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 Using fluoroacetate dehalogenase (FAcD) from Rhodopseudomonas palustris as a model for the activa-
tion of fluoroacetic acid, DFT calculations identified key amino acids that influence the activity.  
Substitution of Trp156 and Tyr141 with non-canonical amino acids reduced the activation energy and 
improved the enzyme activity. Towards the total chemical synthesis of FAcD, a novel aspartic acid  
hydrazide derivative was developed to improve the peptide fragment synthesis. This research establishes 
a foundation for designing proteins with non-canonical structures, advancing precision protein engineering 
for environmental and industrial applications. Future work will focus on the synthesis and evaluation of 
high-activity FAcD variants.

１．研究背景と目的

　タンパク質工学は有用なタンパク質を設計し創り出そうとする学問分野であり，医薬分野，工業分野などで広く応用さ

れている．タンパク質は20種類のアミノ酸をモノマーとする生体高分子であり，従来のタンパク質工学はこれらモノマー

の種類と配列を変更することで望む機能をもつ人工タンパク質を創り出してきた．もし，20種類以外のモノマーを構成素

子として利用できれば，未踏の機能を有する人工タンパク質の創出が期待できる．しかし，タンパク質調製法の主流であ

る遺伝子工学的手法では天然アミノ酸以外を組み込むことは困難である．また，どこにどのような官能基を導入すれば望

む機能を実現できるかを予測することは容易ではない．そこで，これらの課題を克服し，人工タンパク質を精密に設計・

合成するための新戦略確立を最終目標に研究に取り組んだ（図1）．
　本研究では，Rhodopseudomonas palustrisから単離されたフルオロ酢酸デハロゲナーゼ（FAcD）

1,2）
の機能改変をモデル

ケースとして扱った．FAcDは極めて安定なC–F結合を生理的条件下で切断可能な酵素であることから，環境・産業分野

における有機フッ素化合物分解への応用が期待されている．しかし，フッ素置換数が増えたジフルオロ酢酸（DFA）ある

いはトリフルオロ酢酸（TFA）に対する分解活性は低く，報道でも頻繁に取り上げられている有機フッ素化合物（PFAS）
の分解に直接適用することは困難である．そのため，FAcDの酵素活性を向上させフッ素置換数が増えた基質に対しても

酵素分解可能になれば，環境に優しい脱フッ素化酵素の設計に貢献できると考えた．そこで，➊非天然アミノ酸構造も含

む多様な構造セットから加水分解反応の量子化

学計算を実施することで高活性酵素を設計し，

➋設計した酵素を合成した後，➌合成品の加水

分解活性を評価して，必要に応じて➊の設計に

評価結果をフィードバックすることを計画した．

この➊～➌のサイクルを回すことで未踏タンパ

ク質機能の創出を実現するために，本研究課題

では，量子化学計算による酵素反応機構解析と

高活性酵素中心のデザイン，および酵素化学合

成について検討した．
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図１　研究目的．
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２．フルオロ酢酸加水分解反応の量子化学計算と高活性酵素中心のデザイン

