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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

酵素は温和な条件下でも高い立体選択性と触媒活性を示す。中でもリパーゼは幅広い基質特異性と高いエナンチオ選択性を同時に示すため、工業的にも利用されている。既に、リパーゼの幅広い基質特異性と高いエナンチオ選択性を同時に説明できる「遷移状態モデル」を提案し、遺伝子工学的手法を用いて、エナンチオ選択性を人為的に制御することに成功している。しかし、リパーゼは、1-phenyl-1-hexanol (1a) のような両側に大きな置換基を持つ基質に対しては活性とエナンチオ選択性がともに低い。今回、この欠点を克服するために、酵素構造を合理的に改変・進化させることを試みた。

1a に対するE値は野生型酵素に比べてI287F変異体の方が約6倍も向上し、変換率は2倍向上した。これは酵素の287番目のフェニルアラニンと (S)-1aのフェニル基との間には立体反発的な相互作用が働き、(R)-1aのアルキル鎖との間にはアトラクティブ相互作用が働いているためと考えられる。このアトラクティブ相互作用の種類を調べるために、末端をフッ素に置換した 1-phenyl-6,6,6-trifluoro-1-hexanol (1b) の光学分割を試みた。もしCH/π相互作用が1aの末端メチル基において働いているならば、1bにおいてE値と反応速度の向上は起こらないと推測した。実験の結果、野生型酵素とI287F 変異体において、1bを用いた時の方が1aを用いた時より高いE値を与えた。この結果より、CH/π相互作用以外の何らかのアトラクティブ相互作用が(R)-1のアルキル鎖とI287F変異体のフェニル基との間に働いていることがわかった。次に、トリフルオロメチル基はイソプロピル基程度の大きさがあるので、1aよりアルキル鎖が長い1-phenyl-1-heptanol (1c) を光学分割した。1cに対しては、I287F変異体は野生型酵素に比べて約8倍大きなE値を与えた。E値に関して1cと1aを比べると、野生型酵素では1.8倍、I287F変異体では2.3倍に向上した。反応速度に関しても、基質1aより増加した。以上のように、変異を導入したアミノ酸残基と基質のどちらについても嵩高いほどE値と変換率が高くなるという興味深い結果が得られた。第2世代酵素であるI287F/I290A二重変異体についても検討したところ、触媒活性とエナンチオ選択性のさらなる向上が確認できた。合理的に酵素を進化させることに成功したといえる。
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	欧文概要　ＥＺ
We tried to rationally improve both enantioselectivity and catalytic activity of a lipase toward secondary alcohols bearing bulky substituents on both sides by introducing a mutation(s) on the basis of the mechanism proposed previously. The E value for 1-phenyl-1-hexanol (1a) increased as the amino acid residue at position 287 was more bulky: Phe > Ile > Ala. The E value for the I287F mutant toward 1a was 6-fold higher than that for the wild-type enzyme. As for the conversion of 1a, that of the I287F mutant was two times higher than that of the wild-type enzyme. These results suggest hat attractive interactions operate between the phenylalanine residue at position 287 of the I287F mutant and the alkyl chain of (R)-1a. To identify the attractive interaction, 1-phenyl-6,6,6-trifluoro-1-hexanol (1b) was used. If the CH/π interaction worked for 1a, enantioselectivity and catalytic activity for 1b would decrease because of the lack of the CH/π interaction site at the  position. However, the I287F mutant showed higher E value and a higher conversion for 1b than for 1a. Therefore, attractive interactions except the CH/π interaction should operate. In view of the result that 1b, which is more bulky than 1a, reacted more smoothly, we used a substrate with a longer alkyl chain, 1-phenyl-1-heptanol (1c). The E value for the I287F mutant toward 1c was 8-fold higher than that for the wild-type enzyme. In the case of the wild-type enzyme, the E value for 1c was 1.8-fold higher than that for 1a, while, in the case of the I287F mutant, the E value for 1c was 2.3-fold higher than that for 1a. The conversions were also higher for 1c than for 1a. The more bulky the amino acid residue at position 287 or the substrate, the higher the E value and the conversion. We also examined the I287F/I290A double mutant and found that both enantioselectivity and catalytic activity could be improved further. Thus, we succeeded in the rational evolution of the enzyme.
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