
不可能を可能にする人工タンパク質設計技術
～難生産性L-アミノ酸酸化酵素の改良と、

D-アミノ酸動的光学分割法への展開～
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発見から100年
応用が期待され50年
不可能が可能に！

人工蛋白質が繋ぐ2つの知能



技術開発費用・生産コストの低減により…

✓国家財政に優しい安価な医薬品

✓難病・熱帯病の新薬開発

✓途上国の”医療の壁”の破壊

✓安価な次世代燃料・化成品原料

↓

✓人類の生活を豊かに！

人工酵素設計技術と
研究者の共創

=夢の実現！
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技術の
汎用性



哺乳類のタンパク質は
大腸菌で発現しにくい？

アミノ酸という同じ部品で
構成されているのになぜ？

同じ機能を持って
いるのに安定性
生産性が違う..



本技術による成果の一例

哺乳類C

米国特許
蛋白質

哺乳類B哺乳類A
人工設

計
蛋白質

スクリー
ニング
蛋白質

特許回避+高機能化に高確率で成功！

81%

75%

相同な配列2000弱



AI・HI融合型(データマイニング) とは？..
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✘AIの下働き
✘ニーズとの乖離
・手法に合わせた

データの準備
・面白そうだが

汎用性が無い

✔AIと研究者の融合・共創
研究者の視点でAIを扱う
社会的ニーズにこたえる！

汎用性

ビックデータの演繹的解析
e.g. 遺伝子・アミノ酸配列、立体構造

人工蛋白質が繋ぐ2つの知能

新しいデータ
マイニング法
AI・機械学習

企業・研究者の帰納的解析



分子全体を再設計

蛋白質の人工設計法とは？

？

天然型 人工型

人工設計

蛋白質の進化や機能の情報はすべて配列に刻まれている。
配列情報、構造情報を機械学習、酵素分子全体を再設計。

祖
先

現
代

(立体構造
は保存)

機能の進化

ビッグデータを駆使した分子設計

多様化



蛋白質(酵素) 

膨大な遺伝子資源から

有用な情報を引き出す技術が必要。

遺伝子 代謝

膨大な宝の山(遺伝子資源)
を人類は手にしている。 でも増えているは

ゴミばかり...??

47億塩基 (2000/01)
2.28兆塩基 (2017/03)
3.41兆塩基 (2018/03)

DDBJ Released Statistics

遺伝資源の探索と活用
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配列相同性 (%)

類似構造

不明

20%‐30%
Twilight zone

✔ 20~40%でも配列が相同だと

似た構造と機能=>帰納的解析

配列、構造、機能の保存性の関係



演繹的解析の必要性

基質特異性
が高い

基質特異性
が広い

可溶性
発現

pH依存性

安定性

耐熱性

温度依存性

有機溶媒
耐性

生産性

✔スクリーニングに求める、保存性の低い機能は
応用利用する上で合理的改変が難しい事が多い。

✔保存性の低い機能は保存性が配列(部位)に起因する。

バイオ技術
の弱点



人工設計: 分子全体を再設計

✔新技術は、ビックデータを用い分子全体を再設計する。

✔既存技術では改善困難であった機能を含め、大幅な改良が可能。

場所 保存性 進化速度 機能 設計の難易度

中心 高 遅い
反応特異性
基質特異性

構造情報必須
スキル依存

外殻 低 早い

物性・生産性
フォールデング

反応特異性
基質特異性

人間の目では
設計困難

>> AIで設計

既存技術(合理的) +          = 新旧技術の融合

配列、構造が保存 ⬌ 合理的設計可

配列、構造が保存されていない⬌設計困難

外殻

中心

中心 外殻

中心

中心 外殻新技術



⼈⼯蛋⽩質・酵素連携先

・蛋白質工学・酵素化学・計算化学・構造生物学
・酵素設計方法論の開発と検証

✔抗体の機能向上

✔脂質代謝酵素

・不斉合成用
人工酵素

✔アミノ酸代
謝酵素

✔受容体構造機能解析

・食品・薬剤スクリーニング
系の開発

・特殊抗体の人工設計
✔酵素の人工設計

✔糖質代酵素

・細胞内代謝物イメージング
・GPCRの人工設計

T県立大学

・ゲノム編集

・臨床検査用酵素
抗体の機能向上

・食品用酵母

・医薬
・食品
・応用

✔ウィルス
蛋白

・糖質関連酵素

共同研究(企業)
食品大手A社
医薬品M社
臨床検査薬開発T社
バイオベンチャーS社

大学(工)
大学(医)