　まず，FAcDによるフルオロ酢酸加水分解の量子化学計算を実施した．

FAcDの結晶構造から酵素活性中心を切り出しモデル化した（図2）．先

行研究で提案されているいくつかの反応経路をもとにフルオロ酢酸の加

水分解反応経路を探索した
3）
．量子化学計算は，密度汎関数理論（DFT）

を用い，B3LYP-D3/6-31G(d,p)の計算レベルで行った．また，活性中心ま

わりのタンパク質環境が電子状態に与える影響を考慮するために，誘電

率（ε = 4）を持つ連続誘電体モデルによる溶媒効果を取り入れた．

　計算により得られたポテンシャルエネルギーダイアグラムを図3に示

す．計算によりこの反応は，「C–F結合開裂」，「求核攻撃」，「C–O結合開

裂」の過程に分けられることがわかった．第一段階のC–F結合開裂では，

Asp110のカルボキシル基が基質であるフルオロ酢酸の炭素を攻撃するこ

とにより，C–F結合が開裂し，Asp110と基質が結合を形成する．そのエ

ネルギー障壁は21.1 kcal/molとなった．次に，水によるAsp110のカルボ

キシル基への求核攻撃に伴い，C–O結合の開裂が生じることにより，最

終的にグリコール酸が得られる．各ステップのエネルギー障壁はそれぞ

れ，14.8 kcal/molと14.7 kcal/molであった．

　第一段階のC–F結合開裂反応の活性化エネルギーが大きいこと

から （21.1 kcal/mol）， この反応の活性化エネルギーを低下させるこ

とができれば反応全体を加速できるのではないかと考えられる．

そこで，フルオロ酢酸の加水分解を行う新規の触媒をデザインす

るために，C–F結合開裂反応の活性化エネルギーを指標として酵

素活性中心の設計へと展開した．上述の反応機構解析の結果か

ら，C–F結合開裂反応の中でTrp156とTyr141の側鎖官能基による

水素結合が系の安定化に大きく寄与する可能性が示唆された．そ

こで，Trp156およびTyr141を水素結合能に影響しうる非天然型ア

ミノ酸に置換した際の活性化エネルギーをDFT計算により求める

ことで，非天然アミノ酸を含む高活性酵素誘導体の設計に取り組

んだ．

　非天然アミノ酸の構造セットを選択するうえで， 実際に設計した

誘導体を合成することを考慮して， 固相合成に適用可能な保護体と

して市販されている化合物の中からTrp誘導体3種類（Trp(5-Cl), 
Trp(6-Cl), Trp(7-Cl)），  Tyr誘導体2種類 （Tyr(3-NO2), Tyr(4-NH2)） の計

5種類を選定した．当該アミノ酸の側鎖構造をそれぞれの非天然型

誘導体に置換したモデルを作成し，各モデルによるC–F結合開裂

反応の活性化エネルギーを求めた （図4）．その結果，野生型と比較

してTrp156をTrp(5-Cl)に置換した際に活性化エネルギーが低下す

ることが明らかとなった．また，Tyr141に対しては，Tyr(3-NO2)に
置換した際に活性化エネルギーが減少し，野生型と比較して有利

に反応が進行する可能性が示唆された．以上のように，非天然型

側鎖を有する酵素活性中心モデルにおいて，野生型を上回る反応

性を示す可能性のある候補構造を特定するに至った．
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図２ 計算モデル．
 FAcDの活性中心として，Phe40, Asp110, Arg111, 

Arg114, Asp134, Tyr141, IIe153, His155, Trp156, 
Lys181, Trp185, Tyr219, IIe253, His280を採用．

図３ FAcD によるフルオロ酢酸加水分解反応のポテン

シャルエネルギーダイアグラム．

図４ FAcDの活性中心に含まれるTrp156とTyr141を非天

然アミノ酸に置換した際のフルオロ酢酸のC-F結合

開裂のエネルギーダイアグラム．
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図５　FAcDの合成計画と各ペプチド鎖の合成結果．

３．FAcD化学合成の検討

　タンパク質の化学合成は，固相担体上でのア

ミノ酸のステップワイズな縮合により調製した

ペプチド鎖を液相にて化学選択的に縮合するこ

とで達成される．固相合成で調製可能なペプチ

ド鎖は50残基程度が限界とされていることと，

今回標的とするR. palustris由来のFAcDが302残
基のアミノ酸からなることから，6つのペプチ

ド鎖の連結により合成する経路を立案した（図

5A）．連結法として，ペプチドチオエステルと

N末端システイン含有ペプチドを中性水溶液中

で連結可能なnative chemical ligation（NCL）法を利用することとし
4）
，ペプチドチオエステルは安定前駆体であるヒドラ

ジドとして合成した．

　まず，各ペプチド鎖の合成に取り組んだ．マイクロ波加熱条件下で各ペプチドの固相合成を実施し，縮合条件と最終脱

保護条件を精査した結果，FAcD55-112を除く5つのペプチドについて合成条件を最適化することに成功した（図5B）．
FAcD55-112については，アスパラギン酸側鎖と主鎖ペプチド結合窒素原子間で環化したアスパルチミドが副生して収率が低

