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略語及び語句の定義 

BERT : Bidirectional Encoder Representations from Transformers  

BLOSUM : BLOcks SUbstitution Matrix 

CCK-8 : Cell Counting Kit 8 

DMF : N, N-dimethyl formamide 

DNA : Deoxyribonucleic acid 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

FAD : Flavin adenine dinucleotide 

FASGAI : Factor Analysis Scales of Generalized Amino acid Information 

FMO : Flavin containing monooxygenase 

GFP : Green Fluorescent Protein 

HPLC : High Performance Liquid Chromatography 

IPTG : Isopropyl-β-D-thiogalactpyranoside 

KPB : Potassium phosphate buffer 

MD : Molecular Docking 

MS-WHIM : Molecular Surfaces-Weighted Holistic Invariant Molecular 

NADPH : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

Nested-CV : Nested cross validation  

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PEG : Polyethylene Glycol 

PF : Photon Factory 

PHBH : p-hydroxybenzoate hydroxylase 

ProtFP : Protein FingerPrint 

PSSM : Position-Specific Scoring Matrix 

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

SLS : Swiss Light Source 

ST-scale : Structural Topology scale 

TAPE transformer : Tasks Assessing Protein Embeddings Transformer 

Tris : tris (hydroxymethyl) aminomethane 

t-SNE : t-distributed Stochastic Neighbor Embedding 

VHSE : principal components score Vectors of Hydrophobic, Steric, and 

Electronic properties 

YFP : Yellow Fluorescent Protein 
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使用した培地の組成 

LB broth : 10 g/L Trypton, 5 g/L Yeast Extract, 1 g/L NaCl (pH 7.2) 

LB/Amp : LB broth containing 100 mg/ml of ampicillin 

 

使用した試薬の組成 

N3 buffer : 4.2 M Gu-HCl (pH 4.8), 0.9 M potassium acetate 

P1 buffer : 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A 

P2 buffer : 200 mM NaOH, 1% SDS 

PB buffer : 5 M Gu-HCl containing 30% isopropanol 

PE buffer : 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) containing 80% ethanol 

TE buffer : 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA  

 

使用した菌株のゲノタイプ 

E. coli DH5α : F-, Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-

argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK
-, 

mK
+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 

E. coli BL21(DE3) : F-, ompT, hsdSB (rB
- mB

-), gal (λcI 857, ind1, Sam7, nin5, 

lacUV5-T7gene1), dcm (DE3) 
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第一章 序論 

第一節 緒言 

天然物は古くから医薬品のシード化合物として重宝されており、現在上市さ

れている医薬品のうち 50%以上は天然物由来であることが知られている。しか

し、天然物は複雑な骨格や不斉中心を多数持つものが多く、それらの構造を全

合成するためには多段階の反応が必要となる。それに対して、生体内では酵素

による位置・立体選択的な化学反応により、天然物が生合成されている。さら

には、有害な物質の放出が非常に少なく、環境への負担が少ないことから、持

続可能な開発の観点からも非常に価値がある。以上の背景から、天然物誘導体

の効率的な取得を目指して天然物の生合成研究が行われてきた。 

 医薬品として承認されている天然物の中には、植物由来の天然成分を含むも

のも存在するが、生産植物の供給が不安定であり医薬品の安定的な供給の妨げ

になっているものも存在する。例えば、クソニンジンから単離された

Artemisininはマラリアの治療薬 1)として注目されている。しかし、その生産植

物であるクソニンジンの生産量が気候の影響により不安定であることが、医薬

品市場への供給の妨げになることが懸念されていた。また、有機合成による手

法では、Artemisininの複雑な構造を効率的に合成することが困難であった。そ

こで、Jay Keaslingらのグループにより、遺伝子組み換え酵母による発酵法を

用いることで、重要中間体である Artemisinic acidの生合成が達成された。さ

らに、Artemisinic acidに対して僅か４工程の有機化学的な修飾反応を施すこと

により、Artemisininを合成する半合成的手法（Figure 1-1-1）2)を用いることで、

その問題を解決することに成功した。 

 

Figure 1-1-1. 発酵法による Artemisininの半合成経路 
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以上のように天然物の生合成酵素は産業的に重要であり、医薬品の効率的な

創出を目指して天然物の生合成研究が行われてきた。特に、天然物由来の医薬

品は、そのほとんどが本来の天然物に対して化学的な修飾を施した天然物誘導

体である。酵素の機能改変により、その基質特異性を変化させることができれ

ば、天然物誘導体の効率的な創出に繋がることが期待される。しかし、二次代

謝酵素は基質特異性が非常に高いため、本来の基質とは異なった構造を持つ基

質誘導体に対しては、酵素活性が著しく低下することが多い。そこで従来の酵

素の機能改変では、酵素と基質との相互作用を解明するために、共結晶構造解

析が行われてきた。共結晶構造から、基質との相互作用に関与するアミノ酸残

基を確認し、各残基の飽和変異体を作製することで、酵素の基質認識性を変化

させることが可能であった。しかし、そのような手法では、複数箇所のアミノ

酸残基の変異を評価することが難しく、効率的な多重変異体を作製することが

困難であった。また、多重変異体を作製する場合には膨大なパターンが存在し、

例えば、基質周辺の 4アミノ酸残基を改変するだけでも 204=160,000の配列が

存在する。それに対して研究室レベルで検証できる変異体の数は僅か 100-

1,000種類程度であり、その数は非常に限られている。以上の背景から、非常

に限られた数の変異体を教師データとして用いることで、膨大な配列パターン

を網羅的に解析する手法である機械学習が注目されている。 
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第二節 機械学習を用いた蛍光タンパク質の機能改変 

 機械学習を用いたタンパク質の機能改変の例として、近年産総研の齋藤らに

よって行われた GFPの機能改変 3)が挙げられる。この機械学習による GFPの

機能改変では、先行研究で明らかにされた GFPの蛍光活性に重要である４つ

のアミノ酸残基（S65, S72, H77, T203）に絞って、一重飽和変異体（19x4=76

種類）と多重ランダム変異体（78種類）を作製した。すると、飽和変異体やラ

ンダム変異体ではタンパク質が不安定になって活性試験ができないものが多く

存在し、精製できた変異体 GFPについても野生型 GFPよりも蛍光活性が強い

ものは存在しなかった。 

齋藤らはこの蛍光活性を教師データとして機械学習を行い、16万種類の変異

体全ての蛍光活性を予測し、予測値が上位の 78種類の変異体の中から 65種類

の変異体の蛍光活性を測定した。すると、65種類全てが野生型よりも強い黄色

蛍光を発し、そのうち 12種類は YFP4)よりも黄色蛍光活性が強いという結果が

得られている（Figure 1-2-1）。以前は YFPの作製に膨大な数の GFPの変異体

が必要だったのに対して、機械学習を用いればポジティブデータが存在しない

状態であっても、効率よく高活性変異体を探索できる可能性が示された。 

 

 

Figure 1-2-1. 機械学習により予想された GFPの高活性変異体群 

黒：野生型、赤：YFP、青と水色：機械学習により予想された高活性変異体群

（YFPよりも黄色蛍光が強い変異体は水色で示している）
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第三節 機械学習を用いた多様な配列を持つ変異体酵素の創出 

一般的な酵素の機能改変には、結晶構造をもとにして基質認識に関与するア

ミノ酸残基を特定し、それらの残基を中心にして変異を加えることで高活性変

異体を探索する方法やランダムミューテーションで探索する方法がある。前者

では見つかった高活性変異体を中心にして、さらに変異を加えていく手法が一

般的である。つまり、既存の高活性変異体をベースにして、配列を少しずつ変

えていく手法が一般的であるため、既存の高活性変異体と配列が大きく異なる

高活性変異体を創出することは困難である。一方、後者は膨大な変異体ライブ

ラリーをスクリーニングする必要があるため、多大な労力が必要であり、また

高速なスクリーニング系を樹立できるものに限られる。機械学習を用いた方法

ではこれらの制限を受けずに高活性変異体を探索できる。 

グラム陽性菌の膜上に存在する transpeptidaseである Sortase A (SrtA)は

LPXTG配列を認識して末端の Gを GGG配列に置き換える作用（Figure 1-3-1）

を持ち、タンパク質の修飾やポリマー形成などの産業的な応用が期待されてい

る。しかし、野生型 SrtAの酵素活性が弱く、産業的な応用の妨げになっていた。

これを改良するためにランダムミューテーションを用いた SrtAの機能改変が行

われ、108程度の膨大な変異体ライブラリーをスクリーニングすることで、野

生型 SrtAの 2.5倍程度の活性を持つ 5M (P94R, D160N, D165A, K190E, 

K196T)5)が発見された。しかし、5Mの発見には膨大な労力が必要であり、よ

り高活性なものを得るためにはより効率的な機能改変が必要であることが予想

された。また、5Mを起点にして更なる高活性変異体を探索する方法も考えら

れたが「局所解」に陥る可能性も考えられた。一方、2021年に報告された産

総研の齋藤、東北大の及川らの研究では、機械学習を用いた SrtAの機能改変 6)

に成功し、既存の高活性変異体とは異なった変異パターンを持つ高活性変異体

を発見することに成功している。 

 
Figure 1-3-1. (a) SrtAの結晶構造 (b) SrtAによるペプチド鎖の連結反応。 
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齋藤らの研究では、既存の高活性変異体が「存在している場合」と「存在し

ていない場合」においてそれぞれ機械学習を行った。活性に重要なアミノ酸残

基 (P94, D160, D165, K190, K196)について、一重変異体とランダム変異体を合

計 81種類作製し、機械学習をする際の教師データとして上記の 81種類に

「5Mを加えた場合」と「加えなかった場合」において、独立して機械学習

（second round）を行った。機械学習による予測活性をもとにして、それぞれ

67種類、76種類を選択し、再度独立して機械学習（third round）した。両方

のモデルにて、機械学習の予測値が上位 50の変異体をそれぞれ活性試験にて

検証した。すると、5M有で機械学習を行ったライブラリーからは 5Mに近い

配列の SrtA-RSDKT、5M無しで機械学習を行ったライブラリーからは 5Mと全

く異なる SrtA-PKNQRがそれぞれ発見され（Figure 1-3-2）、両者は全く異な

る配列を持つが、既存の高活性変異体である 5Mの２倍以上の酵素活性を持つ

ことが判明した。このことから、機械学習を用いると既存の高活性変異体をさ

らに改良できるだけでなく、未知の配列を持った高活性変異体の創出も可能で

あることが示された。 

 

 

Figure 1-3-2. (a) 機械学習により発見された SrtAの高活性変異体 (b) PCAによ

る SrtAの高活性変異体のマッピング 
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第四節 機械学習を用いた P450の基質特異性の改変 

近年、日本国内の天然物有機化学を専門とする研究グループでも、機械学習

を取り入れる動きが見られている。例えば、東大の小川らの研究 7)では、緑膿

菌由来の tolueneや m-xyleneの代謝経路に着目した。その代謝経路の初速段階

は、P450である XylMとそのレドックスパートナーである XylAによる酸化反

応であり、これが代謝経路の律速段階であると言われている。この XylMは次

段階の反応を触媒する XylBCに比べると基質認識性が厳格であるため、XylM

の機能改変に成功することがトルエン代謝経路の改変において非常に重要であ

ると考えられている。そこで、機械学習による XylM の機能改変をすることで、

野生型の XylMがほとんど活性を示さない基質誘導体である 2,6-xylenolに特異

的な変異体酵素の創出に着手した。 

小川らの研究では迅速に教師データを収集するために XylS及び mcherryを

用いたレポーターアッセイ（Figure 1-4-1b）を用いた。XylSは XylMABCによ

る生成物である 3-methylsalicylic acidを認識することで二量体を形成し、Pm

プロモーター領域に結合することで転写を促進 8)することが報告されている。

これを利用して Pmプロモーターの制御下に mcherryをおくことで、mcherry

の蛍光強度から XylMの活性を評価できるアッセイ系となっている。 

 

 
Figure 1-4-1. (a) XylMABCによる多段階の酸化反応 (b) XylSと mcherryを組み

合わせた 3-methylsalicylic acidの検出過程   
 

小川らの研究では教師データの収集にも工夫が見られる。変異体酵素を作製

する場合は、基質結合部位のアミノ酸残基に変異を加えるのが通常の手順であ

るが、XylMは結晶構造が解明されておらず、基質との相互作用に関与するア

ミノ酸残基が不明である。そこで、Phyre 29)を用いて、stearoyl-CoA 

desaturase 10)をもとにして、XylMの立体構造を予測し、活性部位を構成する

アミノ酸残基を 10種類程度まで絞り込んだ。さらに、それらに対してアラニ

ンスキャニングをすることで、酵素活性に重要な５つのアミノ酸残基（P137, 

D140, V144, F243, N244）を特定した。 
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野生型酵素に加えて、上記の５アミノ酸残基についての飽和変異体

（19x5=95種類）、ランダム変異体（31種類）の合計 126種類の変異体酵素を

作製し、上記のレポーターアッセイをした。レポーターアッセイの結果を教師

データとして機械学習をすることで、５アミノ酸残基の変異体（205 = 

3,200,000種類）全ての酵素活性を予測し、その中の上位 50種類をレポーター

アッセイにて検証した。次に、更なる高活性変異体創出のために、初期ライブ

ラリー（127種類）と機械学習ライブラリー（50種類）の合計 177種類の

XylMを教師データとして用いることで、再度、機械学習を行った。同様に、

上位 50変異体を選択し、レポーターアッセイにて検証することにより、基質

誘導体である 2,6-xylenolに対する酵素活性が大幅に上昇した XylMの変異体群

を発見することに成功した。 

最終的に、レポーターアッセイの結果が良かった変異体に絞って、HPLCに

より XylMABCによる最終生成物である 3-methylsalicylic acidを定量すること

で、野生型 XylMよりも高活性な変異体 XylMを多数発見することに成功した

（Figure 1-4-2）。このことから、結晶構造が不明な状態であっても機械学習に

よる酵素の機能改変が可能であることが示唆された。 

 