大学(理) 研究所(工)

T私立大学

大学(薬)

大学(医)

大学(薬)

大学
(医)

大学(工)
大学(農)

大学

✔抗体の機能向上

大学(農)

強⼒な研究開発体制
多様な蛋⽩質の検証



L-アミノ酸酸化酵素 （LAAO）

応⽤利⽤
▶L-アミノ酸（誘導体）製造
▶α-ケト酸の製造
▶D-アミノ酸の定量
▶7-ACA (セフェム系抗⽣物質原料）

の製造

D-アミノ酸酸化酵素（DAAO）

▶D-アミノ酸の製造?
▶α-ケト酸の製造?
▶L-アミノ酸の定量?

応⽤利⽤に期待

⽂献情報多数、
しかしすべてラボスケール

より希少

LAAOの分布 ▶ヘビ毒
☞学術レベルの報告は極めて多い

▶ジャンボアメフラシ

新規アミン酸化酵素
配列データベースから

ArtLAAOを開発⽣物に広く存在

⼈⼯L-アミノ酸酸化酵素開発の背景

☞天然型いずれも調整困難



ArtLAAOの設計

？

天然型
LAAO

⼈⼯
LAAO

⼈⼯設計

配列(進化)情報、構造情報を機械学習、酵素分⼦全体を再設計

100〜
200点変異

祖
先

現
代

全体構造
は保存

機能の進化

配列データを駆使した分子設計

多様化



LAAOの特徴と反応機構①: ケト酸の合成

毒性?
アミノ酸の消費?

異種発現が困難
→⼤量精製できない
→産業利⽤が頓挫

H2O2 ガラガラヘビ由来LAAO
100mg当たり

130~240万円
※⽣体から調整、

試薬レベルの販売価格

L‐アミノ酸 α‐ケト酸

LAAO

H2O2

◎基質選択性が広く、改変なしで多様な基質を触媒できる
◎変異体の評価が容易(H2O2を検出)
◎産業利⽤されているDAAOの既知情報が利⽤できる



▶ラセミ体を、D体に⾼い光学純度、
One-potで動的光学分割

L‐アミノ酸
LAAO

D‐アミノ酸

◎還元剤の存在下、ラセミ体アミノ酸の動的光学分割
◎競合技術と比較し多様な基質に対応、不斉合成収率(ee値)が高い

×還元剤、H2O2の処理が必要

LAAOの特徴と反応機構②: 動的光学分割



ArtLAAO1の特徴: 基質特異性、他

芳香族３種を含む
９種に活性︕

▶20種L-アミノ酸⽐活性

L-Gln ≒ L-Met ＞L-Leu＞L-Glu＞
L-Phe＞L-Trp＞L-Tyr＞L-Ile＞L-Arg

▶収量…500U以上、
30㎎/⼤腸菌1Lバッチ培養

⼤量発現に成功︕

Substrate kcat Kｍ kcat/Km
/sec mM / (sec･mM)

L-Met 22.0±1.1 0.36±0.1 61.1

L-Leu 7.5±0.46 0.62±0.1 12.0
L-Phe 12.6±0.4 3.71±0.3 3.39

L-Trp 6.36±0.6 3.08±0.6 2.06

L-Gln 13.3±0.2 1.47±0. 9.05
L-Glu 33.0±2.5 11.5±2.2 2.88

D-Pheは、PPACK、
ナテグリニドの医薬品中間体

疎⽔的でかさ⾼い側鎖をもつアミノ酸に反応できる



▶DL-Phe誘導体 DL-Trp誘導体の動的光学分割

ラセミ体Phe誘導体、Trp誘導体から、
One-potで⾼純度なD体の合成が可能

ArtLAAO1の特徴: 動的光学分割

ee値99％以上が殆ど
スケールアップも実施中



●D体
▲L体
□ee値（%）

▶DL-Phe、2-Fluoro-DL-Phe
の動的光学分割の経時変化

DL-Phe 2-Fluoro-DL-Phe

180分 24時間

⻑時間の反応にも耐えられる

ArtLAAO1の特徴:動的光学分割



▶100 ｍLスケール (基質10mM)

