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研究成果の概要（和文）：酵素やタンパク質の反応過程を動画として可視化することを目標に，様々なターゲッ
トを対象として研究を進めた。ディールスアルダー反応を行う酵素Phm7, Fsa2の立体選択的な反応機構を説明で
きる基質結合様式を分子シミュレーションから提案し，その正確さを生成物メチル化体結合型の結晶構造で確認
した。また，イクオリンの発光を誘起するCa2+が結合する順序と位置を明らかにすることができた。さらに，活
性型Rubiscoにリガンドが結合していない構造を決定し，これまで知られていたオープン型，クローズド型のい
ずれとも異なる構造であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Research was conducted on various targets to visualize the reaction 
processes of enzymes and proteins as molecular movies. From the molecular dynamics simulations and 
the substrate-free crystal structures of Dieals-Alderases, Phm7 and Fsa2, we proposed a substrate 
binding mode that can explain the stereoselective reaction mechanism of the enzymes, and confirmed 
its accuracy with crystal structures of the methylated product-bound form of Fsa2. The order and 
position of the Ca2+ binding that induces the luminescence of Aequorin were also clarified. 
Furthermore, we determined the structure of the active and ligand-free form of Rubisco and showed 
that this structure is distinct from both the open and closed forms of the enzymes known so far.

研究分野：構造生物学

キーワード： 高速分子動画　ディールスアルダー反応　発光タンパク質　Rubisco
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研究成果の学術的意義や社会的意義
分子シミュレーションでは推定が困難なタンパク質・酵素の構造変化を実験的に捉えることは生命科学において
今後ますます重要性を増す。本研究では，目標とした酵素反応の過程を可視化するには至らなかったものの，そ
のゴールに向けて乗り越えるべき課題，例えば試料調製やビームラインでの試料の取り扱い，時分割構造解析の
データ測定などを明らかにし，それらのいくつかについて乗り越えることができた。本研究で得られた技術と経
験が今後のXFELを用いた時分割構造解析に向けた確かな礎となるであろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
酵素反応の分子メカニズムを明らかにするためには，その反応が起こりつつある非平衡状態
の反応場の構造を高い空間・時間分解能で解析することが必須である。本研究を開始するまでに
光駆動型プロトンポンプ，バクテリオロドプシンなどについて光刺激後の機能発現に重要な核
心部分の構造変化を時分割シリアルフェムト秒 X線結晶構造解析 TR-SFX（Time-Resolved Serial 
Femtosecond X-ray crystallography）で可視化できることがすでに報告されていた。これはタンパ
ク質の時分割構造解析の記念碑的な業績であるが，ほとんどの酵素反応は基質などのリガンド
がタンパク質に結合することによって開始されるため，光をトリガーとして結晶状態の酵素に
よる反応を同期的に開始することが困難である。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では，すでに結晶構造が決定されている分子内ディールスアルダー環化反応を行
う酵素 Phm7と Fsa2，タウリン水酸化酵素 TauD, 発光タンパク質イクオリン，および光合成 CO2

固定の鍵酵素 Rubiscoを対象に，二液混合法やベルトコンベアシステムなど光トリガーに依存し
ない手法による TR-SFX を行い，分光学的解析や理論計算による解析を組み合わせることで化
学および生物学的に重要な酵素の反応メカニズムを解明するのみならず，光作動性ではない一
般的な酵素の反応が進みつつある非平衡状態の構造解析法の汎用化につなげることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 立体選択的なディールスアルダー反応酵素 Phm7と Fsa2 

Phm7 と Fsa2 の基質非結合型の結晶構造解析を行い，その構造に基づいた分子動力学シ
ミュレーション，基質結合部位への変異導入解析，および量子化学計算を行い，これらの酵
素による立体選択的なディールスアルダー反応が行われるメカニズムの解明を進めた。ま
た，生成物メチル化体フォマセチンとエキセチンが Phm7と Fsa2にそれぞれ結合した結晶
構造解析を行った。新学術領域研究「高速分子動画」の計画研究清中班の永澤教授（岐阜薬
科大学）らが合成した Fsa2の基質を用いて，Phm7と Fsa2のディールスアルダー反応を行
い，立体選択性が決定されるメカニズムについて検討を行った。さらに，一定速度で移動す
るテープ上に Fsa2の微結晶懸濁液を滴下し，さらに合成基質の溶液を加えるベルトコンベ
アシステムを用いて XFELによる時分割構造解析を行った。 
 

