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新規人工酵素 Syn-F4鉄エンテロバクチンエステラーゼの立体構造を解明 

天然の酵素とは全く異なる立体構造および反応機構が明らかに 

 

信州大学繊維学部･バイオメディカル研究所の新井亮一准教授、信州大学大学院総合理工学研究科

繊維学専攻修了生の栗原航大さん、信州大学農学部･バイオメディカル研究所の梅澤公二助教、米国

プリンストン大学の Michael Hecht 教授らの国際共同研究グループは、細胞内で鉄の取り込みの際

に機能する新規人工酵素 Syn-F4 鉄エンテロバクチンエステラーゼの詳細な立体構造を X 線結晶構

造解析により解明することに成功しました。Syn-F4 は、2 本の長い α ヘリックスが 2 組合わさっ

た 4 本ヘリックスバンドル二量体構造を形成し、中央部分に特徴的な穴が貫通しており、天然の酵

素とは全く異なる立体構造であることが明らかになりました。また、反応機構も天然の酵素と大き

く異なっており、Syn-F4 が、天然の酵素と異なる機構で生命活動維持に必要な酵素として細胞内で

機能することを示しました。今後、人工タンパク質や人工酵素の可能性を拡張し、タンパク質工学や

合成生物学分野の発展や応用につながることが期待されます。本研究成果は米国科学アカデミー紀

要(Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America) 9 月 19 日

発行号への掲載に先立ち、同誌 Web サイトにてオンライン版が 9 月 11 日に公開されました。 

 

１．本研究のポイント 

・天然には存在せず、新規に創出された人工タンパク質である新規人工酵素※1 Syn-F4 鉄エンテロバ

クチンエステラーゼの立体構造をＸ線結晶構造解析※2により解明 

・Syn-F4 は、2 本の長いαヘリックス※3が 2 組合わさった 4 本ヘリックスバンドル※4二量体構造を

形成し、中央部分に特徴的な穴が貫通しており、天然の鉄エンテロバクチンエステラーゼ酵素とは

全く異なる立体構造であることを解明 

・Syn-F4 は、天然の酵素と大きく異なる機構で生命活動維持に必要な酵素として機能することを示

しており、今後、新たな人工タンパク質や人工酵素の可能性の拡張につながることが期待 

 

２．研究背景 

タンパク質は生体内で様々な機能を担う非常に重要で高機能な生体物質であり、生物が生きていく

ために必要不可欠なものです。このタンパク質を人工的にデザインし、望みの機能を実現することが

できるようになれば、医薬品開発や環境負荷の少ない化学反応、さらにはナノバイオテクノロジー等

の発展に大きく貢献できると考えられ、タンパク質工学研究の究極的目標でもあります。しかしなが

ら、天然に存在しないタンパク質を新規に人工的に創出した新規人工タンパク質※5（de novo protein：

デノボタンパク質）の設計開発は、現在においても困難な課題であり、特に高機能な新規人工タンパ

ク質の創製に成功しているのは、世界でも少数のグループに限られています。これまでに、米国プリ

ンストン大学化学科の Michael Hecht 教授の研究室では、バイナリーパターン法※6 を用いた新規人

工タンパク質の創製に関して長年に渡り先駆的な研究を行ってきました。バイナリーパターン法とは、

タンパク質の表面には親水性アミノ酸※7、内側には疎水性アミノ酸※8が配置されるように、アミノ酸
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の配列パターンをデザインする方法です[参考文献 1]。これまで、Hecht 研究室では、特に 4 本ヘリ

ックスバンドルタンパク質の設計開発に多く成功してきました。この中の一つの新規人工タンパク質

Syn-F4 は、鉄制限培地で増殖できないエンテロバクチンエステラーゼ欠損大腸菌株(Δfes)の生育を相

補する活性により選択および分子進化することにより得られ [参考文献 2,3]、実際に細胞内で鉄の取

り込みの際に機能する鉄エンテロバクチンエステラーゼ活性を有する新規人工酵素であることを明

らかにしてきました[参考文献 4]。しかし、その立体構造や反応機構などは分かっていませんでした。 

 

３．研究内容・成果 

そこで、本研究では、Ｘ線結晶構造解析により、新規人工酵素 Syn-F4 の立体構造を解明しました。

Syn-F4 は、2 本の長いαヘリックスからなる構造が 2 組合わさった 4 本ヘリックスバンドル二量体

構造を形成し、天然のエンテロバクチンエステラーゼ酵素とは全く異なる立体構造であることを明ら

かにしました（図 1）。特に興味深いことに、Syn-F4 立体構造の中央付近に特徴的な穴が貫通してい

ました。網羅的な変異実験により 5 つの残基（Glu26, His74, Arg77, Lys78, Arg85）が酵素活性に必

要であることが分かり[参考文献 4]、これらの 5 残基は全て Syn-F4 構造の中央部の穴の付近に位置

し、活性部位を形成することが推定されました（図 2）。実際にこれらの変異体を作製することによ

り、これらの 5 残基が活性に必須であることを確認しました。また、分子動力学シミュレーションに

より推定活性部位の動的特性が示唆され、さらに、ドッキングシミュレーションにより鉄エンテロバ

クチンが結合した構造を予測しました。以上の結果をもとに、新規人工酵素 Syn-F4 は、天然のエン

テロバクチンエステラーゼのセリン残基を含む触媒三残基による反応機構とは異なり、グルタミン酸

とヒスチジン残基による触媒二残基（Glu26-His74）による反応機構であることが示唆されました。 

本研究成果は、遺伝子欠損株の細胞内で機能的に相補可能な新規人工酵素の立体構造を解明した世

界で初めての例と考えられます。 
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図 1  新規人工酵素 Syn-F4 の立体構造および