ee 84% 
・4種のDL-Phe誘導体でee>99%で光学分割に成功
・L-Phenylglycineに対するArtLAAOの反応性の改善が必要

ArtLAAO
70 mg

ArtLAAOを利⽤した動的光学分割

ee>99%

2-Fluoro-DL-Phe 3-Fluoro-DL-Phe 4-Fluoro-DL-Phe 3,4,5-Trifluoro-DL-Phe

DL-Phenylglycine

ArtLAAO
7 mg



低コストで調整が可能な初めてのLAAO
（50㎎/⼤腸菌バッチ培養1L）
基質選択性広い
動的光学分割法への利⽤可能
D-Phe誘導体（9種類）
D-Trp誘導体（6種類）
D-Phenylglycine
部位特異的変異体の評価が容易
100mLスケールでの光学分割に成功

⇒スケールアップへの検討中

⾼純度⾼収量で
光学分割に成功

ArtLAAO１(新技術)の特徴
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活動予定

技術的優位性の確保(優先権出願)
・権利範囲の拡大: 類似酵素のスクリーニング、類似技術の開発
の防止。
・安定性や基質特異性の異なるArtLAAOの開発
・ニーズに対応するための立体構造の決定、合理的改変の準備
・配列情報を用いた改変の準備

・PCT出願 (JST支援制度に申請予定)
・本JST新技術説明会にて発表
・イノベーションジャパン2019出展済
・Enzyme Engineering XXVで発表済(口頭)



ArtLAAOの特許情報
特願: 2019-062177、名称:  新規なＬ－アミノ酸オキシ
ダーゼ及びＤ－アミノ酸⼜はその誘導体の製造⽅法、出願⽇: 
2019/3/28 発明者: 南野優季、中野祥吾、伊藤創平、出願
⼈: 静岡県⽴⼤学
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発見から100年
応用が期待され50年
不可能が可能に！

人工蛋白質が繋ぐ2つの知能

本技術に関する知的財産権

⼈⼯設計技術の成果物の出願例
特願: 2019-062177 他、4件 (⾮公開)
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(特許出願済のArtLAAOについて)
・ ArtLAAOの有用性の検証、用途の探索について

共同研究パートナーを募集
・ 酵素としての販売
・ 広くご活用いただくことを希望

・
アミノ酸、アミノ酸誘導体、ペプチド・中分子医薬品
合成中間体の動的光学分割

・L‐アミノ酸およびL‐アミノ酸誘導体からケト酸の合成

・特異性を改良する酵素の設計起点として

企業への期待 

想定される用途
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(人工設計蛋白質による高機能化について)

・イノベーティブなバイオ製品の共同開発
・成果について特許の共同出願可能

企業にご用意いただきたいもの
・目的蛋白質の配列 ・目的蛋白質の評価系

想定される事例
・インシリコスクリーニング
・生産性や反応性の向上 ・安定性の向上
・副生成物の低減 ・基質特異性の拡張
・自社特許権利範囲の拡張

企業への期待 



・研究内容に関して
静岡県⽴⼤学 ⾷品栄養科学部 ⾷品⽣命科学科
⾷品蛋⽩質⼯学研究室 准教授 伊藤 創平
TEL︓054-264-5576
E-mail︓itosohei@u-shizuoka-ken.ac.jp

・特許・契約に関して
静岡県⽴⼤学 教育研究推進部 地域・産学連携推進室
鈴⽊ 美帆⼦ (産学官連携コーディネーター)
TEL︓054-264-5124
E-mail︓renkei2@u-shizuoka-ken.ac.jp

お問い合わせ先


