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アブストラクト

Arthrobacter sp. K-1 株由来のβ - フルクトフラノシダーゼはラクトースとスクロースを原料として、整

腸作用やミネラル吸収促進作用を有する機能性オリゴ糖ラクトスクロース（特定保健用食品）を合成する

酵素であり、現在のところバッチ法による工業生産プロセスに利用されている。近年、二酸化炭素排出量

抑制や廃棄物量の低減、エネルギー利用効率の向上等を背景として、製糖プロセスの効率化が求められて

おり、耐熱性酵素を固定化したバイオリアクターシステムによる連続反応への移行が望まれている。これ

までの研究で、野生型酵素に 5 つのアミノ酸変異を導入した 24Y447P 変異体を取得して耐熱性の大幅な

向上に成功しているが、オリゴ糖を効率的に生産するためには更なる耐熱化が不可欠であり、地球シミュ

レータを用いた大規模シミュレーションによってこれまでに取得した耐熱化変異体の機構解析や耐熱化に

有効なアミノ酸変異を予測する事を目的としている。本研究では、フラグメント分子軌道法を用いて野生

型β - フルクトフラノシダーゼとその耐熱化変異体 24Y447P とを解析して分子内相互作用を比較し、安

定化機構の解析を行った。

フラグメント分子軌道法は北浦らによって考案された非経験的分子軌道法であり、従来法では莫大な計

算が必要とされるため不可能とされてきた生体高分子の分子軌道計算を、分子をフラグメント分割するこ

とで高速に見積もる事を可能にしたもので、中野らによって解析ソフトウェア ABINIT-MP として実装さ

れた。我々は 1 アミノ酸を 1 フラグメントとして分割して解析を実施し、β - フルクトフラノシダーゼの

耐熱化に最も寄与する 447 番アミノ酸の変異によって、24Y447P の構造が水素結合 2 本分に相当する約

-7.4 kcal/mol 安定化されている事を明らかにした。

キーワード：　フラグメント分子軌道法、耐熱性酵素、耐熱化機構
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1.　背景

1.1　本プロジェクトの目的

近年、急速な高齢化社会への移行と健康への強い志向から健康の維持・増進、疾病の予防と回復な

どに関わる生体調節機能が食品に求められるようになってきている。糖質においても様々な生理機能

を有することが解明され、なかでもオリゴ糖はビフィズス菌選択的増殖因子の素材として消費者庁が

許可する特定保健用食品などで利用されている。

現在、オリゴ糖の多くは微生物由来の酵素を用いて合成されており、整腸効果やミネラルの吸収促

進効果を有するラクトスクロース（乳糖果糖オリゴ糖）も Arthrobacter sp. K-1 株の生産するβ - フル

クトフラノシダーゼ（β -FFase、 EC3.2.1.26）1）を作用させて製造している。ラクトスクロースをは

じめとする有用なオリゴ糖を省エネルギーかつ地球環境に優しい方法で工業生産させるためには、樹

脂などの不溶性担体に酵素を固定化して連続反応させるバイオリアクターシステムの構築が有効であ

る。バイオリアクターシステムでは反応中の微生物汚染や原料糖の析出を防止するために、50 ～ 65℃

の高温域に温度を保つ必要があるが、既存のβ -FFase は温度安定性が 45℃程度と低く、連続反応に

は適していなかった。

我々はこれまでの研究で、ランダム変異法を用いて Arthrobacter sp. K-1 株由来のβ -FFase の温度安

定性に寄与するアミノ酸を数残基特定し、さらに、該アミノ酸残基を所定のアミノ酸に置換すること

により耐熱性を向上させた変異体酵素を取得している（発明の名称 : 新規なβ - フルクトフラノシダー

ゼ、その製造方法及びその利用。特開 2010-148419）。

本研究では分子シミュレーションを中心とした理論計算手法を用いてβ -FFase の耐熱化機構を解明

し、より望ましい耐熱性酵素を理論設計するために、分子動力学法とフラグメント分子軌道法とを組

み合わせて酵素の安定性の評価を試みた。

1.2　Arthrobacter  sp. K-1 株が生産するβ -FFase の性質

β -FFase は別名インベルターゼとも呼ばれ、スクロースを加水分解してグルコースとフルクトー

スを生成する酵素であるが、中には糖転移反応によるオリゴ糖生成能を有している酵素がある。特に

Arthrobacter sp. K-1 株が生産するβ -FFase は、スクロースとラクトースの混合物を作用させるとラク

トースの還元末端側にフルクトースを結合した 3 糖を生成させる糖転移反応を触媒する（図 1）。ラク

トスクロースはスクロースとラクトースの構造を併せ持ち、難消化性で高いビフィズス菌増殖能を有

する機能性オリゴ糖である。
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図 1　Arthrobacter sp. K-1 株由来β -FFase が触媒する糖転移反応
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野生型のβ -FFase は 60℃で約 0.8 日の半減期を持つのに対し、我々が開発した耐熱化変異体