下することが明らかとなった．アスパルチミド抑制法として，固相合成時のピペリジン処理時にOxymaPureを添加する条

件が知られている．この条件をFAcD55-112合成に適用したが，ピペリジンによるFmoc基除去効率が低下して収率向上には

至らなかった．そこで，アスパルチミド形成を抑制するための新規手法確立に着手した．

　アスパラギン酸側鎖は一般的にエステル誘導体として保護され，最終脱保護条件で容易に脱保護されカルボン酸を与え

る．エステルでは保護基としての安定性が不十分なためにアスパルチミド体が副生することから，より安定なアミド誘導

体が有望な候補となりうる．しかし，アミド誘導体は高い安定性のために，合成後にカルボン酸に変換する際に厳しい反

応条件を必要とする．ヒドラジドはアミド誘導体の一種であり高い安定性を示す一方で，銅 （II） イオン存在下水中で処理

すると容易に酸化的加水分解が進行し対応するカルボン酸を与える．そこで，アスパラギン酸側鎖保護基としてヒドラジ

ドを利用する新規誘導体開発に取り組んだ（図6A）
5）
．アスパラギン酸ヒドラジド誘導体をアスパラギン酸から3ステップ

図６　アスパラギン酸ヒドラジドを利用するアスパルチミド抑制法．
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総収率55–65％で合成した（図6B）．この誘導体を導入したモデル

ペプチド合成し，ピペリジン処理に対する安定性を評価したとこ

ろ，従来の tert-Buエステル誘導体では87%がアスパルチミド由来の

副生成物に変換されるにもかかわらず，メチルヒドラジド誘導体を

用いることで99%以上が残存することが明らかとなった（図6C）．
また，アスパラギン酸ヒドラジド含有ペプチドをCuSO4を含む水溶

液中で処理すると，ヒドラジドの加水分解が進行し対応するアスパ

ラギン酸含有ペプチドが高収率で得られた（図6D）．さらにこの反

応は，C末端ヒドラジド共存下においても1当量の硫酸銅を用いる

ことで側鎖選択的に進行することが明らかとなった．以上の結果を

踏まえて，FAcD55-112の合成にアスパラギン酸ヒドラジド誘導体を適

用したところ，固相合成後のペプチド粗生成物の純度が大幅に向上

し，所望のペプチド鎖を得ることに成功した（図7A）．

　続いてペプチド連結反応の検討を実施した．合成効率を最大化するために収束的な連結スキームを採用した．まず，C
末端側3フラグメントの連結反応を検討し，連結する順序を最適化することでC末端側フラグメントFAcD160-302の合成を達

成した（図6B右）．N末端側フラグメントの合成では，ヒドラジドからチオエステルへの変換反応時に副反応が確認され

たが，反応時のpHを最適化することで副反応の回避に成功した．この条件を用いて3成分の連結を試みたところ，所望の

N末端側フラグメントFAcD1-159の生成が確認された（図6B左）．現在最後の連結反応について検討を加えているところで

ある．

４．まとめ

　本研究では，理論計算と合成化学の融合による精密設計タンパク質工学の開拓を目指して，FAcDの酵素反応機構解析，

高活性酵素中心の設計，酵素完全化学合成について検討した．DFT計算によりフルオロ酢酸加水分解反応をトレースした

結果，反応エネルギーダイアグラムの作成と各反応で重要な役割を果たすアミノ酸官能基の特定が可能となった．また，

C–F結合開裂反応の活性化エネルギーを指標として，Trp156とTyr141の非天然構造モデルを対象に計算することで，野生

型よりも有利に反応が進行する可能性のある誘導体候補を提案した．さらに，これら誘導体合成を進めるための基盤とし

て野生型酵素の完全化学合成に取り組み，N末端側およびC末端側フラグメントの合成まで達成した．

　今後FAcDの化学合成経路が確立されれば，理論計算により活性向上が示唆された誘導体を実際に合成して酵素活性評

価へと展開する．本成果は，非天然構造を含むタンパク質の設計・合成を可能とする精密設計タンパク質工学開拓のため

の基盤技術となるものである．
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図７　FAcD N/C末端側フラグメントの合成．
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