 

Figure 1-4-2. HPLCを用いた XylM変異体の活性試験 

（左から、初期ライブラリー、１回目の機械学習の変異体、２回目の機械学習

の変異体） 
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第五節 天然物生合成におけるフラビン依存性酸化酵素（FMO） 

第二節から第四節で示したように、機械学習を用いることによりタンパク質

の機能を効率的に改変させることができ、天然物誘導体の効率的な創出に繋が

ることが期待される。そこで、天然物の生合成酵素の中でも巨大な酵素ファミ

リーを形成するフラビン依存性酸化酵素（FMO）に着目した。FMOは、活性

部位に補酵素として FADや FMNを有しており、それらがもう１つの補酵素で

ある NAD(P)Hによって還元的に活性化され、分子状酸素が付加することで、

活性種であるフラビン過酸化物が形成する。そして、基質から過酸化物への求

電子付加反応により、基質に酸素原子が導入される（Figure 1-5-1）。 

 

 

Figure 1-5-1. FMOによる求電子付加反応の推定メカニズム 

 

その酵素反応は非常に多岐にわたり、水酸化反応、二重結合の形成、エポキ

シ環の形成、バイヤービリガー酸化など多種多様な酸化反応を触媒することに

より、天然物の構造多様化に大きく貢献している 11)。さらには、FMOの中に

は特異な基質認識性を有し、複数の基質をそれぞれの生成物に変換する酵素も

報告されている。例えば、Aspergillus fumigatusの FqzB12, 13)のように、他の生

合成クラスター由来の二次代謝産物を基質として認識し、インドール環の二重

結合の酸化反応とそれに伴う転位反応により、スピロ環を形成するものも存在

する（Figure 1-5-2）。 
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Figure 1-5-2. FqzBによる fumitremorgin C の変換反応 

 

通常、FMOは上記の反応機構で示した求電子付加反応により酸化反応を触

媒するが、近年、EncM14, 15)、Rut A16, 17)など、求核付加反応を触媒するものも

報告されている。その反応メカニズムは、FMOの触媒サイクルにおいて、FAD

が FADH2に変換された後、窒素原子に酸素分子が付加することで flavin N5 

oxideが形成され、それに伴う求核付加反応が進行すると推測されている

（Figure 1-5-3）。 

 

 
Figure 1-5-3. RutAによる Uracilの求核的な加水分解反応 

 

以上から FMOの効率的な機能改変は天然物誘導体の効率的な創出に繋がる

ことが期待される。しかし、FMOの機能改変は難易度が高いことが知られて

いる。先行研究により、FMOは酵素反応時に NADPHによる FADの還元的な

活性化をするための構造（開いた構造）と、それにより形成したフラビンの活

性種を酵素の内部に保持する構造（閉じた構造）を取る必要がある 18, 19)。その

際に基質結合部位の一時的な変化を伴うことも多く、結晶構造解析やドッキン

グシミュレーションなどを用いても詳細な基質認識性の解明は困難であった。

機械学習であればこの問題を解決して FMOの効率的な機能改変が達成できる

と考えられたが、これまでに機械学習を用いた FMOの機能改変は例がない。

そこで FMO のモデル酵素を対象として機械学習を用いた機能改変を目指した。 
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第二章 教師データの収集 

第一節 FMOのモデル酵素としての PHBH 

本研究では機械学習を用いた酵素の機能改変を達成すべく、FMOのモデル

酵素である緑膿菌由来の PHBH1)に着目した（Figure 2-1-1a）。この PHBHは

FMOのモデル酵素として広く研究されていて、様々な知見が集まっているこ

とからも、今回の研究に適していることが予想された。PHBHは基質である 4-

ヒドロキシ安息香酸のメタ位に水酸基を導入して 3, 4-ジヒドロキシ安息香酸に

変換する（Figure 2-1-1b）。よって、野生型酵素がほとんど反応しないような

基質誘導体を発見し、次にその基質誘導体に対して高活性な変異体酵素を創出

できれば、酵素の機能改変に成功したことになる。まずは、野生型酵素の基質

特異性について確認すべく、基質誘導体を用いた活性試験に着手した。 

 

Figure 2-1-1. (a) PHBHの全体構造。 (b) PHBHによる 4-ヒドロキシ安息香酸

から 3, 4-ジヒドロキシ安息香酸への変換反応。
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第二節 PHBHによる活性試験の手順 

まずは、野生型 PHBHの基質特異性について確認すべく、活性試験に用いる

基質誘導体を検討することにした。FMOの酵素活性を定量する簡易的な方法

としては、NADPHが持つ 340 nmの紫外線吸収を定量することで、酵素反応

の前後で消費された NADPHを定量する方法が良く行われている。しかし、

FMOの触媒サイクルでは、アンカップリング 2)の経路が存在し、その経路では

生成物の代わりに過酸化水素が放出されてしまう。それにより、NADPHの消

費量と生成物の量が必ずしも一致せず、NADPHの消費量をもとにして生成物

を正確に定量することが困難である。また、アンカップリングを定量するため

の手法として、西洋ワサビペルオキシダーゼを用いて、アンカップリングによ

り形成された過酸化水素を定量する方法 3)も存在する。しかし、近年の研究で

はアンカップリングにより過酸化水素だけでなく、スーパーオキシドが形成す

る 2)ということも報告されており、紫外線吸収による FMOの活性試験の定量

を困難にしている。 

以上の背景から、詳細な解析をすべく NADPHの消費量と生成物の収量の両

方を定量することにした。活性試験が終了後、反応溶液を２つに分割し、一方

は HPLCによる生成物の定量に用い、もう一方は NADPHの消費量の定量に用

いた。NADPHの消費量は上述のように 340 nmの紫外線吸収により定量する

のが一般的である。しかい、今回は生成物が 340 nm の紫外線吸収を持つため、

NADPHの紫外線吸収と重なってしまい、正確な定量が困難であることが予想

される。そこで、CCK-8を用いて残存する NADPHをホルマザン色素に変換し

（Figure 2-2-1）、生成したホルマザン色素の 450 nmの可視光線の吸収を測定

することで、残存する NADPHの量を定量した。 

 

 

Figure 2-2-1. CCK-8による NADPHのホルマザン色素への変換反応
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第三節 基質誘導体の検討１ 

 野生型 PHBHの基質認識性について確認するために、入手可能な基質誘導体

を用いた活性試験に着手した。基質誘導体としては、基質のカルボキシ基がア

ルデヒド基、スルホ基、メチルエステルに置換された化合物や、水酸基がメト

キシ基、アミノ基に置換されたもの、および水酸基の位置がメタ位になった化

合物を用いた (Figure 2-3-1)。これらの基質誘導体を用いて活性試験に着手し

たが、NADPHの消費は一切確認することができなかった。 

 

Figure 2-3-1. 野生型酵素と反応しなかった基質誘導体の構造 

 

先行研究では、PHBHの基質結合部位では、基質のカルボキシ基の周辺で、

水素結合を形成する極性アミノ酸残基（S212, R214, Y222）を確認でき

（Figure 2-3-2）1)、これらが基質との相互作用に関与することが推測される。

よって、基質のカルボキシ基が別の官能基に置換されることにより、基質を活

性部位に保持することができなくなったと思われる。 

また、基質の水酸基は、Y201の側鎖や P293の主鎖との水素結合を形成する

ことが確認できた(Figure 2-3-2)。先行研究では、プロトンリレーによる水酸基

の脱プロトン化と、それに伴う水酸化反応（Figure 2-3-3）により酵素反応が

進行する。よって、水酸基の位置が変わることにより、酵素反応が進行しなく

なったと予想される。また、水酸基がアミノ基に置換された基質誘導体では酵

素反応が進行しなかった。これは、水酸基よりもアミノ基の方が酸解離定数が
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小さいため、脱プロトン化を受けにくいことが原因であると考えられる。 

 

Figure 2-3-2. 野生型 PHBHの基質結合部位（アミノ酸残基は緑、補酵素 FAD

は黄色、基質は青） 

 

 

Figure 2-3-3. 野生型 PHBHによる 4-hydroxybenzoic acidの水酸化反応 
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第四節 基質誘導体の検討２ 

第三節で示したように、カルボキシ基と４位の水酸基が酵素の基質認識に必

要であることが示唆されたので、本来の基質である４-ヒドロキシ安息香酸（1）

の構造を基本骨格として、基質誘導体を検討することにした。1のベンゼン環

上の水素原子がフッ素、メチル基、水酸基などに置換された基質誘導体（1-6）

を用いて活性試験をし、それぞれの生成物（7-12）を定量した。その結果、野

生型酵素は基質誘導体 1-5に対しては良好な活性を示したが、6に対しては活

性が弱い（Figure 2-4-1）ことが確認できた。よって、野生型の酵素活性が弱

い 6に対する高活性変異体の創出を目指して機械学習に着手した。 

 

 
Figure 2-4-1. 野生型 PHBHと基質誘導体の活性試験であり、生成物量は 260 

nmの紫外線吸収にて定量した。ネガティブコントロールとして、熱失活した

酵素を用いている。 

(i) 野生型 PHBHと 1, (ii) 熱失活した野生型 PHBHと 1, (iii) 野生型 PHBHと 2, 

(iv) 熱失活した野生型 PHBHと 2, (v) 野生型 PHBHと 3, (vi) 熱失活した野生型

PHBHと 3, (vii) 野生型 PHBHと 4, (viii) 熱失活した野生型 PHBHと 4, (ix) 野

生型 PHBHと 5, (x) 熱失活した野生型 PHBHと 5, (xi) 野生型 PHBHと 6, (xii) 

熱失活した野生型 PHBHと 6.  
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第五節 初期のライブラリーの作製 

 機械学習用の初期のライブラリーを作製するために、特定のアミノ酸残基を

選択し、それらに対して、飽和変異体とランダム変異体の作製を試みた。共結

晶構造から、1の周辺の極性のアミノ酸残基として Y201, S212, R214, Y222が、

疎水性のアミノ酸残基として V47, W185, L199, L210がそれぞれ確認できた

（Figure 2-3-2）。極性のアミノ酸残基は、基質との水素結合の形成、基質の水

酸基の脱プロトン化などにより酵素反応を触媒することが知られており、これ

らの変異体の作製では活性が消失することが予想された。よって、疎水性残基

（V47, W185, L199, L210）の部位特異的な変異体を作製することにした。 

４アミノ酸残基の変異体を作製する場合は、考えられる変異体として

204=160,000通りの膨大なパターンが存在し、その中から偏りなく教師データ

を収集する必要がある。第一章で紹介した齋藤らによる研究では、野生型酵素

及び、特定部位の一重飽和変異体、多重ランダム変異体を作製し、活性試験を

することで教師データを取集している。よって、上記の４アミノ酸残基に対し

て、一重飽和変異体及び多重ランダム変異体を作製することにした。 

一重飽和変異体 76種類のうち 30種類は不安定で精製することができなかっ

たため（Table 2-5-1）、精製することができた 46種類に絞って活性試験にて検

証を行った。また、多重ランダム変異体については 88種類のうち 30種類は精

製することができなかったため（Table 2-5-1）、精製できた 58種類について活

性試験を行った。そして、NADPHの消費量と生成物の量を評価した。不安定

で精製することができなかった変異体は活性をゼロと定義した。 

 

Table 2-5-1. 初期のライブラリーの変異体リスト 

 

 

 Trp185の一重変異体の発現量は多かったものの、大部分の変異体が不安定で

あったため可溶な酵素として得ることができなかった。唯一 PHBH-W185Hは

精製することに成功し、活性試験をしたが活性を持っていないことが判明した

（Figure 2-5-1）。 

Val47や Leu210の変異体については、野生型酵素よりも活性の上昇につな
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がったものが複数確認できた（PHBH-V47K, V47M, L210Mなど）。また、生成

物の量と NADPHの消費量の間に大きな乖離が存在し、NADPHの消費は野生

型酵素よりも増加しているが生成物の生産量は減少している変異体（PHBH-

V47F, V47H, L210Cなど）が確認できた（Figure 2-5-1）。 

Leu199の一重変異体では、野生型酵素よりも生成物の量が上昇している変

異体を多数確認することができた。また、興味深いことに、L199Nや L199Q

のような極性のアミノ酸に置換したもので、生成物の量が上昇していた。極性

のアミノ酸残基であっても、PHBH-L199Dや PHBH-L199Eのように酸性のア

ミノ酸残基に置換されたものでは活性の消失が確認され、そのメカニズムが大

変興味深く思われた（Figure 2-5-1）。 

 

 
Figure 2-5-1. (a) Val47, (b) Trp185, (c) Leu199, (d) Leu210の飽和変異体の活

性試験の結果（縦軸が生成物の量、横軸が NADPHの消費量）
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 通常の酵素の機能改変では、活性部位の基質周辺の網羅的な変異体を作製し、

その中で活性が強かった変異体を起点にして別の個所に変異を導入することで、

更なる高活性変異体を創出する手順が用いられる。しかし、一重変異体の活性

試験の結果と後述する多重変異体の活性試験の結果を見比べると、予想外の結

果になるものが多数存在し、その基質認識性は非常に複雑であることが予想さ

れた。 

例えば、PHBH-V47Mや PHBH-L210Mは野生型酵素よりも多くの生成物を

生産することが確認できた（Figure 2-5-2）。また、初期のライブラリーの一重

変異体の中で最も活性が強かったものは PHBH-L199Nであった（Figure 2-5-2）

ので、PHBH-L199Nの変異を PHBH-V47Mや PHBH-L210Mの変異と組み合わ

せることで、更なる高活性変異体の創出が期待される。しかしながら、PHBH-

MWNM (M47, W185, N199, M210) の活性は PHBH-L199Nの半分程度であった

（Figure 2-5-2）。また、PHBH-V47M, PHBH-L199P/S, PHBH-L210Mは野生型

酵素よりも活性が強かったが、PHBH-MWPM (M47, W185, P199, M210)や

PHBH-MWSM (M47, W185, S199, M210)の活性は野生型酵素よりも弱く

（Figure 2-5-2）、活性が高い変異を組み合わせても、必ずしも活性が上昇しな

いことが示唆された。それに対して、PHBH-V47Tや PHBH-L199Rは生成物の

収量がほとんどゼロであったが、PHBH-TWRL (T47, W185, R199, L210) は野

生型酵素よりも多くの生成物を生産した（Figure 2-5-2）。この結果からも多重

変異体の基質認識性は非常に複雑であることが示唆された（Figure 2-5-2）。 

 

