人工代謝反応の実現に成功したと言え
る．現在は上記と同様の指針により，新規バイオイソプ
レン合成経路の前半反応である，生体内化合物であるメ
バロン酸から末端OH基の脱水反応により，反応中間体
Mを生成する脱水酵素の変異体獲得に向けた研究を進
めている．

新規代謝経路の構築に有用な酵素の探索

天然には存在しない新規の代謝経路の構築において，
反応を触媒する酵素の合理的な変異体設計と合わせて，
使用する酵素自体のスクリーニングも並行して行うこと
で，人工経路の実現化および生産性の向上が期待できる．
近年では，特定の化合物と結合して特定遺伝子の翻訳が
開始されるアロステリック制御された転写因子を用いた
ものや，目的化合物の結合によるスプリット蛍光タンパ
ク質の蛍光回復を利用したものなど，多岐にわたるスク
リーニング系が構築されている 9)．メバロン酸経路に関
連して，(R)-5-ホスホメバロン酸（MVA5P）を効率的
に脱炭酸する酵素の活性と大腸菌の成長速度をリンクさ
せることで選別を行い，野生型の2.4倍の活性を持つ変
異体の獲得に成功した例も報告されている 10)．筆者らの
研究においては培養液に基質である反応中間体Mを添
加し，測定用バイアルに密閉して培養を行い，そのまま
培養ガス中のイソプレンを測定すればよいため，酵素の
単離精製および生成物の分離などを行う必要がなく，高
効率なスクリーニングを行うことができる．実際に異種
由来のMVDについて複数検討したところ，使用してき
たS. cerevisiae由来MVDの野生型と比較して反応中間

図4．野生型MVD（WT）が，反応中間体Mから生成したイ
ソプレン量を1とした場合のMVD変異体（M1～M10）の比
活性および各変異体の系統図．
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体Mからイソプレンへの変換能力が20倍以上高い異種
由来MVDを見いだすことに成功している．
一般的に酵素の人工代謝経路の構築においては，基質

の構造類似性から鋳型となる酵素にある程度あたりを付
けたうえで，由来の異なる酵素群から高活性体を探す手
法が主流である．一方で，基質の構造が大きく異なる酵
素や，EC番号の分類上では本来反応を触媒しないはず
の酵素においても，目的とする反応が進行することがあ
る．バイオイソプレンの生合成について見てみると，本
来はC11～C18の長鎖脂肪酸を基質とするような長鎖
脂肪酸デカルボキシラーゼおよびオレイン酸ヒドラター
ゼの二つの酵素を用いることで，メバロン酸からイソプ
レノールを経た2段階でのイソプレン生成が報告されて
いる 11)．また，筆者らのチームでは検討を進める中で，
本来はATPを消費してメバロン酸の3位のOH基をリン
酸化する酵素であるThermoplasma acidophilum由来の
メバロン酸キナーゼ（M3K）が，反応中間体Mをリン
酸化するのみならず脱炭酸反応まで触媒することでイソ
プレンを効率的に生成することを見いだしている．
MVDとM3Kについては，構造の比較からMVDにおけ
るリン酸化に関わるアミノ酸残基の特定と，その後に配
座変化に伴う脱リン酸化を経て脱炭酸反応が進行する機
構が明らかとなってきている 12)．また，M3K本来の基
質であるメバロン酸と比較して小さい基質について，
M3Kであっても脱炭酸反応しうるという報告がある 13)．
よって，基質ポケット内部で立体配座が固定されるメバ
ロン酸とは異なり，affinityが弱く小さい反応中間体M
については同様に，リン酸化後に脱炭酸反応が進行して
いるのではないかと推察している．このようにすでに知
られている基質特異性や酵素の分類から少し離れて，鋳
型として使用する酵素のスクリーニング範囲を拡張する
ことも時に有用である．本来は脱炭酸能力を持たないは
ずである酵素であるにもかかわらず，上述の鋳型酵素で

あるS. cerevisiae由来MVDの103倍以上のイソプレン生
成能力を示しているのは非常に興味深い．今後は酵素の
スクリーニングで見いだした異種由来MVDとのアミノ
酸配列の違いをMVDにフィードバックし，またこれら
に合理的設計に基づくアミノ酸変異を適応することで，
さらなる反応性の向上を目指す．

おわりに

今回，有用物質生産を志向した新規人工代謝経路の創
生に向けて，筆者らが開発したBioProVによるバイオ
イソプレン生産経路デザインと，合理的設計による有用
酵素の創製および探索を行った．非天然化合物を介する
反応経路であっても，鋳型酵素の選択と変異体の設計に
より構築しうることは，代謝デザインの自由度を増すこ
とにつながる一つの大きな指針であり，今後は代謝デザ
インと酵素デザインの両方面からの更なる取組みを進め
たい．
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