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1. はじめに 

酵素の利用分野は、食品、医薬、診断、洗剤、環境、バイオエネルギーなど、多岐に渡っている。一方、各

用途において酵素の基質特異性などの触媒能力が不十分な場合があり、その能力の改良は産業利用における重

要な課題である。 

現在、酵素を改良する技術として理論設計と進化分子工学が広く用いられている。理論設計では、立体構造

や活性中心構造、触媒機構についての詳細な情報を基に、有効と思われる変異を導入して改良を進める。一方、

進化分子工学は構造情報には依存せず、大腸菌などの異種宿主発現によって構築した膨大な変異ライブラリー

から、ハイスループットアッセイ法を用いたスクリーニングにより改良を進める。いずれも対象とする酵素を

直接改変する技術であり、酵素改良の成功例が報告されている。 

しかしながら、産業界で利用されている酵素には、理論設計で必須とされる立体構造が未決定のもの、ある

いは、進化分子工学に適したハイスループットアッセイ法や異種宿主発現系が未確立なものが少なくなく、新

たな改良技術の開発が求められている。 

 

2. モノボディによる酵素改良 －コンセプト－ 

新たな改良技術として、我々はシカゴ大学 小出昌平教授との

共同研究により、対象酵素は直接改変せず、人工結合蛋白質（モ

ノボディ）を酵素の活性中心近傍に結合させることで基質特異性

などの改良が可能ではないかと考え、その技術開発に取り組んで

いる（図 1）。 

モノボディとは、小出教授が開発された、フィブロネクチンIII

型ドメイン（FN3）を鋳型とする約100アミノ酸から成る人工結合

蛋白質である。構造表面のループのアミノ酸配列を多様化したコンビナトリアルライブラリーから、ファージ

ディスプレイ、酵母ディスプレイによる選別を経て、ターゲットに対して高い特異性と親和性を持つモノボデ

ィを効率的に創出することができる [1]。 

モノボディは活性中心のような機能性部位に好んで結合する性質を持つため、酵素の活性中心近傍に結合す

るモノボディの取得は比較的容易であると考えられた。また、約100アミノ酸という小さな構造を生かすこと

で、活性中心近傍の一部分のみに結合し、基質特異性を改変するモノボディを得ることも十分に可能であると

考えられた（図1）。 

 

3. モノボディによる酵素改良 －実証研究－ 

 今回、実証研究として、Bacillus circulans由来の β-ガラクトシダーゼをモデルに基質特異性の改良を試みた 

[2]。本酵素はガラクトオリゴ糖（GOS）生成能に優れ、多様な鎖長を持つオリゴ糖を生成する（図 2、上） [3]。

GOS の機能として、腸内細菌叢の改善による整腸作用、ミネラル吸収促進作用、免疫調節作用、炎症

性腸疾患の予防・改善作用などが報告されているが、特に 3 糖の GOS（4’-ガラクトシルラクトース）

にその機能が高いことが知られている [4]。したがって、本酵素による4糖以上のGOSの生成を抑制し、

図 1 モノボディによる酵素改良  

本研究では基質特異性を改良するモノ

ボディ(右から２番目)に焦点を当てた 

 



3 糖 GOS の生成量を高めるような基質特異性の改良が望まれる。そこで、本酵素をモデルに、モノボ

ディによる 4糖以上の GOS生成を抑制するような基質特異性の改良を試みた。 

 

我々はまず、本酵素の基質結合部位は、他の糖分解・転移酵

素の一般的な活性中心構造のように、複数のサブサイトから構

成されると想定した。そして、サブサイトの一つをモノボディ

によりブロックすることで、4 糖以上の生成を抑制できると予

測した（図 2、下）。 

予測したモノボディの結合部位は触媒中心（図 2中の赤三

角）より離れているため、ラクトース分解活性への影響はほ

とんどないはずである。そのため、モノボディの選別におい

ては、活性中心近傍には結合するが、ラクトース分解活性へ

の影響が少ないものを選別した。 

上記選別から得られたモノボディの結合部位を同定する

ため、ラクトース、3糖、4糖、5糖 GOSとの競合結合実験

を行った。その結果、本モノボディはラクトースと 3糖 GOS

とは競合しないが、4 糖以上の GOS とは競合することが分

かった。これは、本モノボディが予測したサブサイトに結合

していることを強く示唆するものであった（図 2）。 

最後に、得られたモノボディの GOS 合成活性に対する効

果を調べた。その結果、本モノボディは 4糖以上の GOS の

生成を大きく抑制する一方、3 糖以下 GOS の生成量を増や

すことが分かった（図 3）。したがって、モノボディの結合

により酵素の基質特異性の改良が可能であることを実証で

きた。 

 

4. まとめ 

 今回の研究では、対象とする酵素を直接改変することなく、人工結合蛋白質を酵素に結合させることによ

り基質特異性が改良できることを示した。本手法では、従来技術で必須とされていた立体構造情報、ハイス

ループットアッセイ法は必要とはされなかった。今回のように立体構造情報に頼ることなく、酵素の基質結

合部位の構造と、目的とするモノボディの結合部位・効果を想定して戦略的に選別することで、目的とする

モノボディの効率的な取得が可能であった。実際、今回の例では約 20 個のモノボディを評価するだけで、

Modifierモノボディを取得することに成功している。この数は通常の変異解析数よりも格段に少ない。 

 従来技術を使うことが難しく、改良が諦められていた産業用酵素は少なくない。今回の研究では、そのよ

うな酵素でも改良が可能であることを示すことができた。今後、より多くの酵素で改良を実現しその産業利

用が広がるように、モノボディによる酵素改良技術の汎用性・実用性強化に取り組んでいきたい。 
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図 2 サブサイトの一つに結合するモノボディ

が-ガラクトシダーゼの 4 糖以上の GOS

合成反応を抑制（下図） 

図 3 モノボディの GOS 合成活性に対する効果

（GOSが最大量に達したポイントで比較） 

 4糖以上のGOSの生成量を低下させるモノ

ボディが得られた 