 

Figure 2-5-2. ランダム変異体の活性試験の結果（縦軸が生成物の量、横軸が

NADPHの消費量） 
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76種類の一重飽和変異体の中で、6に対する活性が野生型酵素よりも高いも

のは 12種類であり、88種類の多重ランダム変異体の中では、野生型酵素より

も活性が高いものは 13 種類であった。また、初期のライブラリーの結果から、

アンカップリングの影響で生成物の量と NADPHの消費量が一致していない変

異体が多く、また不一致の大きさも変異体ごとに大きく異なっていることが分

かる。例えば、一重変異体では、NADPHの消費量と生成物の収量の間に緩や

かな正の相関が確認できるのに対して、多重変異体の場合はその相関が弱くな

っており、野生型酵素よりも多くの NADPHが消費されているにも関わらず、

生成物が確認できないような変異体も複数確認されている。例えば、PHBH-

HWPLの NADPHの消費量は初期のライブラリーの中で最も多いにもかかわら

ず、生成物の量はゼロであった（Figure 2-5-2）。別の言い方をすると、多重変

異体の方がアンカップリングが発生しやすい傾向にあり、ランダムな多重変異

体の作製では、アンカップリングが少なく高活性の変異体酵素を創出すること

が困難であることが予想された。 
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第六節 小括 

機械学習用のデータ収集をするために、基質誘導体の活性試験に着手をした。

本来の基質と官能基の位置や種類が違う基質誘導体においては、酵素活性を確

認することができなかったので、1の構造を基本骨格として基質誘導体の探索

をした。基質誘導体（1-6）を用いて野生型酵素との活性試験をし、それぞれ

の生成物（7-12）を定量すると、3位にメチル基を有する基質誘導体 6に対す

る酵素活性が弱いことが判明した。そのため、6に対する高活性変異体の創出

を目指して、76種類の飽和変異体と 88種類のランダム変異体の創出をした。

6に対する変換効率が野生型よりも高い変異体酵素を創出することに成功した

が、その割合は低く、164種類中 24種類であった。よって、従来の方法では

効率的な酵素の機能改変が困難であることが予想された。
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第七節 実験項 

2.1 PCRによる DNAの増幅及び形質転換 

Pseudomonas aeruginosaのゲノム DNAをテンプレートとして、相補的なプ

ライマーである pKW18756-WT-F と pKW18756-WT-R（Table 2-7-1）を用い

て、PCRにて目的の遺伝子配列を増幅した。1.2%のアガロース電気泳動によ

り、目的の位置にバンドを確認できた (Figure 2-7-1)。PCR溶液と pET-21cの

空ベクターを混ぜたもので E. coli DH5αを形質転換し、LB/Amp平板培地にて

選択をした。コロニーを取り、2 mLの LB/Amp液体培地に加え、37 oC, 180 

rpmにてオーバーナイトで前培養した後、下記の手順にてミニプレップをする

ことにより目的のプラスミド DNAを獲得した。 

 

Figure 2-7-1. M：マーカー、1：PCR産物 

 

2.2 pKW18756のミニプレップによる精製 

形質転換した E. coli DH5αを LB/Amp平板培地に播種し、37 oCで一晩培養

した。生えてきたコロニーを 2 mLの LB/Amp液体培地に加え、37 oC, 180 rpm

にて一晩培養した。2 mLのチューブに大腸菌の菌体を集菌し、P1 bufferを

250 µLを加えて、菌体を懸濁した後、P2 bufferを 250 µLを加えて十分に転倒

混和し、菌体を溶菌した。N3 bufferを 350 µL加えて中和した後、15,000 G, 

20 min, 4 oCで遠心し、菌体などの不溶物を沈殿した。上清を取り、等量の冷

えたイソプロパノールを加えて、プラスミド DNAを不溶化し、15,000 G, 20 

min, 4 oCで遠心して沈殿させた。上清を除いた後、70%エタノールを加えて沈

殿をリンスした。上清を取り除き、残ったエタノールを減圧下で濃縮した後、

TE bufferを 50 µL加えて、プラスミド DNAを溶解した。 
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2.3 pKW18756-WTの制限酵素処理 

 0.5 µLの Apa I, 0.5 µLの Pst I, 0.5 µLの Xba Iと 1 µLの 10X buffer、3 µLの

プラスミド DNAを混和し、超純水にて 10 µLまでメスアップした。37 oC, 2 

hours程度プラスミド DNAを消化した後 5 µLを取り、1.2%のアガロースゲル

にて電気泳動し、目的の位置にバンドが出ていることを確認した (Figure 2-7-

2)。 

 

Figure 2-7-2. M：マーカー、1：PCR産物 

 

2.4 カラムによるプラスミドの精製 

 ミニプレップにて精製したプラスミド DNAに、3 Mの酢酸ナトリウムを 15 

µL, PB bufferを 100 µL加えて、プラスミド DNAを不溶化した後、全量をエコ

ノカラムに移した。10,000 rpm, 1 min, 4 oCで遠心し、プラスミド DNAをエコ

ノカラムの担体に吸着させた。100 µLの PB buffer、100 µLの PE bufferの順

に、エコノカラムに加えて、同様に 10,000 rpm, 1 min, 4 oCで遠心することに

より不純物をリンスした。その後 30 µLの超純水を加えて、同様に 10,000 rpm, 

1 min, 4 oCで遠心することにより、プラスミド DNAを溶出した。 

 

2.5 変異型 PHBHのプラスミド作製 

 Premix 5µL, 2 pmol/Lの DNA primer (Forward and Reverse)をそれぞれ 1µL 

ずつ、100分の 1に希釈したプラスミド溶液を 1 µLを混ぜて超純水にて 10 µL 

までメスアップした。PCRをすることにより、プラスミド DNAを増幅した。 

PCR産物を 1.5 µL取り、1.2%のアガロース電気泳動することにより、DNAの 

増幅を確認した。PCR産物 8.5 µLと 10x buffer 1 µL、DpnI 0.5 µLを混合し、

37 oC, 2 hoursで鋳型となるプラスミド DNAを消化した。その後、 

80 oC, 15 min程度加熱することで Dpn Iを失活させ、全量をケミカルコンピン 
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トセル E. coli DH5αに加えた。氷中で 15 min静置し、42 oC, 30 secヒートシ

ョックし、LB/Amp平板培地に播種した。37 oCで一晩培養し、翌朝、コロ

ニー形成を確認した。 

 

2.6 大腸菌を用いた形質転換、培養手順 

プラスミド DNAを 0.5 µLを取り、E. coli BL21(DE3) に加え、1.5 kVでエレ

クトロポレーションした。これを LB/Amp平板培地に塗布し、37 oCで一晩培

養した。生えてきたコロニーを取り、2 mLの LB/Amp液体培地に植菌し、37 
oC, 180 rpmで一晩振とう培養した。前培養液を 0.5 mLずつ取り、20 mLの

LB/Amp液体培地に、それぞれ植菌し、37 oC, 180 rpmで振とう培養した。

OD600が 0.5-0.6に到達後、十分に氷冷した。終濃度が 0.1 mMになるように

IPTGを加え、18 oC, 180 rpm, 20 hours振とう培養した。その後、培養液を 50 

mLのファルコンチューブに移し、2,500 G, 4 oC, 10 minで遠心分離した。上清

を捨て、沈殿を懸濁し、2 mLチューブに移して、15,000 G, 4 oC, 1 minで遠心

分離した。上清を捨て－80 ℃で保管した。 

 

2.7 PHBHの精製手順 

 破砕用緩衝液（100 mM Tris-HCl pH 7.4 (4 oC), 100 mM NaCl, 50 µM FAD）

を 800 µL取り、大腸菌を懸濁した。超音波破砕し、10,000 G, 4 oC, 10 minで

遠心分離した。上清を別の 1.5 mLチューブに移し、50 µLの Ni-NTA agarose

を加え、低温室で一時間以上転倒混和した。その後、15,000 G, 4 oC, 1 minで

遠心分離し、上清を捨てた。すると、Ni-NTA agaroseが黄色に着色しているこ

とが確認できた。破砕用緩衝液に溶解した 20 mM imidazole を 500 µL 加えて、

軽く懸濁した後、15,000 G, 4 oC, 1 minで遠心分離し、上清を捨てた。その後、

破砕用緩衝液に溶解した 200 mM imidazoleを 200 µL加えて、軽く懸濁した。

すると、Ni-NTA agaroseが元の色に戻っているため、タンパク質が溶出できた

ことが確認できた。再度、同様にして 10,000 G, 4 oC, 1 minで遠心分離した後、

タンパクを含んだ上清を取った。アミコンにタンパク溶液を移し、400 µLにな

るまで砕用緩衝液を加えた。10,000 G, 4 oCで 100-150 µLになるまで遠心した。

再度、400 µLになるまで砕用緩衝液を加えて、同様に 10,000 G, 4 oCで 100-

150 µLになるまで遠心した。これをイミダゾールの終濃度が 1 mM以下になる

まで繰り返した。SDS-PAGEにて精製した変異体酵素の純度を確認した後、ブ

ラッドフォード法にて酵素の濃度を定量した。 
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2.8 PHBHの活性試験の手順 

 1 µM PHBH, 1 mM NADPH, 1 mM 6, 100 mM KPB (pH 7.4), 100 mM NaCl 

(100 µL)で 25 oC, 30 min活性試験した。酵素反応終了後 溶液を半分に分け、

一方は等量の DMFを加え酵素反応を停止した後、10 µLの CCK-8を加えて、

残存する NADPHをホルマザン色素に変換した。90 µLを 96穴プレートに移し、

450 nmの紫外線吸収を定量した。 

もう一方は、1 N HClを 5 µL加えて pHを下げた後、100 µLの酢酸エチルを

用いて２回抽出した。抽出後の有機層を減圧下で濃縮した後、50 µLの DMFに

溶解することで HPLC用のサンプルを調整した。NADPHの消費量が確認でき

なかったサンプルは、HPLC による測定をせずに生成物の量をゼロと定義した。

NADPHの消費が確認できたサンプルは、ACQUITY UPLC HSS (1.8 μm, 2.1 × 

50 mm) C18 reversed-phase columnを用いて、5% MeCN, 0.05% formic acid

の移動相で、0.50 mL/minの流速で 260 nmの紫外線吸収をもとにして、生成

物を定量した。 
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Table 2-7-1. pKW18756作製用のプライマーリスト（phbhの遺伝子とアニーリ

ングする配列を大文字で表記） 
No Primer name sequence 

1 pKW18756-WT-F 5'-aggagatatacaATGAAGACTCAAGTCGCCATCATCG-3' 

2 pKW18756-WT-R 5'-gtggtggtggtggtgatgCTCGATTTCCTCGTAGGGCAGGC-3' 

 

Table 2-7-2. 変異体作製用のプライマーリスト（変異が入っている配列を小文

字で表記） 

No Primer name sequence 

1 pKW18756-V47A-F 5'-GCaGGaGcaCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

2 pKW18756-V47A-R 5'-TTCCAGtgCtCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

3 pKW18756-V47C-F 5'-GCaGGatgtCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

4 pKW18756-V47C-R 5'-TTCCAGacatCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

5 pKW18756-V47D-F 5'-GCaGGaGatCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

6 pKW18756-V47D-R 5'-TTCCAGatCtCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

7 pKW18756-V47E-F 5'-GCaGGaGaaCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

8 pKW18756-V47E-R 5'-TTCCAGttCtCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

9 pKW18756-V47F-F 5'-GCaGGatTtCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

10 pKW18756-V47F-R 5'-TTCCAGaAatCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

11 pKW18756-V47G-F 5'-GCtGGtGgaCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

12 pKW18756-V47G-R 5'-TTCCAGtcCaCCaGCGCGGATGCGGCCG-3' 

13 pKW18756-V47H-F 5'-GCaGGacatCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

14 pKW18756-V47H-R 5'-TTCCAGatgtCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

15 pKW18756-V47I-F 5'-GCaGGaaTtCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

16 pKW18756-V47I-R 5'-TTCCAGaAttCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

17 pKW18756-V47K-F 5'-GCaGGaaaaCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

18 pKW18756-V47K-R 5'-TTCCAGttttCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

19 pKW18756-V47L-F 5'-GCaGGacTaCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

20 pKW18756-V47L-R 5'-TTCCAGtAgtCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

21 pKW18756-V47M-F 5'-GCaGGaaTGCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

22 pKW18756-V47M-R 5'-TTCCAGCAttCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

23 pKW18756-V47N-F 5'-GCaGGaaatCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

24 pKW18756-V47N-R 5'-TTCCAGatttCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

25 pKW18756-V47P-F 5'-GCaGGtccGCTGGAACAGGGTATGGTCGAC-3' 

26 pKW18756-V47P-R 5'-TTCCAGCggaCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 
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27 pKW18756-V47Q-F 5'-GCaGGacaaCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

28 pKW18756-V47Q-R 5'-TTCCAGttgtCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

29 pKW18756-V47R-F 5'-GCaGGacgtCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

30 pKW18756-V47R-R 5'-TTCCAGacgtCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

31 pKW18756-V47S-F 5'-GCaGGttcGCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