構造比較 

(A) Syn-F4 全体構造のリボン表示図。 

(B) Syn-F4 全体構造の表面表示図。中心付近に

貫通した穴が開いている。 

(C) 天然のエンテロバクチンエステラーゼ Fes

の立体構造(PDB: 3C87)のリボン表示図。 

(D) 天然のエンテロバクチンエステラーゼ IroE

の立体構造(PDB: 2GZR)のリボン表示図。 
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４．今後の展開 

以上の研究成果は、Syn-F4 のような新規人工酵素が、天然の酵素と大きく異なる構造および機構

で生命活動維持に必要な酵素反応の機能を担うことができる例を示しています。今後、今回得られた

知見を基にして、人工タンパク質や人工酵素の可能性をさらに拡張することにより、さらなる新しい

人工酵素や機能性人工タンパク質の設計創出につながり、タンパク質工学や合成生物学分野の発展や

応用に寄与することが期待されます。 
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図 2  新規人工酵素 Syn-F4 の推定活性部位構造 

(A) Syn-F4 の中央部付近の拡大図。棒状表示で示

した活性に必須な 5 残基 (Glu26, His74, 

Arg77, Lys78, Arg85)はすべて中央部の穴の

付近に存在している。 

(B) 基質の鉄エンテロバクチン(FeEnt)と Syn-F4

とのドッキングシミュレーション結果の例。加

水分解反応機構を説明するために水分子を追

加した。 
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＜用語説明＞ 

※1 新規人工酵素 

 酵素は、生体でおこる化学反応に対して触媒（特定の化学反応の反応速度を速める物質で、自身は

反応の前後で変化しないもの）として機能するタンパク質である。酵素は、消化・吸収・代謝などの

生体内のあらゆる反応過程に関与しており、生きるために必要不可欠なタンパク質である。 

新規人工酵素とは、天然タンパク質のアミノ酸配列をもとにしないで、新規に配列を設計創出した

新規人工タンパク質※5のうち、酵素の機能を有するものである。 

 

※2 Ｘ線結晶構造解析 

 物質の三次元構造（立体構造）を決定するための実験的な手法の一つ。物質の結晶にＸ線を照射し

て得られる回折パターンデータをもとに計算及びモデル構築を行い、物質の立体構造を決定する。タ

ンパク質の立体構造を原子レベルで求める代表的な方法の一つである。Ｘ線結晶構造解析法で立体構

造を求めるためには、良質な単結晶の作製が困難な場合も多く、目的タンパク質の結晶化が実験の成

否の鍵を握る非常に重要なポイントとなる。 

 

※3 αヘリックス 

 タンパク質の立体構造を構成する基本的な共通骨格構造の 1 つで、バネに似た右巻きらせん形状を

している。骨格となるアミノ酸のアミノ基は４残基離れたカルボニル基と水素結合を形成し、構造を

安定化している。 

 

※4 4 本ヘリックスバンドル 

 ４本の α ヘリックスを束ねた(bundle)形状のタンパク質構造（図 1A 参照）。疎水性残基を内側に

配して 4 つのヘリックスが疎水性相互作用で安定化している例が多い。天然にも広く存在し、比較的

単純な構造であることから、新規人工設計タンパク質のデザインターゲット構造としてもよく用いら

れてきた。 

https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2218281120
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2218281120
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※5 新規人工タンパク質 

 天然タンパク質のアミノ酸配列をもとにしないで、新規に配列を設計創出した人工タンパク質。英

語で de novo protein ということより、「デノボタンパク質」とも呼ぶ。 

 

※6 バイナリーパターン法 

 バイナリーパターン法とは、タンパク質の表面には親水性アミノ酸、内側には疎水性アミノ酸が配

置されるように、目的とする立体構造に応じてアミノ酸の配列パターンをデザインし、半合理的

(semirational)に新規人工設計タンパク質を創製する方法である。特に、親水性（極性）、疎水性（非

極性）の２つの性質に着目してアミノ酸配列パターンをデザインすることより、バイナリーパターン

法と呼ばれている。プリンストン大学化学科の Michael H. Hecht 教授の研究室等で主に研究開発さ

れてきた。 

 

※7 親水性アミノ酸 

 水に対して親和性を示す極性の側鎖を持つアミノ酸。水によくなじみ、水に溶けやすい性質を持つ。

代表的なものは、荷電アミノ酸のアスパラギン酸, グルタミン酸、アルギニン, リシン(リジン), ヒス

チジンや、中性アミノ酸のセリン, トレオニン(スレオニン), システイン, アスパラギン, グルタミン

などである。水に溶けているタンパク質においては、タンパク質の表面上に、水とよくなじむ親水性

アミノ酸が多く存在している。 

 

※8 疎水性アミノ酸 

水に対する親和性が低い非極性の側鎖を持つアミノ酸。水に比較的溶解しにくく、油のように水と

なじみにくい性質の側鎖を持つ。代表的なものは、アラニン, バリン, ロイシン, イソロイシン, メチ

オニン, トリプトファン, フェニルアラニン, プロリンなどである。水に溶けているタンパク質にお

いては、水を避けるように、タンパク質の内側中心部に疎水性アミノ酸が集中し、疎水性アミノ酸同

士の相互作用によりタンパク質の立体構造の安定性に重要な役割を果たしている。 

 

 

※本リリースは文部科学記者会、科学記者会、各社科学部等に送信させていただいております。 

※ご取材の際には、事前に下記までご一報くださいますようお願い申し上げます。 
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