24Y447P は約 15.9 日、また 53℃では約 116.5 日と熱安定性が大幅に向上している（図 2、 表 1）。

24Y447P のアミノ酸配列には、5 つのアミノ酸変異が導入されており、このうち耐熱化に最も寄与

するのは 447 番のアミノ酸置換 PHE447PRO である。

表 1　固定化β -FFase の各温度に

対する半減期

野生型酵素 耐熱化酵素

60℃ 0.8 日 15.9 日

53℃ - 116.5 日
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図 2　野生型と耐熱化変異体の耐熱性比較

1.3　フラグメント分子軌道法の概要

フラグメント分子軌道法（FMO 法）は 1999 年に北浦ら 2）によって提案された分子軌道の計算方式で、

巨大な分子を小さなフラグメントに分割し、フラグメントモノマーとフラグメントダイマー（フラグ

メントペア）の計算のみから分子軌道を求める計算手法である。モノマーおよびダイマーの各計算が

完全に独立しており、PC クラスターを利用した大規模計算においても高い並列化効率が期待できる。

FMO 法では各フラグメント間に働くエネルギーをフラグメント間相互作用（Inter-Fragment 

Interaction Energy: IFIE）として求めることができる。例えばタンパク質分子をアミノ酸単位でフラ

グメンテーションすれば、薬剤とその標的タンパク質間の結合に関与するアミノ酸残基の特定や結合

エネルギーの正確な評価が可能である 3）4）。

我々は FMO 法を用いて、β -FFase の耐熱化に重要な 447 番アミノ酸のプロリン残基が野生型のフェ

ニルアラニン残基と比べて分子内相互作用にどのような影響を及ぼしているのか見積もり、FMO 法に

よる酵素の耐熱性評価の可能性を模索した。

2.　計算方法

2.1　タンパク質座標データの作成

X 線結晶構造解析により野生型β -FFase（GenBank ID: BAB72022）の GLY39-PHE532 に相当す

る領域の立体構造を解像度 2.0 Å で決定した。Discovery Studio Ver. 2.5（Accelrys K.K.）を用いて水

等の不要な分子を削除して水素原子を付加したβ -FFase の構造を、CHARM 力場中でエネルギー極小

化して以後のシミュレーションに用いた。耐熱化変異体の構造は野生型をテンプレートとした点変異

導入により構築し、CHARM 力場中で最適化を行った。両構造の座標データは PDB 形式で出力した。
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2.2　水和構造の構築

VMD Ver. 1.9（http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/）5）を用いて、β -FFase の分子表面から最

低 10 Å の厚みになるように箱形に水分子を発生させてタンパク質を水和し、NAMD Ver. 2.8（http://

www.ks.uiuc.edu/Research/namd/）6）を用いて周期境界条件下で 1 ns の構造最適化計算を実施した。

分子トポロジーとパラメータの定義には MacKerell らが公開している生体高分子向けの CHARM 力場

を用いた（Mackerell Laboratory: http://mackerell.umaryland.edu/MacKerell_Lab.html）7）。得られた

最安定構造から水分子を除去して FMO 計算に用いた。

2.3　FMO 計算

本研究では、地球シミュレータ上で動作実績のある ABINIT-MP8）を利用した。ベクトルプロセッ

サ用にチューニングされたバイナリは NEC ソフトウェア株式会社から提供して頂いた。

ABINIT-MP の自動フラグメンテーション機能を利用して入力構造を 1 アミノ酸毎にフラグメント

分割し、基底関数 6-31G を用いた FMO-MP29）計算を行った。代表的な実行情報を表 2 に示す。

表 2　野生型β -FFase の解析に関する実行情報

アミノ酸数 フラグメント数 原子数 電子数 基底関数の数

493 493 7424 28910 41782

ノード数 メモリサイズ ベクトル化率 並列化率 計算時間

16（128 CPUs） 10698 GB 97.9% 99.9% 2240 s

3.　FMO 計算の結果

水和極小エネルギー構造の FMO 計算から求めた 447 番アミノ酸と近隣アミノ酸間のフラグメント

間相互作用解析では、1 kcal/mol 以上のエネルギーを持つ相互作用の総和が野生型で -16.22 kcal/mol

だったのに対し、耐熱化変異体では -23.58 kcal/mol に改善していた。相互作用の変化には 2 つの特徴

が見られた（図 3）。
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図 3　447 番アミノ酸と周辺アミノ酸間に働くフラグメント間相互作用エネルギー (IFIE)

カットオフ値を 1 kcal/mol として抽出した。■野生型、■ 24Y447P。
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(1) 476-479 番のループ構造との相互作用が減少