32 pKW18756-V47S-R 5'-TTCCAGCgaaCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

33 pKW18756-V47T-F 5'-GCaGGaacGCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

34 pKW18756-V47T-R 5'-TTCCAGCgttCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

35 pKW18756-V47W-F 5'-GCaGGatgGCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

36 pKW18756-V47W-R 5'-TTCCAGCcatCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

37 pKW18756-V47Y-F 5'-GCaGGatatCTGGAACAGGGTATGGTCGACCT-3' 

38 pKW18756-V47Y-R 5'-TTCCAGatatCCtGCGCGGATGCGGCCG-3' 

39 pKW18756-W185A-F 5'-TTtGGtgcaCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

40 pKW18756-W185A-R 5'-GCCtAGtgcaCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

41 pKW18756-W185C-F 5'-TTtGGaTGtCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

42 pKW18756-W185C-R 5'-GCCtAGaCAtCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

43 pKW18756-W185D-F 5'-TTtGGagatCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

44 pKW18756-W185D-R 5'-GCCtAGatctCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

45 pKW18756-W185E-F 5'-TTtGGagaaCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

46 pKW18756-W185E-R 5'-GCCtAGttctCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

47 pKW18756-W185F-F 5'-TTtGGaTttCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

48 pKW18756-W185F-R 5'-GCCtAGaaAtCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

49 pKW18756-W185G-F 5'-TTtGGaggaCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

50 pKW18756-W185G-R 5'-GCCtAGtcctCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

51 pKW18756-W185H-F 5'-TTtGGacatCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

52 pKW18756-W185H-R 5'-GCCtAGatgtCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

53 pKW18756-W185I-F 5'-TTtGGaattCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

54 pKW18756-W185I-R 5'-GCCtAGaattCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

55 pKW18756-W185K-F 5'-TTtGGaaaaCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

56 pKW18756-W185K-R 5'-GCCtAGttttCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

57 pKW18756-W185L-F 5'-TTtGGacttCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

58 pKW18756-W185L-R 5'-GCCtAGaagtCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

59 pKW18756-W185M-F 5'-TTtGGaatGCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

60 pKW18756-W185M-R 5'-GCCtAGCattCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

61 pKW18756-W185N-F 5'-TTtGGaaatCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 



29 

 

62 pKW18756-W185N-R 5'-GCCtAGatttCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

63 pKW18756-W185P-F 5'-TTtGGtcctCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

64 pKW18756-W185P-R 5'-GCCtAGaggaCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

65 pKW18756-W185Q-F 5'-TTtGGacaaCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

66 pKW18756-W185Q-R 5'-GCCtAGttgtCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

67 pKW18756-W185R-F 5'-TTtGGaaGaCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

68 pKW18756-W185R-R 5'-GCCtAGtCttCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

69 pKW18756-W185S-F 5'-TTtGGaaGtCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

70 pKW18756-W185S-R 5'-GCCtAGaCttCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

71 pKW18756-W185T-F 5'-TTtGGaactCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

72 pKW18756-W185T-R 5'-GCCtAGagttCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

73 pKW18756-W185V-F 5'-TTtGGagttCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

74 pKW18756-W185V-R 5'-GCCtAGaactCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

75 pKW18756-W185Y-F 5'-TTtGGaTatCTaGGCCTGCTCGCCGACAC-3' 

76 pKW18756-W185Y-R 5'-GCCtAGatAtCCaAACGGATAGACCCGCTCGAAGACC-3' 

77 pKW18756-L199A-F 5'-CACGAAgcaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

78 pKW18756-L199A-R 5'-GTAGATtgcTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

79 pKW18756-L199C-F 5'-CACGAAtgtATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

80 pKW18756-L199C-R 5'-GTAGATacaTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

81 pKW18756-L199D-F 5'-CACGAAgatATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

82 pKW18756-L199D-R 5'-GTAGATatcTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

83 pKW18756-L199E-F 5'-CACGAAgaaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

84 pKW18756-L199E-R 5'-GTAGATttcTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

85 pKW18756-L199F-F 5'-CACGAAtTtATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

86 pKW18756-L199F-R 5'-GTAGATaAaTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

87 pKW18756-L199G-F 5'-CACGAAggaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

88 pKW18756-L199G-R 5'-GTAGATtccTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

89 pKW18756-L199H-F 5'-CACGAACatATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

90 pKW18756-L199H-R 5'-GTAGATatGTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

91 pKW18756-L199I-F 5'-CACGAAaTaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

92 pKW18756-L199I-R 5'-GTAGATtAtTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

93 pKW18756-L199K-F 5'-CACGAAaaaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

94 pKW18756-L199K-R 5'-GTAGATtttTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

95 pKW18756-L199M-F 5'-CACGAAaTGATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

96 pKW18756-L199M-R 5'-GTAGATCAtTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 
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97 pKW18756-L199N-F 5'-CACGAAaatATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

98 pKW18756-L199N-R 5'-GTAGATattTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

99 pKW18756-L199P-F 5'-CACGAACcaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

100 pKW18756-L199P-R 5'-GTAGATtgGTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

101 pKW18756-L199Q-F 5'-CACGAACaaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

102 pKW18756-L199Q-R 5'-GTAGATttGTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

103 pKW18756-L199R-F 5'-CACGAAagaATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

104 pKW18756-L199R-R 5'-GTAGATtctTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

105 pKW18756-L199S-F 5'-CACGAAtctATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

106 pKW18756-L199S-R 5'-GTAGATagaTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

107 pKW18756-L199T-F 5'-CACGAAactATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

108 pKW18756-L199T-R 5'-GTAGATagtTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

109 pKW18756-L199V-F 5'-CACGAAgTGATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

110 pKW18756-L199V-R 5'-GTAGATCAcTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

111 pKW18756-L199W-F 5'-CACGAAtgGATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

112 pKW18756-L199W-R 5'-GTAGATCcaTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

113 pKW18756-L199Y-F 5'-CACGAAtatATCTACGCCAACCATCCGCGCGGCTT-3' 

114 pKW18756-L199Y-R 5'-GTAGATataTTCGTGGCTGACCGGCGGGGTGT-3' 

115 pKW18756-L210A-F 5'-TTtGCagctTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

116 pKW18756-L210A-R 5'-GCTGCAagctGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

117 pKW18756-L210C-F 5'-TTtGCatgtTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

118 pKW18756-L210C-R 5'-GCTGCAacatGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

119 pKW18756-L210D-F 5'-TTtGCagatTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

120 pKW18756-L210D-R 5'-GCTGCAatctGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

121 pKW18756-L210E-F 5'-TTtGCagaaTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

122 pKW18756-L210E-R 5'-GCTGCAttctGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

123 pKW18756-L210F-F 5'-TTtGCatTtTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

124 pKW18756-L210F-R 5'-GCTGCAaAatGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

125 pKW18756-L210G-F 5'-TTtGCaggaTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

126 pKW18756-L210G-R 5'-GCTGCAtcctGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

127 pKW18756-L210H-F 5'-TTtGCaCatTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

128 pKW18756-L210H-R 5'-GCTGCAatGtGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

129 pKW18756-L210I-F 5'-TTtGCaaTaTGCAGCCAGCGTTCGGCG-3' 

130 pKW18756-L210I-R 5'-GCTGCAtAttGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGG-3' 

131 pKW18756-L210K-F 5'-TTtGCaaaaTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 



31 

 

132 pKW18756-L210K-R 5'-GCTGCAttttGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

133 pKW18756-L210M-F 5'-TTtGCaaTGTGCAGCCAGCGTTCGGC-3' 

134 pKW18756-L210M-R 5'-GCTGCACAttGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

135 pKW18756-L210N-F 5'-TTtGCaaatTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

136 pKW18756-L210N-R 5'-GCTGCAatttGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

137 pKW18756-L210P-F 5'-TTtGCaCcaTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

138 pKW18756-L210P-R 5'-GCTGCAtgGtGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

139 pKW18756-L210Q-F 5'-TTtGCaCaaTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

140 pKW18756-L210Q-R 5'-GCTGCAttGtGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

141 pKW18756-L210R-F 5'-TTtGCaCgaTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

142 pKW18756-L210R-R 5'-GCTGCAtcGtGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

143 pKW18756-L210S-F 5'-TTtGCatctTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

144 pKW18756-L210S-R 5'-GCTGCAagatGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

145 pKW18756-L210T-F 5'-TTtGCaactTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

146 pKW18756-L210T-R 5'-GCTGCAagttGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

147 pKW18756-L210V-F 5'-TTtGCagTaTGtAGCCAGCGTTCGGCGACCC-3' 

148 pKW18756-L210V-R 5'-GCTaCAtActGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGG-3' 

149 pKW18756-L210W-F 5'-TTtGCatgGTGCAGCCAGCGTTCGGCG-3' 

150 pKW18756-L210W-R 5'-GCTGCACcatGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 

151 pKW18756-L210Y-F 5'-TTtGCatatTGCAGCCAGCGTTCGGCGA-3' 

152 pKW18756-L210Y-R 5'-GCTGCAatatGCaAAGCCGCGCGGATGGTTGGC-3' 
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Table 2-7-3. 発現用ベクターと SDS-PAGE のリスト 

No Vector map Vector name 

SDS-PAGE 

(Figure number-

Gel name and lane 

number) 

Mutation 

1 Figure S2-A1 pKW18756-WT Figure S4-A1 Wild type 

2 Figure S2-B1 pKW18756-V47A Figure S4-B1 V47A 

3 Figure S2-B2 pKW18756-V47C Figure S4-B2 V47C 

4 Figure S2-B3 pKW18756-V47D Unstable V47D 

5 Figure S2-B4 pKW18756-V47E Figure S4-B3 V47E 

6 Figure S2-B5 pKW18756-V47F Figure S4-B4 V47F 

7 Figure S2-B6 pKW18756-V47G Unstable V47G 

8 Figure S2-B7 pKW18756-V47H Figure S4-C1 V47H 

9 Figure S2-B8 pKW18756-V47I Figure S4-C2 V47I 

10 Figure S2-B9 pKW18756-V47K Figure S4-C3 V47K 

11 Figure S2-B10 pKW18756-V47L Figure S4-C4 V47L 

12 Figure S2-B11 pKW18756-V47M Figure S4-C5 V47M 

13 Figure S2-B12 pKW18756-V47N Figure S4-D1 V47N 

14 Figure S2-B13 pKW18756-V47P Unstable V47P 

15 Figure S2-B14 pKW18756-V47Q Figure S4-D2 V47Q 

16 Figure S2-B15 pKW18756-V47R Figure S4-D3 V47R 

17 Figure S2-B16 pKW18756-V47S Figure S4-D4 V47S 

18 Figure S2-B17 pKW18756-V47T Figure S4-E1 V47T 

19 Figure S2-B18 pKW18756-V47W Figure S4-E2 V47W 

20 Figure S2-B19 pKW18756-V47Y Figure S4-E3 V47Y 

21 Figure S2-C1 pKW18756-W185A Unstable W185A 

22 Figure S2-C2 pKW18756-W185C Unstable W185C 

23 Figure S2-C3 pKW18756-W185D Unstable W185D 

24 Figure S2-C4 pKW18756-W185E Unstable W185E 

25 Figure S2-C5 pKW18756-W185F Unstable W185F 

26 Figure S2-C6 pKW18756-W185G Unstable W185G 

27 Figure S2-C7 pKW18756-W185H Figure S4-F1 W185H 

28 Figure S2-C8 pKW18756-W185I Unstable W185I 

29 Figure S2-C9 pKW18756-W185K Unstable W185K 

30 Figure S2-C10 pKW18756-W185L Unstable W185L 
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31 Figure S2-C11 pKW18756-W185M Unstable W185M 

32 Figure S2-C12 pKW18756-W185N Unstable W185N 

33 Figure S2-C13 pKW18756-W185P Unstable W185P 

34 Figure S2-C14 pKW18756-W185Q Unstable W185Q 

35 Figure S2-C15 pKW18756-W185R Unstable W185R 

36 Figure S2-C16 pKW18756-W185S Unstable W185S 

37 Figure S2-C17 pKW18756-W185T Unstable W185T 

38 Figure S2-C18 pKW18756-W185V Unstable W185V 

39 Figure S2-C19 pKW18756-W185Y Unstable W185Y 

40 Figure S2-D1 pKW18756-L199A Figure S4-G1 L199A 

41 Figure S2-D2 pKW18756-L199C Figure S4-G2 L199C 

42 Figure S2-D3 pKW18756-L199D Figure S4-G3 L199D 

43 Figure S2-D4 pKW18756-L199E Figure S4-G4 L199E 

44 Figure S2-D5 pKW18756-L199F Figure S4-G5 L199F 

45 Figure S2-D6 pKW18756-L199G Figure S4-G6 L199G 

46 Figure S2-D7 pKW18756-L199H Figure S4-G7 L199H 

47 Figure S2-D8 pKW18756-L199I Figure S4-H1 L199I 

48 Figure S2-D9 pKW18756-L199K Figure S4-H2 L199K 

49 Figure S2-D10 pKW18756-L199M Figure S4-H3 L199M 

50 Figure S2-D11 pKW18756-L199N Figure S4-H4 L199N 

51 Figure S2-D12 pKW18756-L199P Figure S4-I1 L199P 

52 Figure S2-D13 pKW18756-L199Q Figure S4-I2 L199Q 

53 Figure S2-D14 pKW18756-L199R Figure S4-I3 L199R 

54 Figure S2-D15 pKW18756-L199S Figure S4-I4 L199S 

55 Figure S2-D16 pKW18756-L199T Figure S4-I5 L199T 

56 Figure S2-D17 pKW18756-L199V Figure S4-J1 L199V 

57 Figure S2-D18 pKW18756-L199W Figure S4-J2 L199W 

58 Figure S2-D19 pKW18756-L199Y Figure S4-J3 L199Y 

59 Figure S2-E1 pKW18756-L210A Figure S4-K1 L210A 

60 Figure S2-E2 pKW18756-L210C Figure S4-K2 L210C 

61 Figure S2-E3 pKW18756-L210D Unstable L210D 

62 Figure S2-E4 pKW18756-L210E Unstable L210E 

63 Figure S2-E5 pKW18756-L210F Figure S4-K3 L210F 

64 Figure S2-E6 pKW18756-L210G Figure S4-K4 L210G 

65 Figure S2-E7 pKW18756-L210H Figure S4-K5 L210H 
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66 Figure S2-E8 pKW18756-L210I Unstable L210I 

67 Figure S2-E9 pKW18756-L210K Figure S4-K6 L210K 

68 Figure S2-E10 pKW18756-L210M Figure S4-L1 L210M 

69 Figure S2-E11 pKW18756-L210N Unstable L210N 

70 Figure S2-E12 pKW18756-L210P Unstable L210P 

71 Figure S2-E13 pKW18756-L210Q Figure S4-L2 L210Q 

72 Figure S2-E14 pKW18756-L210R Unstable L210R 

73 Figure S2-E15 pKW18756-L210S Figure S4-L3 L210S 

74 Figure S2-E16 pKW18756-L210T Unstable L210T 

75 Figure S2-E17 pKW18756-L210V Unstable L210V 

76 Figure S2-E18 pKW18756-L210W Unstable L210W 

77 Figure S2-E19 pKW18756-L210Y Figure S4-L4 L210Y 

78 Figure S2-F1 pKW18756-AAKC Unstable V47A/W185A/L199K/L210C 

79 Figure S2-F2 pKW18756-AGAC Unstable V47A/W185G/L199A/L210C 

80 Figure S2-F3 pKW18756-AWSL Figure S4-M1 V47A/L199S 

81 Figure S2-F4 pKW18756-CELF Unstable V47C/W185E/L210F 

82 Figure S2-F5 pKW18756-CWFL Figure S4-M2 V47C/L199F 

83 Figure S2-F6 pKW18756-CWHL Figure S4-M3 V47C/L199H 

84 Figure S2-F7 pKW18756-CWTL Figure S4-M4 V47C/L199T 

85 Figure S2-F8 pKW18756-DSNE Unstable V47D/W185S/L199N/L210E 

86 Figure S2-F9 pKW18756-EGGM Unstable V47E/W185G/L199G/L210M 

87 Figure S2-F10 pKW18756-EKCI Unstable V47E/W185K/L199C/L210I 

88 Figure S2-F11 pKW18756-EWCL Figure S4-M5 V47E/L199C 

89 Figure S2-F12 pKW18756-EWNL Figure S4-M6 V47E/L199N 

90 Figure S2-F13 pKW18756-EWTL Figure S4-N1 V47E/L199T 

91 Figure S2-F14 pKW18756-FWEL Figure S4-N2 V47F/L199E 

92 Figure S2-F15 pKW18756-FWFL Figure S4-N3 V47F/L199F 

93 Figure S2-F16 pKW18756-FWHL Figure S4-N4 V47F/L199H 

94 Figure S2-F17 pKW18756-FWPL Figure S4-N5 V47F/L199P 

95 Figure S2-F18 pKW18756-FWQL Figure S4-N6 V47F/L199Q 

96 Figure S2-F19 pKW18756-GICS Unstable V47G/W185I/L199C/L210S 

97 Figure S2-F20 pKW18756-GNNG Unstable V47G/W185N/L199N/L210G 

98 Figure S2-F21 pKW18756-GWMD Unstable V47G/L199M/L210D 

99 Figure S2-F22 pKW18756-HTSN Unstable V47H/W185T/L199S/L210N 

100 Figure S2-F23 pKW18756-HWAL Figure S4-N7 V47H/L199A 
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101 Figure S2-F24 pKW18756-HWCL Figure S4-O1 V47H/L199C 

102 Figure S2-F25 pKW18756-HWFL Figure S4-O2 V47H/L199F 

103 Figure S2-F26 pKW18756-HWGL Figure S4-O3 V47H/L199G 

104 Figure S2-F27 pKW18756-HWHL Figure S4-O4 V47H/L199H 

105 Figure S2-F28 pKW18756-HWKL Figure S4-O5 V47H/L199K 

106 Figure S2-F29 pKW18756-HWPL Figure S4-O6 V47H/L199P 

107 Figure S2-F30 pKW18756-HWQL Figure S4-O7 V47H/L199Q 

108 Figure S2-F31 pKW18756-HWTL Figure S4-P1 V47H/L199T 

109 Figure S2-F32 pKW18756-INKM Unstable V47I/W185N/L199K/L210M 

110 Figure S2-F33 pKW18756-ISPP Unstable V47I/W185S/L199P/L210P 

111 Figure S2-F34 pKW18756-KKGF Unstable V47K/W185K/L199G/L210F 

112 Figure S2-F35 pKW18756-KQWT Unstable V47K/W185Q/L199W/L210T 

113 Figure S2-F36 pKW18756-KWDL Figure S4-P2 V47K/L199D 

114 Figure S2-F37 pKW18756-KWML Figure S4-P3 V47K/L199M 

115 Figure S2-F38 pKW18756-LGCI Unstable V47L/W185G/L199C/L210I 

116 Figure S2-F39 pKW18756-LQQK Unstable V47L/W185Q/L199Q/L210K 

117 Figure S2-F40 pKW18756-LWAM Figure S4-P4 V47L/L199A/L210M 

118 Figure S2-F41 pKW18756-LWGM Figure S4-P5 V47L/L199G/L210M 

119 Figure S2-F42 pKW18756-LWPM Figure S4-P6 V47L/L199P/L210M 

120 Figure S2-F43 pKW18756-LWQL Figure S4-P7 V47L/L199Q 

121 Figure S2-F44 pKW18756-LWSM Figure S4-Q1 V47L/L199S/L210M 

122 Figure S2-F45 pKW18756-MKIA Unstable V47M/W185K/L199I/L210A 

123 Figure S2-F46 pKW18756-MLPE Figure S4-Q2 V47M/W185L/L199P/L210E 

124 Figure S2-F47 pKW18756-MWCL Figure S4-Q3 V47M/L199C 

125 Figure S2-F48 pKW18756-MWGA Figure S4-Q4 V47M/L199G/L210A 

126 Figure S2-F49 pKW18756-MWGC Figure S4-Q5 V47M/L199G/L210C 

127 Figure S2-F50 pKW18756-MWGL Figure S4-Q6 V47M/L199G 

128 Figure S2-F51 pKW18756-MWGM Figure S4-Q7 V47M/L199G/L210M 

129 Figure S2-F52 pKW18756-MWGS Figure S4-Q8 V47M/L199G/L210S 

130 Figure S2-F53 pKW18756-MWMM Figure S4-R1 V47M/L199M/L210M 

131 Figure S2-F54 pKW18756-MWNM Figure S4-R2 V47M/L199N/L210M 

132 Figure S2-F55 pKW18756-MWPA Figure S4-R3 V47M/L199P/L210A 

133 Figure S2-F56 pKW18756-MWPL Figure S4-R4 V47M/L199P 

134 Figure S2-F57 pKW18756-MWPM Figure S4-R5 V47M/L199P/L210M 

135 Figure S2-F58 pKW18756-MWSM Figure S4-R6 V47M/L199S/L210M 
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136 Figure S2-F59 pKW18756-MWTL Figure S4-S1 V47M/L199T 

137 Figure S2-F60 pKW18756-MWTM Figure S4-S2 V47M/L199T/L210M 

138 Figure S2-F61 pKW18756-NWNL Figure S4-S3 V47N/L199N 

139 Figure S2-F62 pKW18756-PAVH Unstable V47P/W185A/L199V/L210H 

140 Figure S2-F63 pKW18756-PDQE Unstable V47P/W185D/L199Q/L210E 

141 Figure S2-F64 pKW18756-PSMF Unstable V47P/W185S/L199M/L210F 

142 Figure S2-F65 pKW18756-QWPM Figure S4-S4 V47Q/L199P/L210M 

143 Figure S2-F66 pKW18756-RESW Unstable V47R/W185E/L199S/L210W 

144 Figure S2-F67 pKW18756-RVCR Unstable V47R/W185V/L199C/L210R 

145 Figure S2-F68 pKW18756-SALG Unstable V47S/W185A/L210G 

146 Figure S2-F69 pKW18756-SDVK Unstable V47S/W185D/L199V/L210K 

147 Figure S2-F70 pKW18756-SRST Unstable V47S/W185R/L199S/L210T 

148 Figure S2-F71 pKW18756-SWAL Figure S4-S5 V47S/L199A 

149 Figure S2-F72 pKW18756-SWRL Figure S4-S6 V47S/L199R 

150 Figure S2-F73 pKW18756-SWYL Figure S4-S7 V47S/L199Y 

151 Figure S2-F74 pKW18756-TGKH Unstable V47T/W185G/L199K/L210H 

152 Figure S2-F75 pKW18756-TWAL Figure S4-S8 V47T/L199A 

153 Figure S2-F76 pKW18756-TWHL Figure S4-T1 V47T/L199H 

154 Figure S2-F77 pKW18756-TWRL Figure S4-T2 V47T/L199R 

155 Figure S2-F78 pKW18756-TWWL Figure S4-T3 V47T/L199W 

156 Figure S2-F79 pKW18756-WWAL Figure S4-T4 V47W/L199A 

157 Figure S2-F80 pKW18756-WWKI Unstable V47W/L199K/L210I 

158 Figure S2-F81 pKW18756-WWPA Figure S4-T5 V47W/L199P/L210A 

159 Figure S2-F82 pKW18756-WWPL Figure S4-T6 V47W/L199P 

160 Figure S2-F83 pKW18756-WWPW Figure S4-U1 V47W/L199P/L210W 

161 Figure S2-F84 pKW18756-WWQI Unstable V47W/L199Q/L210I 

162 Figure S2-F85 pKW18756-WWQL Figure S4-U2 V47W/L199Q 

163 Figure S2-F86 pKW18756-WWRL Figure S4-U3 V47W/L199R 

164 Figure S2-F87 pKW18756-YQCG Unstable V47Y/W185Q/L199C/L210G 

165 Figure S2-F88 pKW18756-YYMD Unstable V47Y/W185Y/L199M/L210D 
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Figure 2-7-3. 初期の学習用ライブラリー作製用のベクターマップ 
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Figure 2-7-3. （前ページの続き）  
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Figure 2-7-3. （前ページの続き） 
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Figure 2-7-3. （前ページの続き）  
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Figure 2-7-4. 初期ライブラリーの変異体の SDS-PAGE  
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第三章 機械学習による高活性変異体の探索 

第一節 機械学習の概要 

 第二章で収集した活性試験のデータを用いて、機械学習に着手した。今回は、

活性部位を構成する４種類の疎水性アミノ酸残基（Val47, Trp185, Leu199, 

Leu210）の変異の種類と活性の強さを教師データとして機械学習をすることに

した。アミノ酸残基の種類は文字列であり、それに対して酵素の活性の強さは

数字である。両者は異なる種類の情報であるため、それらを統合するためには

アミノ酸配列を数字に変換する必要がある。また、機械学習の相関関数を作成

する際にも、使用するモデルによって機械学習の結果が変わってくることが予

想される。よって、教師データを用いて小規模な機械学習をすることで、適切

なモデル関数の構築を目指した。 
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第二節 Protein descriptorによる特徴ベクトルの作成 

酵素を構成するアミノ酸残基は 20 種類存在し、それぞれ異なった立体障害、

極性、疎水性、酸性度、塩基性度、分子量などの物性値を持つ。これらの物性

値は酵素の基質認識性において非常に重要であるが、少ない種類の物性値をも

とに特徴量を計算すると機械学習の結果が偏った結果になってしまう。一方、

膨大な物性値の情報をそのまま機械学習に用いてしまうと教師データの持つ情

報量が膨大になり、必要な計算リソースや計算時間も膨大なものになってしま

う。これらの問題を解決して効率的な機械学習を行うためには、多くの種類の

物性値をもとに集約したパラメーターを事前に計算する必要がある。そのため

に使用するのが Protein descriptorである。 

Protein descriptor には多くの種類が知られており、代表的な物として ST-

scale,1) Z-scale,2) T-scale,3) FASGAI,4) MS-WHIM,5) ProtFP,6) VHSE,7) 

BLOSUM8)などが存在する。Protein descriptor はそれぞれ異なった方法で計算

されているため、使用する protein descriptorによって機械学習の結果も変わっ

てくる。よって、適切な protein descriptorを使用することが、機械学習をする

上でも重要になってくる。 

上記の protein descriptorに加えて、タンパク質中の特定のアミノ酸残基につ

いて、他の類似酵素と比較をすることで、それらの進化的保存度を指標に計算

された PSSM9)も知られてる。この PSSM は一次元のパラメーターであるので

単独で使用することは難しいが、上記の protein descriptor と PSSM を組み合

わせることで、protein descriptor 単体で機械学習をするよりも予測精度が上昇

することがある。 
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第三節 自然言語処理用深層学習プログラム：BERTによる特徴ベ

クトルの抽出 

 近年、深層学習を用いた酵素の機能改変が注目されており、その中で最も代

表的な深層学習プログラムである BERT について説明する。BERT は Google

社とトロント大学のグループによって、自然言語処理のために開発された深層

学習プログラムである。特徴ベクトルの抽出過程では transformer が用いられ

ており、文字列の全長の中の一箇所だけを隠し、アテンションを用いて各文字

の持つ「重み」を調整することで、残りの全ての文字列から隠された部分を予

想できるように調節をする手法である masked language modeling (Figure 3-3-

1) が用いられている。いわば「穴埋め問題」を解くような手法により、特徴量

の抽出を行っている。 

 

 

Figure 3-3-1. Transformerによる特徴ベクトルの抽出過程。 

 