447 番アミノ酸は分子表面に露出した 438-449 番アミノ酸

で形成されるループ構造の付け根に位置している（図 4）。野

生型の PHE は耐熱化変異体の PRO に比べて体積が 1.8 倍と

嵩高く、疎水性指数が 2.8（PRO: -1.6）の疎水的なアミノ酸

であり、水層に突きだしたPHEの六員環構造は不安定なため、

近接する 476-479 番のループ構造と疎水性的な相互作用が起

こると考えられる。一方、PRO 置換体では、側鎖が小さく、

また親水性であるため相互作用が減少したと考えられる。

(2) 449 番アミノ酸との安定性が 6.5 kcal/mol 向上

ループ構造中には元々 2 つのプロリン残基（PRO442、PRO445）が存在しており、耐熱化変異体

では 447 番が PHE から PRO に変異したことで、僅か 12 残基の範囲に 3 つの PRO が含まれている。

PRO は Cα から出た側鎖が、主鎖の窒素に結合して環状構造を形成する特殊なアミノ酸であり、立体

構造の自由度を規定するψ ‐ φ角を

著しく制限して主鎖に剛性を与える。

このようなアミノ酸変異は周辺構造

に歪みを生じさせるが、本酵素では

対向鎖にある GLY439-GLY440 の柔

軟なモチーフが吸収したと考えられ

る（図 5. a-b）。ラマチャンドランプ

ロットを比較すると 2 つの GLY 残基

のψ ‐ φ角は野生型と耐熱化変異体

で大きく異なっていたが、いずれも

許容範囲に収まっていた。またルー

プのトポロジーが大きく変化したこ

と で、GLY439 と ASP446 間 に 新

たな水素結合が形成されたほか、野

生型の LEU438 に生じていた歪みが

解消していた（図 5. c-d）。447 番と

449 番アミノ酸間には水素結合等の直

接的な相互作用が見られないことか

ら、これら複合的な作用が安定性向

上に寄与していると考えられる。

4.　まとめ

本研究では、野生型β -FFase と耐熱化変異体酵素とを FMO 法によって解析し、IFIE エネルギー

として見積もられる分子内相互作用エネルギーを比較して、FMO 法による酵素の耐熱化機構解析を試

図 4　447 番アミノ酸の周辺構造

　　　 ■野生型、■ 24Y447P。

図 5　447 番アミノ酸が属するループ構造

（a）野生型 - 上面図、（b）耐熱化変異体 - 上面図、（c）野生型 - 側面図、

（d）耐熱化変異体 - 側面図。上面図は主鎖と水素結合に関与する

原子を示した。側面図は主鎖のワイヤーモデルと 447 番アミノ酸

近傍の水素結合に関与するアミノ酸の一部を示した。－プロリン

残基によりψ - φ角の自由度が制限される領域、－グリシン残基

により柔軟性が高い領域、----水素結合。
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みた。その結果、耐熱化変異体 24Y447P に導入された 447 番アミノ酸の変異 PHE447PRO によって、

周辺構造に水素結合 2 本分に相当する約 -7.4 kcal/mol のエネルギー安定化が確認できた。

今後の課題としては、（1）溶媒やイオンを導入したより現実に近い条件での検討、（2）分極関数を

加えたより正確なエネルギーの見積もり、（3）分子動力学計算を組合わせた動的構造解析による立体

構造上の弱点の発見と、アミノ酸置換による耐熱化効果の推定、（5）変異体酵素の作成と性質解析等

を行い、より一層耐熱性を強化したβ -FFase の開発を目指す。

5.　ES 利用の有意性

タンパク質の耐熱化の分子機構としては、水素結合（0.48-4.8 kcal/mol）や塩橋（2.9-4.1 kcal/

mol）、ファンデルワールス力（0.1-1 kcal/mol）等の静電的相互作用の形成、疎水性相互作用（0.7-2.4 

kcal/mol）、S-S 結合（40 kcal/mol）などがある。タンパク質の立体構造は、これら複雑多岐にわたる

作用が相互に影響し合って成立しているが、酵素の機能型と変性型の自由エネルギー変化⊿ G は水素

結合数本分に相当する 4.8-14.3 kcal/mol に過ぎない。従って、タンパク質を理論設計するためには、

古典力場を用いた方法では精度的に不十分であり、分子軌道法によってより正確なエネルギーを見積

もる必要がある。

アミノ酸置換の影響を網羅的に調べるためには、変異場所やアミノ酸の種類を様々組合せて膨大な

計算を行うことになり、高速で多量の演算処理を行える大規模計算機が不可欠である。本研究で行っ

た性能評価では、CPU 数が同規模の Linux クラスターと比較しても、地球シミュレータを利用するこ

とで演算効率、演算速度ともに 20 倍に加速できる事がわかっている（16 ノード、128CPU 使用時）。

今後も我が国の産業技術を支える先端計算機として、地球シミュレータのような大規模計算環境が維

持されていく事が望まれる。
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