しかし、transformer による特徴ベクトルの抽出には膨大な計算リソースが必

要であり、より少ない計算リソースでの特徴量ベクトルの抽出を行うべく、小

規模化されたモデルである TAPE transformer10)が開発された。さらには、

Facebook の人工知能グループによる研究では、この TAPE transformer が酵素

の機能改変においても有用であることが示された。その研究では、Pfam デー

タベースに登録されている 250 万種類のタンパク配列に対して、上記のように

TAPE transformer による特徴ベクトルの抽出をした。抽出された特徴ベクトル
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に対して t-SNE を用いた次元削除をすると、似たような物性値を持つアミノ酸

残基が近傍にグループ化され、TAPE transformer により抽出された特徴ベクト

ルがアミノ酸残基の物性値を反映していることが確認された (Figure 3-3-2)11)。 

 

 

Figure 3-3-2. TAPE transformer により抽出された特徴ベクトルの t-SNE によ

る次元削除 

 

さらには、従来の protein descriptorの抽出過程では、人間が選択した各アミ

ノ酸残基の物性値をもとにして計算されているため、物性値を選択する段階で

人間による先入観が生じ、機械学習の予測結果にもバイアスが生じてしまう可

能性がある。それに対して、TAPE transformer による特徴ベクトルの抽出では、

データベースに登録されている膨大なタンパク質の配列を全て用いて学習する

ことが可能になる。つまりは、人間により特徴量を選択する過程をスキップす

ることができるため、先入観なく特徴ベクトルを抽出することができる。 

また、機械学習の領域では、まずは広範なデータを用いて大規模な学習（表

現学習）を行い、その後自身が行う予定であるタスクに関連した情報を用いて、

再度学習（転移学習）させることが一般的である。その理論を BERT にも応用

したのが、産総研の齋藤らによって開発された Evotuned-BERT12)である。その

特徴ベクトルの抽出過程では、従来の BERT と同様にデータベースに登録され

ている全てのタンパク配列をもとにして表現学習し、次に機能改変をしたいタ

ンパク質配列と相同性が高いタンパク質に絞って転移学習することで、より目

的のタンパク質に適した特徴ベクトルが抽出される (Figure 3-3-3)。本研究で

は、TAPE transformer を用いて Pfam データベースに登録されている全タンパ

ク質の配列を用いて、上述した masked language modeling による表現学習を
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行った。そして、データベース上の Evalue < 0.001（データベース上のタンパ

ク質の配列が全てランダムであると仮定したときに、データベース上に存在す

る PHBH と同じ配列の本数の期待値が 0.001 よりも小さい）であるタンパク質

配列に対して同様に転移学習をすることで、より PHBH に適した特徴量ベクト

ルを抽出した。 

 

 

Figure 3-3-3. Evotuned-BERTによる特徴ベクトルの抽出過程。 
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第四節 Nested-クロスバリデーションによる精度評価 

 機械学習の分野では、「教師データ」を用いて小規模な機械学習を行うこと

でモデル関数を構築し、そのモデル関数を用いて未知の変異体の活性を予測す

る方法が一般的である。そのための代表的な手法であるクロスバリデーション

（CV）について以下に説明する（Figure 3-4-1）。 

CVでは、「教師データ」を「学習用データ」と「精度検証用データ」に分割

する。そして、「学習用データ」を用いてモデル関数の構築を行い、「精度検証

用データ」を用いて、そのモデル関数を評価する方法である。例えば、「教師

データ」を５分割し、そのうち４つを「学習用データ」としてモデル関数を構

築し、残りの１つを「精度検証用データ」としてモデルの精度を評価する。さ

らに、「精度検証用データ」に用いるものを変えることにより、上記の検証を

５回行い、その平均を取ることで精度を評価する。 

 

 

Figure 3-4-1. CVによるモデルの精度評価の概要。 
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上記の CVをさらに発展させた方法が Nested CVである。この方法では、通

常の CVと同様に「教師データ」を「学習用データ」と「精度検証用データ」

に分割する。「学習用データ」をさらに分割して小規模な CVを行い、モデル関

数を修正することで、より正確な精度評価が可能になる。 

 

 

Figure 3-4-2. Nested CVによるモデルの精度評価の概要。 
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第五節 機械学習のモデル関数の構築 

 第二章の結果から NADPHの消費量と生成物の量の間には大きな乖離がある

ことが判明したため、生成物の量を教師データとして機械学習に着手した。な

お、変異体酵素（合計 164種類）のうち不安定で精製できなかったもの（合計

62種類）の生成物の量をゼロと定義することで、不安定で精製できない変異体

を除外することを試みた。機械学習のモデルとしてはサポートベクター回帰 13, 

14)を用い、上述のように活性部位の４アミノ酸残基を Protein descriptor (ST-

scale, Z-scale, T-scale, FASGAI, MS-WHIM, ProtFP, VHSE, BLOSUM, PSSM)

や BERTを用いて特徴ベクトルに変換した。 

モデルの精度評価をするために、Nested 5 fold CVを用いて、スピアマンの

順位相関係数にてモデルの精度評価（Figure 3-5-1a）をした。BLOSUMと

PSSMを組み合わせた特徴量（denoted as BLOSUM x PSSM）が最も良い精度

を示すことが判明した。TAPE transformer及び PHBHのホモログで fine-tuned

された TAPE transformer（denoted as Evotuned-BERT）を用いて、同様に

Nested-CVにて精度評価を行った。すると、Evotuned-BERT の方が BERTよ

りも良い予測精度を示し、Evotuned-BERTは BLOSUM x PSSMに匹敵する程

度の精度（Figure 3-5-1b）を示した。 

 

 

Figure 3-5-1. Nested 5 fold CVによるモデルの精度評価。(a) Protein descriptor

及び (b) BERT, Evotuned-BERTを用いたモデルの精度評価。 
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第六節 モデル関数を用いた全変異体の酵素活性の予想 

BLOSUM x PSSMと Evotuned-BERTにより構築された２つの機械学習のモ

デルを用いて全配列空間への予測をした。それぞれの上位 100 を抽出すると、

両者の上位 100 変異体の配列は似ているが、ところどころ異なるような結果と

なった （Figure 3-6-1）。両者の 100変異体中で 23種類の変異体は共通してい

ることが確認できた。共通している 23 種類の発現ベクターの作製を試みたと

ころ、その中の 19 種類（Table 3-6-1a）を作製することに成功した。その 19

種類の配列が(M/L)-W-X-(M/L)であり、Leu199 の部分は配列の多様性が出てい

るが、V47, W185, L210については配列の多様性が乏しいことが判明した。 

配列の多様性を出すことで、幅広い変異体酵素を検証すべく、それぞれの上

位 100 種類の変異体の中から、手動で追加の変異体を選択した。初期のライブ

ラリーでは Trp185 に変異が入った変異体は不安定であり、ほとんどが精製で

きなかった。また、一部の精製できた変異体（PHBH-W185H, PHBH-MLPE）

は活性が消失していたので、Trp185 の変異は活性の増加に繋がらないことが予

想された。よって、配列の多様性を出すために配列が(M/L)-W-X-(M/L)で表わさ

れず、かつ、Val47 と Leu210 に変異が入ったものを活性試験にて検証するこ

とにした。両者の上位 100 変異体を確認し、(I/K)-W-X-(M/L), L-W-X-(M/L), M-

W-X-(I/V/K)で表される変異体を中心にして発現ベクターを作製したところ、25

種類の発現ベクター（Table 3-6-1b）の作製に成功した。合計 44種類の変異体

について、活性試験にて検証することにした。 

 

 

Figure 3-6-1. シーケンスロゴによる配列の分析 (a) 初期ライブラリー (b) 

BLOSUM x PSSM modelによる上位 100変異体 (c) Evotuned-BERT modelに

よる上位 100変異体 
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Table 3-6-1. セカンドライブラリーの配列と予測順位 (a) 両者のモデルにて上

位 100以内であると予想された変異体 (b) 片方のモデルにて、上位 100以内で

あると予想された変異体 
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第七節 機械学習により予測された高活性変異体の活性試験による

検証 

合計 44 種類の変異体について、活性試験による検証をすることにした。第

二章と同様の方法にて、NADPH の消費量と生成物の収量を定量した。すると、

初期のライブラリーでは変異体 164 種類の中で野生型よりも活性が高かった変

異体は僅か 25 種類であった。それに対して、セカンドライブラリーでは、44

種類を実験的に検証したところ、44 種類全ての変異体が野生型酵素よりも活性

が高い（Figure 3-7-1a, c）ことが判明した。また、その中で活性が最も強かっ

た PHBH-MWNL は野生型酵素よりも活性が大幅に上昇していた（Figure 3-7-

1b）。 

このことから、機械学習により予想されたセカンドライブラリーは活性が高

い変異体酵素が濃縮されていることが判明した。セカンドライブラリーの中の

上位 4 変異体（活性が高い順に、PHBH-MWNL, PHBH-MWQM, PHBH-LWNL, 

PHBH-LWNM）は、初期のライブラリーで最も活性が高かった PHBH-L199N

よりも、さらに活性が高いことが判明した（Figure 3-7-1c）。さらに、PHBH-

IWNM（セカンドライブラリーで 5 位）, PHBH-MWCM（セカンドライブラリ

ーで 6 位）は PHBH-L199N に匹敵するほどの活性を有していることが判明し

た （ Figure 3-7-1c ）。 PHBH-MWCM, PHBH-MWNL, PHBH-MWQM は

BLOSUM x PSSMと Evotuned-BERTの両者にて上位 100以内（Figure 3-6-1a）

であると予想された。それに対して、PHBH-IWNM, PHBH-LWNL, PHBH-

LWNMは BLOSUM x PSSMを用いたモデルのみで上位 100以内（Figure 3-6-

1b）であると予想された。つまり、複数のモデルを使用することにより 1 つの

モデルだけでは見落としてしまうような変異体を発見できることも示唆された。 

セカンドライブラリーで最も活性が強かった 6 種類の変異体（PHBH-MWNL, 

PHBH-MWQM, PHBH-LWNL, PHBH-LWNM, PHBH-IWNM, PHBH-MWCM）の

中で、PHBH-MWNL, PHBH-MWQM, PHBH-MWCM の活性が強いのは予想す

ることができた。なぜなら、PHBH-V47M, PHBH-L199C/N/Q や PHBH-L210M

も活性が強かったためである。それに対して、PHBH-V47Lや PHBH-V47Iが活

性をほとんど持っていないにもかかわらず、PHBH-LWNL, PHBH-LWNM, 

PHBH-IWNM が強い活性を持っていたことから、一重変異体では活性が弱くて

も組み合わせることで高活性変異体を創出できることが示唆された。 

また、初期のライブラリーでは、NADPH がほとんど消費されない変異体が

多数存在し、NADPH が消費された変異体の中でも、生成物がほとんど生産さ

れない変異体が多数確認された。しかし、セカンドライブラリーでは全ての変
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異体で生成物を確認できたので、機械学習は FMO によるアンカップリングの

改善にも有効であることが示された。 

 

 

Figure 3-7-1. セカンドライブラリーの活性試験 (a) 初期のライブラリーとセカ

ンドライブラリーの生成物量の箱ひげ図による比較 (b) Wild-type PHBHと

PHBH-MWNLの生成物量の比較（260 nmの紫外線吸収で測定している） (c) 

NADPH 消費量と生成物量の比較。塗りつぶし：初期ライブラリー（165 種類）、

塗りつぶし無し：セカンドライブラリー（44種類） 
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第八節 PHBH-MWNLの速度論的な解析 

機械学習により発見された 44種類の高活性変異体の中で、PHBH-MWNLが

最も多くの生成物を与えた。その詳細な機能について考察をすべく、ミカエ

リス・メンテン式を用いた速度論的な解析に着手した。すると、wild-type 

PHBHは KM = 472.2±70.7 µM、kcat = 0.36±0.02 min-1、PHBH-MWNLは KM 

= 178.8±18.6 µM、kcat = 56.3±1.9 min-1であった（Figure 3-8-1）。上記の結

果より、PHBH-MWNLの 6に対する KMは、wild-type PHBHの半分以下であ

った。 

 

 

Figure 3-8-1. Wild-type PHBH及び PHBH-MWNLのミカエリス・メンテン式を

用いた速度論的な解析（標本数は 3、エラーバーは標準偏差） 

 

1と 6を比較すると、6はメチル基を有しているため 1よりも立体障害が大

きい。よって、PHBH-MWNL では V47が Metに置換されたことでポケットの

構造が柔軟になり、嵩高い基質である 6に対する親和性が上昇したことが予想

される。 

代謝回転数 kcatについては、PHBH-MWNLの方が wild-type PHBHよりも

100倍以上も上昇していた。初期のライブラリーでは PHBH-L199Nや PHBH-

L199Qなどの L199を側鎖にアミド基を持つアミノ酸に変換したものでは活性

が上昇していた。さらには、6は疎水性が高い構造を有しているため、L199を

極性のアミノ酸残基に置換することで 6に対する親和性が上昇するとは考えに

くい。よって、L199を Asnに置換したことが基質認識性とは別のメカニズム

で活性の増強に寄与していることが予想される。 

それに対して、初期のライブラリーでは、PHBH-L199Dや PHBH-L199Eな

どの L199を酸性のアミノ酸残基に置換した場合は活性が消失した。つまりは、



72 

 

「極性が高く」、「酸性ではない」アミノ酸残基に置換すると活性が上昇するこ

とが判明した。そのメカニズムは大変興味深く、次章で結晶構造解析を用いて

詳細なメカニズムの解明を行った。 
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第九節 小括 

本章では、合計 204=160,000種類の PHBH変異体の中から、僅か 165種類

を教師データとして機械学習をすることで、160,000種類全ての変異体の酵素

活性を予測した。上位であると予測された変異体の中から 44種類を活性試験

にて検証することで、PHBHの高活性変異体を多数発見することに成功した。

また、機械学習により発見された高活性変異体の中では、PHBH-MWNLが最も

活性が強く、野生型酵素の 100倍以上の kcatを有することが判明した。活性が

上昇したメカニズムが大変興味深く、次章では結晶構造解析により詳細な解析

に着手した。 
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第十節 実験項 

3.1 変異型 PHBHのプラスミド作製 

・第二章と同様の手順にて行った。 

 

3.2 大腸菌を用いた形質転換、培養手順 

・第二章と同様の手順にて行った。 

 

3.3 PHBHの精製手順 

・第二章と同様の手順にて行った。 

 

3.4 PHBHの活性試験の手順 

・第二章と同様の手順にて行った。 

 

3.5 Wild-type PHBH及び PHBH-MWNLの速度論的な解析 

0.5 µM enzyme, 1 mM NADPH, 50 µM-3000 µM 6, 100 mM KPB (pH 7.4), 

100 mM NaCl (50 µL)で 25 oC, 10 min活性試験した。1 N HClを 5 µL加えて

pHを下げた後、100 µLの酢酸エチルを用いて２回抽出した。抽出後の有機層

を減圧下で濃縮した後、内部標準物質として 0.10 mMの trihydroxy-benzoic 

acidを含んだ 50 µLの DMFに溶解した。第二章と同様にして HPLCにて 12を

紫外線吸収にて定量した。誤差を評価するために、n=3で測定した。グラフパ

ッドプリズムにて、KM (µM) 及び Vmax (µM/min) を算出した。Vmaxを酵素濃度

で割ることにより kcat (min-1)を算出した。 
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Table 3-10-1. 発現用ベクターと SDS-PAGE のリスト 

No Vector map Vector name 

SDS-PAGE 
(Figure number-
Gel name and 
lane number) 

Mutation 

1 Figure S3-G1 pKW18756-IWAI Figure S5-A1 V47I/L199A/L210I 

2 Figure S3-G2 pKW18756-IWNM Figure S5-A2 V47I/L199N/L210M 

3 Figure S3-G3 pKW18756-KWAL Figure S5-A3 V47K/L199A 

4 Figure S3-G4 pKW18756-KWCM Figure S5-A4 V47K/L199C/L210M 

5 Figure S3-G5 pKW18756-KWML Figure S5-A5 V47K/L199M 

6 Figure S3-G6 pKW18756-KWMM Figure S5-A6 V47K/L199M/L210M 

7 Figure S3-G7 pKW18756-KWVL Figure S5-A7 V47K/L199V 

8 Figure S3-G8 pKW18756-KWVM Figure S5-A8 V47K/L199V/L210M 

9 Figure S3-G9 pKW18756-LWAI Figure S5-A9 V47L/L199A/L210I 

10 Figure S3-G10 pKW18756-LWAV Figure S5-A10 V47L/L199A/L210V 

11 Figure S3-G11 pKW18756-LWGI Figure S5-A11 V47L/L199G/L210I 

12 Figure S3-G12 pKW18756-LWMM Figure S5-B1 V47L/L199M/L210M 

13 Figure S3-G13 pKW18756-LWNL Figure S5-B2 V47L/L199N 

14 Figure S3-G14 pKW18756-LWNM Figure S5-B3 V47L/L199N/L210M 

15 Figure S3-G15 pKW18756-LWSI Figure S5-B4 V47L/L199S/L210I 

16 Figure S3-G16 pKW18756-LWTI Figure S5-B5 V47L/L199T/L210I 

17 Figure S3-G17 pKW18756-LWVI Figure S5-B6 V47L/L199V/L210I 

18 Figure S3-G18 pKW18756-LWVL Figure S5-B7 V47L/L199V 

19 Figure S3-G19 pKW18756-MWAI Figure S5-B8 V47M/L199A/L210I 

20 Figure S3-G20 pKW18756-MWAL Figure S5-B9 V47M/L199A 

21 Figure S3-G21 pKW18756-MWAM Figure S5-B10 V47M/L199A/L210M 

22 Figure S3-G22 pKW18756-MWAV Figure S5-C1 V47M/L199A/L210V 

23 Figure S3-G23 pKW18756-MWCM Figure S5-C2 V47M/L199C/L210M 

24 Figure S3-G24 pKW18756-MWGI Figure S5-C3 V47M/L199G/L210I 

25 Figure S3-G25 pKW18756-MWIL Figure S5-C4 V47M/L199I 

26 Figure S3-G26 pKW18756-MWIM Figure S5-C5 V47M/L199I/L210M 

27 Figure S3-G27 pKW18756-MWKM Figure S5-C6 V47M/L199K/L210M 

28 Figure S3-G28 pKW18756-MWLM Figure S5-C7 V47M/L210M 

29 Figure S3-G29 pKW18756-MWMK Figure S5-C8 V47M/L199M/L210K 

30 Figure S3-G30 pKW18756-MWML Figure S5-C9 V47M/L199M 

31 Figure S3-G31 pKW18756-MWMV Figure S5-C10 V47M/L199M/L210V 
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32 Figure S3-G32 pKW18756-MWNL Figure S5-C11 V47M/L199N 

33 Figure S3-G33 pKW18756-MWQM Figure S5-C12 V47M/L199Q/L210M 

34 Figure S3-G34 pKW18756-MWRL Figure S5-D1 V47M/L199R 

35 Figure S3-G35 pKW18756-MWRM Figure S5-D2 V47M/L199R/L210M 

36 Figure S3-G36 pKW18756-MWSI Figure S5-D3 V47M/L199S/L210I 

37 Figure S3-G37 pKW18756-MWSL Figure S5-D4 V47M/L199S 

38 Figure S3-G38 pKW18756-MWTI Figure S5-D5 V47M/L199T/L210I 

39 Figure S3-G39 pKW18756-MWVI Figure S5-D6 V47M/L199V/L210I 

40 Figure S3-G40 pKW18756-MWVL Figure S5-D7 V47M/L199V 

41 Figure S3-G41 pKW18756-MWVM Figure S5-D8 V47M/L199V/L210M 

42 Figure S3-G42 pKW18756-VWAI Figure S5-D9 L199A/L210I 

43 Figure S3-G43 pKW18756-VWCM Figure S5-D10 L199C/L210M 

44 Figure S3-G44 pKW18756-VWVM Figure S5-E1 L199V/L210M 
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Figure 3-10-1. セカンドライブラリー作製用のベクターマップ 
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Figure 3-10-1. （前ページの続き）  
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Figure 3-10-1. （前ページの続き）  
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Figure 3-10-1. （前ページの続き）  
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Figure 3-10-1. （前ページの続き）  
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Figure 3-10-2. セカンドライブラリーの SDS-PAGE 
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第四章 PHBH-MWNLの活性向上メカニズムの解明 

第一節 PHBH-MWNLの結晶化 

 上記の件について詳細なメカニズムを解明するために、PHBH-MWNL の結晶

構造解析に着手した。大スケールにて培養し、高純度なタンパク溶液を獲得す

ることに成功した。収量は十分ではあったものの、PHBH-MWNL は高濃度では

不安定であり、3 mg/mL 程度までしか濃縮することができなかった。通常タン

パク質の結晶構造解析をする場合は、10-50 mg/mL 程度の高濃度のタンパク溶

液が必要であるため、結晶化は厳しいように思われた。 

2.6 mg/mLの PHBH-MWNLに終濃度が 0.50 mMの 6 を溶解し、シッティン

グドロップ法にて一次スクリーニングをし、見つかった結晶化条件をハンギン

グドロップ蒸気拡散法にて最適化することにより、タンパク質の結晶を獲得す

ることに成功した。 

 上記の単結晶を用いて SLSにて回折実験をすることで、データ収集をした。

分解能 1.95 Å にて回折データを獲得することに成功し、空間群が C2221 であ

ることが確認された。これまでに、PHBH-A45G,1) PHBH-C116S,2) PHBH-

R220Q,3) PHBH-Y201F,4) PHBH-Y222F,5) PHBH-N300D,4) PHBH-Y385F4)など

の様々な変異体 PHBH の結晶構造が解明されてきた。その中で、PHBH-

R220Q のみはアポ体での結晶構造が解明されているが、他の PHBH は全て基

質との共結晶構造が解明されている。例えば、野生型 PHBH では基質無しの状

態で結晶化を試みたが、結晶の品質が悪く回折データの収集ができなかった。

よって、基質が結合していない条件では結晶化は困難であるため、共結晶構造

の獲得は容易であると思われた。しかし、回折データをもとに解析をすると、

予想外に 6の電子密度を確認することはできなかった（Figure 4-1-1）。このこ

とから、6 との共結晶構造を解明するためには、更なる条件検討が必要である。 

 

 

Figure 4-1-1. PHBH-MWNL の  (a) 全体構造  (b) 基質結合部位の構造
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第二節 PHBH-MWNLの共結晶化条件の検討 

PHBH-MWNL-6の共結晶構造を解明するために、より詳細な条件検討をする

ことにした。まず、異なる結晶化条件を探索することを考えた。結晶の空間群

が変わることで、基質が活性部位に入りやすくなることがあるためである。し

かし、これまでに解明された全ての結晶構造は空間群が C2221であるため、別

の空間群での結晶構造の獲得が困難であると予想された。 

 同一の空間群での基質との共結晶を獲得するために、より高濃度での結晶化

に着手した。まず、タンパク溶液に高濃度の化合物を溶解することを試みたが、

化合物の溶解度が低く 5 mM程度の化合物を加えると溶け残ってしまった。そ

こで、リザーバーに化合物を溶解することを検討した。リザーバーには沈殿剤

として有機化合物である PEGが溶解しているため、有機化合物との親和性が

高く、より高濃度の化合物の溶解が可能になることが期待された。実際に条件

検討をすると、80 mM程度の 6が溶解したリザーバーを作製することに成功し

た。 

第一節と同様に、ハンギングドロップ蒸気拡散法にて条件検討をすることで

単結晶を獲得し、高エネルギー加速器研究機構の PFにて X線回折実験を行っ

た。データ解析をすることにより、分解能 2.0 Åにて、PHBH-MWNL-FAD-6の

複合体の共結晶構造（Figure 4-2-1）を解明することに成功した。 

 

 

Figure 4-2-1. (a) PHBH-MWNL-FAD-6複合体の全体構造 (b) FAD近傍に確認で

きた 6の電子密度（2Fo-FC map）
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第三節 PHBH-MWNLの共結晶構造の解析 

 第二節で解明された PHBH-MWNL-FAD-6複合体の結晶構造をもとにして、

活性が大幅に上昇したメカニズムを解明することにした。まず、PHBH-MWNL

の活性部位を確認すると、M47の側鎖の硫黄原子と、N199の側鎖のアミド基

が水素結合を形成していることが確認された。それにより、各アミノ酸残基の

向きが変わり、6のメチル基が収納される空間が形成されることで、親和性が

上昇していることが判明した。 

 

Figure 4-3-1. Wild-type PHBH及び PHBH-MWNLの活性部位の比較  

 

先行研究において、wild-type PHBHの反応メカニズムは以下のように提唱さ

れている。まず初めに、His72, WAT1, WAT2, Tyr385, Tyr201、1の順にプロト

ンリレーが形成されることで、基質である 1の水酸基が脱プロトン化され、フ

ェノラートイオンが形成する（Figure 4-3-2）。そして、形成されたフェノラー

トイオンと P293の主鎖のカルボニル基との静電的な反発が原動力となり、酵

素反応が進行することが予想されている 6)。しかし、先行研究にて解明された

wild-type PHBHの結晶構造では、存在するはずのWAT2の電子密度が確認でき

なかった。WAT2の周りに極性のアミノ酸残基が存在しないため、WAT2を特

定の位置に保持できないことが原因と考えられた。 
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Figure 4-3-2. プロトンリレーによる 1のフェノール性水酸基の脱プロトン化機

構  

 

それに対して、PHBH-MWNLでは N199の周辺に、野生型 PHBHでは確認

できなかったWAT2の電子密度を確認することに成功した（Figure 4-3-3）。

PHBH-MWNLでは L199が Asnに置換されており、Asnの側鎖のアミド基が

WAT2と水素結合を形成することができる。それにより、プロトンリレーが安

定化された状態になることが、kcatの大幅な上昇に繋がったと考えられる。 

 

Figure 4-3-3. 基質の脱プロトン化のためのプロトンネットワーク（電子密度は

2Fo-FC map）  



89 

 

第四節 小括 

今回の PHBH-MWNL-6の結晶構造解析により、酵素活性が上昇しているメ

カニズムを解明することに成功した。また、従来の酵素の機能改変では、基質

認識性に注目しがちであった。しかし、プロトンリレーの安定化により、酵素

活性が飛躍的に上昇したことは大変興味深く、酵素の機能改変の新たな手法に

なる可能性が示唆された。 
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第五節 実験項 

4.1 大腸菌を用いた形質転換、培養手順 

pKW18756-MWNLを 0.5 µLを取り、大腸菌 BL21(DE3)株に加え、1.5 kVで

エレクトロポレーションした。これを LB/Amp平板培地に塗布し、37 oCで一

晩培養した。生えてきたコロニーを取り、2 mL の LB/Amp 液体培地に植菌し、

37 oC, 180 rpmで一晩振とう培養した。前培養液を 1.0 mLずつ取り、1 L x 5

の LB/Amp液体培地にそれぞれ植菌し、37 oC, 180 rpmで振とう培養した。

OD600が 0.5-0.6に到達後、十分に氷冷した後、終濃度が 0.1 mMになるように

IPTGを加え、18 oC, 180 rpm, 20 hours振とう培養した。その後、培養液を

500 mLの遠心管に加え、8,000 rpm, 4 oC, 5 minで遠心分離した。菌体を水に

懸濁し、50 mLのファルコンチューブに移し、2,500 G, 4 oC, 10 minで遠心分

離した。上清を捨て、－80 ℃で保管した。 

 

4.2 PHBH-MWNLの精製手順 

 集菌した大腸菌の菌体に破砕用緩衝液（100 mM Tris-HCl pH 7.4 (4 oC), 100 

mM NaCl, 50 µM FAD）を 30 mL加えて、大腸菌を懸濁した。フレンチプレス

（100 MPa, twice）にて破砕し、10,000 G, 4 oC, 20 minで遠心分離した。上清

を別の 50 mLチューブに移し、1 mLの Ni-NTA agaroseを加え、4 oCで一時間

以上転倒混和した。Ni-NTA agaroseが黄色く着色していることが確認できた。

混合液をカラムに通した後、20 mM imidazoleを含む破砕用緩衝液を 30 mL用

いて、樹脂をリンスした後、100, 200 mM imidazoleを含む緩衝液をそれぞれ

6.0 mL用いてタンパク質を溶出した。すると、Ni-NTA agaroseは元の色に戻

り、タンパク溶液をは濃い黄色に着色している事が確認できた。SDS-PAGE

（Figure 4-5-1a）にて、目的の分子量のバンドを確認できた。 

その後、緩衝液として 10 mM Tris-HCl pH 7.4 (4 oC), 100 mM NaClを用いて、

スーパーデックス７５、流速 1.0 mL/minでゲル濾過クロマトグラフィー

（Figure 4-5-2）にて精製した。280 nmの紫外線吸収が確認できたフラクショ

ンを取り、SDS-PAGE（Figure 4-5-1b）にて確認をした。すると、タンパク質

が十分な純度にて精製できたことを確認した。ブラッドフォード法にてタンパ

ク質の濃度を推定すると、3.2 mg/mLであった。構造安定化のため終濃度が

0.50 mMになるように FADを加えた後、100 µLずつ分注し液体窒素にて急速

冷凍した。－80 ℃で保管した。 
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4.3 結晶化スクリーニング 

PHBH-MWNLの結晶化条件を探索するために、シッティングドロップ蒸気拡

散法（Table 4-5-1）にて、結晶化スクリーニングを行った。すると、0.20 M 

sodium citrate, 20% PEGmme 3,350, 0.10 M Bis-trispropane (pH6.5) の条件に

おいて、単結晶（Figure 4-5-3a）を獲得することに成功した。ハンギングドロ

ップ蒸気拡散法（Table 4-5-2）にて、塩濃度や沈殿剤の濃度を最適化すること

で、良質な単結晶（Figure 4-5-3b）を獲得した。更に、高濃度の基質誘導体存

在下で結晶を獲得すべく、リザーバーに 4-hydroxy-3-methylbenzoic acid (6)を

溶解した条件で、ハンギングドロップ蒸気拡散法（Table 4-5-3）に着手した。

同様に 20 oCで３日間静置することで、単結晶（Figure 4-5-3c）を獲得した。 

 

4.4 エックス線回折実験及びデータ解析 

リザーバーに終濃度が 20% (v/v) になるようにエチレングリコールを加え、

プロテクタントを作製した。プロテクタントにタンパク質結晶を数秒間浸して

凍結処理を行った後、液体窒素を用いて瞬間凍結した。凍結した結晶は

UniPuck (Crystal Positioning Systems) に充填し、液体窒素中にて保管した。高

エネルギー加速器研究機構のビームライン BL17Aを用いて、全自動測定にて

Ｘ線回折実験（Table 4-5-4）を行った。 

得られた X 線回折像をプログラム XDS7) 及び AIMLESS8)を用いて指数付

け・積分処理し、回折強度データを得たところ、分解能 2.0 Å, 空間群 C2221, 

a=72.2, b=141.9, c=89.5であることが確認できた。PHBHと生成物の複合体構

造の結晶構造である 1PHH9)をサーチモデルとして、プログラム Phaser10)を用

いて分子置換法を行った。プログラム Coot11)を用いてモデル修正を行い、プロ

グラム Phenix.Refine12)により構造精密化を行った。Table 4-5-5 に示すような

統計値が算出された。 
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Fugure 4-5-1. SDS-PAGEによる PHBH-MWNLの分析 (a) M：マーカー、1:沈

殿、2 ：上清、3：フロースルー、4, 5：20 mM イミダゾールでリンスした画

分、6, 7, 8, 9：100 mM イミダゾールで溶出した画分、9, 10, 11, 12, 13：200 

mM イミダゾールで溶出した画分 (b) M：マーカー、1：C11、2：C12、3：

D12、4：D11、5：D10、6：D9、7：D8、8：D7 

 

 

 

Fugure 4-5-2. ゲルろ過クロマトグラフィー 
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Fugure 4-5-3. 獲得できた PHBH-MWNLの結晶 (a) シッティングドロップ蒸気

拡散法で獲得できた結晶 (b) ハンギングドロップ蒸気拡散法で獲得できた結晶

(c) 80 mMの 6存在下で、ハンギングドロップ蒸気拡散法にて獲得できた結晶 
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Table 4-5-1. シッティングドロップによる条件検討  

 

Table 4-5-2. ハンギングドロップ蒸気拡散法による条件検討１  

結晶化方法 ハンギングドロップ蒸気拡散法 

タンパク質溶液 2.6 mg/mL PHBH-MWNL, 0.50 mM 4-hydroxy-3-
methylbenzoic acid (6), 0.50 mM FAD, 10 mM Tris-HCl (pH 
7.4, 4 oC). 100 mM NaCl, 2% DMF 

リザーバー 12%-26% PEGmme 3350 
0.14 M-0.24 M Sodium citrate 
0.10 M Bis-Trispropane pH 6.5 

混合比 リザーバー：タンパク質= 1 μL：1 μL 

結晶化の温度 20 ℃ 

 

Table 4-5-3. ハンギングドロップ蒸気拡散法による条件検討２ 

結晶化方法 ハンギングドロップ蒸気拡散法 

タンパク質溶液 3.2 mg/mL PHBH-MWNL, 0.50 mM FAD, 10 mM Tris-HCl 
(pH 7.4, 4 oC). 100 mM NaCl 

リザーバー 14%-17.5% PEGmme 3350 
0.14 M-0.24 M Sodium citrate 
0.10 M Bis-Trispropane pH 6.5 
80 mM 4-hydroxy-3-methylbenzoic acid (6) 

混合比 リザーバー：タンパク質= 1 μL：1 μL 

結晶化の温度 20 ℃ 

 

結晶化方法 シッティングドロップ蒸気拡散法 

タンパク質溶液 2.6 mg/mL PHBH-MWNL, 0.50 mM 4-hydroxy-3-
methylbenzoic acid (6), 0.50 mM FAD, 10 mM Tris-HCl (pH 
7.4, 4 oC), 100 mM NaCl, 2% DMF 

結晶化溶液 PACT suite（QIAGEN社）（96条件） 

The PEGs suite（QIAGEN社）（96 条件） 

JCSG＋ suite（QIAGEN社）（96 条件） 

Crystal Screen I（HAMPTON RESEACH社）（48 条件） 

Crystal Screen II（HAMPTON RESEACH社）（48 条件） 

Wizard: Precipitant Synergy（EMERALD BIO 社）（192 条

件） 

混合比 リザーバー：タンパク質 = 0.50 µL：0.50 µL 

結晶化の温度 20 ℃ 
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Table 4-5-4. PF BL17Aによる X線回折強度の測定条件  

BeamLine PF BL17A 

Wavelength (Å) 0.980000 

Detector PILATUS3 S6M 

Exposure Time (sec.) 0.2 

Oscillation Angle (°) 0.2 

Data collection range (°) 0-180° 

Detector distance (mm) 392.310 

Temperature (K) 100 
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Table 4-5-5. PHBH-MWNL-6複合体の結晶学的データと構造精密化の統計値  

Statistics  PHBH–MWNL in complex with 6 

Data collection  

 Wavelength (Å) 0.98000 

 Space group C2221 

 Unit cell dimensions a, b, c (Å) 72.2, 141.9, 89.5 

 Resolution (Å) 44.7–2.0 (2.07–2.0) 

 Observed reflections 209,417 (21,416) 

 Unique reflections 31,316 (3,058) 

 Rmerge
a 0.057 (0.867) 

 Completeness (%) 99.49 (99.29) 

 I/σ (I) 19.00 (2.64) 

 Redundancy 6.7 (7.0) 

 Molecules/asymmetric unit 1 

 Data collection facility BL-17A Photon Factory beamline, Tsukuba, JAPAN 
  

Refinement  

 Resolution (Å) 44.7–2.0 

 Refined reflections 31,289 

 Free reflections 1,995 

 Rwork
b/Rfree (%) 21.77 / 25.35 

 Ramachandran Plot  

  Favored (%) 97 

  Allowed (%) 0 

  Outliers (%) 0 

 R.m.s. deviations  

  Bond lengths (Å)  0.003 

  Bond angles () 0.71 

 Protein Data Bank code 8Y2S 
  

a Rmerge = ∑ | Iavg – Ii | / ∑ Ii, where Ii is the observed intensity and Iavg is the average intensity of observations of 

symmetry-related reflections. 

b Rfactor = ∑ | Fp – Fp(calc.) | / ∑ Fp, where Fp and Fp(calc.) are observed and calculated structure factors; Rwork and Rfree 

are calculated with refined and free reflections, respectively. 
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第五章 総括 

第一節 本研究の総括 

本研究では、機械学習を用いた FMO の効率的な機能改変に成功した。FMO

は天然において多種多様な天然物の生合成に関与するため、非常に重要な酵素

ファミリーであり、FMO の機能改変による天然物誘導体の効率的な創出が期

待される。しかし、FMO は酵素反応時のコンフォメーション変化に富むため、

結晶構造をもとにしても酵素反応時の活性部位の形を予想することが困難であ

り、効率的な機能改変が難しかった。さらに、酵素の配列には膨大なパターン

が存在し、実験室レベルでは検証できる変異体酵素の数は非常に限られている。

本研究では、Val47, Trp185, Leu199, Leu210の 4アミノ酸残基について部位特

異的な変異を導入した。そして、204=160,000 種類の変異体の中の僅か 165 種

類（0.1％程度）を教師データとして使用し、機械学習をすることで、高活性変

異体が濃縮されたセカンドライブラリーを創出することに成功した。また、セ

カンドライブラリーで最も活性が高かった PHBH-MWNL は 6 に対して、野生

型酵素の 100倍以上の活性を持っていることが判明した。 

PHBH-MWNL について、活性が上昇した詳細なメカニズムを解明するために、

結晶化条件の探索をすることで、単結晶を獲得することに成功した。結晶構造

解析をすることにより、PHBH-MWNL-FAD-6 複合体の結晶構造を獲得するこ

とに成功した。獲得された結晶構造を詳細に解析することにより、L199が Asn

残基に置換されたことにより、水素結合を形成することで、水分子を安定に留

めておくことができるようになり、プロトンリレーの安定化に繋がったことが

推測される。通常の酵素の機能改変では、基質結合部位の形状にだけ注目しが

ちであるが、本研究から、プロトンリレーの安定化による酵素の機能改変の有

効性が示唆されたため、酵素の機能改変の幅が広がることが期待される。 

 さらに、機械学習により予測されたセカンドライブラリーは、初期のライブ

ラリーに比べて、アンカップリングが少ない高活性変異体が濃縮されているこ

とが判明した。近年、合成生物学が注目されており、FMO を宿主となる微生

物に発現させることで、有用な化合物の効率的な生産が期待される。しかし、

FMOのアンカップリングは微生物の生命維持に必要な NADPHを浪費し、さら

に、アンカップリングにより放出される過酸化水素は微生物にとって有毒であ

り、宿主となる微生物の生育の妨げになることが懸念される。このことからも、

機械学習によるアンカップリングの少ない FMO の創出は、FMO の産業的な応

用を促進し、効率的な天然物誘導体の創出が可能になることが期待される。 
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第二節 今後の展望 

本研究で、機械学習が FMOの機能改変に有効であることが示され、本手法

を他の研究に応用することにより、天然物誘導体の効率的な取得が可能になる

ことが期待された。しかし、課題としては、教師データの取集にかなりの労力

が要することが挙げられる。また、上述のように FMOに独自のアンカップリ

ングにより、NADPHの消費量をもとにしたハイスループットなアッセイが困

難である。さらには、コンフォメーション変化に富むため、apo体と holo体で

基質結合部位の構造が変わるため、ドッキングシミュレーションを用いても正

確な酵素と基質の親和性を計算することが困難である。そこで、解決策として

「MDシミュレーション」により教師データを取集し、「弱機械学習」を使用す

ることを現在検討している。 

 従来のドッキングシミュレーションは、酵素の構造を剛体として扱い、シミ

ュレーションをするので、FMOのようなフレキシブルな酵素には不向きであ

る。それに対して、MDシミュレーションでは、酵素のコンフォメーション変

化を考慮したシミュレーションをすることができるため、FMOとより正確に

相互作用の強さを定量できる可能性がある。例えば、FMOの一種である TropB

はベンゼン環を脱芳香化する酵素活性を持ち、本来の基質だけでなく、様々な 

基質誘導体との活性試験が行われてきた。そして、TropBが高い活性を示した

基質誘導体との相互作用について、MDシミュレーションを用いることで、そ

の基質認識機構について詳細な考察がされていた 1)。 

また、機械学習は教師データの精度に大きく影響されるが、精度が高いデー

タを集めることが難しい状況も存在する。そのような状況には、弱機械学習が

有効であることがある。弱機械学習では、精度が弱めの情報が多く手に入ると

きに有効な手法であり、MDシミュレーションで集めた教師データを用いて、

弱機械学習が有効になる可能性がある。例えば、MDシミュレーションによる

タンパク質の安定性予想をし、それを用いて野生型よりも安定なタンパク質の

変異体を創出した例が存在する 2)。機械学習はタンパク質の機能改変に有効で

あることが示唆され、今後も機械学習を用いた酵素の機能改変が益々行われて

いくことが期待される。 
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