(2) タウリンを水酸化する 2-オキソグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ TauD 
基質が結合した金属非結合型 TauD の微結晶に硫酸鉄(II)を添加することで，活性中心の
非ヘム鉄を再構成する実験を行った。また，嫌気条件で基質および非ヘム鉄結合型 TauDの
微結晶を調製し，これに酸素飽和溶液を，ベルトコンベアシステムを用いて混合すること
で時分割構造解析を行った。 
 

(3) 発光タンパク質イクオリン 
イクオリンはカルシウムが 3 ヶ所ある EF-hand 構造に結合すると青色発光することが知
られている。そこで，カルシウムをトリガーとして加えたときにどのような構造変化を起
こすかを観測する。 
カルシウムが結合していないイクオリンを用い，PEG を沈殿剤として用い 5-10 μm の結
晶を作成した。SACLAでの測定のタイミングを決定するために，この微結晶を用いた発光
スペクトル測定をおこなった。ここで得られたスペクトルをもとに，SACLAでの 2液混合
法による TR-SFX 法を用いて，カルシウム反応後の測定を行った。さらなる汎用化や早い
反応段階を観測するためにセルロースを加えた測定法の開発を目指した。セルロースが入
ったイクオリン微結晶懸濁液から微結晶を取り出し，カルシウム溶液に浸漬したのちにフ
リーズトラップし，SPring-8の small-wedge法と組み合わせる方法で測定を行った。さらに
はMg2+の複合体の構造解析も行った。得られた結晶構造を用いて理論計算を行い，酸化反
応後のプロトン移動過程を明らかにした。 
 

(4) 光合成 CO2固定化酵素 Rubisco 
Rubiscoは活性中心残基 Lys201がカルバミル化され，そこにMg2+が配位することで活性
型（ECM）となり，カルボキシラーゼ反応またはオキシゲナーゼ反応を触媒する機能を獲
得する。触媒反応中の分子動画を TR-SFX で解析するには，２液混合インジェクターを用
いてECM型酵素の微結晶中に基質RuBPを添加することで反応を誘起する手法が考えられ
る。従来，触媒部位に何も結合していない ligand freeの ECM型酵素（ECM-LF）の結晶を
得るのは困難とされてきた。本研究ではまず，イネ Rubiscoを用いて結晶化条件を詳細に検
討することで，RuBPの結晶中への浸透効率に優れた微結晶の調製条件をスクリーニングし



た。続いて，得られた微結晶を用いて，SACLAにて SFX計測を実施する条件を最適化して
ECM-LF型酵素単独での結晶構造を解析し，さらに，RuBPを添加した TR-SFXでの時分割
解析を行なった。 
 

４．研究成果 
(1) 立体選択的なディールスアルダー反応酵素

Phm7と Fsa2 
分子動力学シミュレーションから Phm7 と

Fsa2 の活性部位ポケット内で，それぞれの基質
のコンフォメーションは互いに疑似的な鏡像の
関係にあることが明らかとなり（図 1），これら
の結合モデルが立体選択的なディールスアルダ
ー反応を説明できることを示した。また，基質結
合部位へ網羅的に変異を導入し酵素活性に与え
る影響を評価したところ，結合モデルを指示す
る結果が得られた。量子化学計算では結合モデ
ルで推定された基質と Phm7 との水素結合ネッ
トワークがディールスアルダー反応を加速して
いることが示された。フォマセチン結合型 Phm7
の結晶は得られなかったが，エキセチン結合型
Fsa2の結晶構造を決定し（図 2），これが分子動
力学シミュレーションで推定された基質結合様
式とほぼ一致していたこと，すなわちシミュレーションで推定されたコンフォメーション
で結合することで立体選択的にディールスアルダー反応がこれらの酵素によって行われて
いることが示された。さらに，合成基質を用いた Phm7と Fsa2の生成物の解析から，基質
のテトラミン酸部分と酵素との水素結合，および 6 位のメチル基の立体配置がこれらの酵
素のディールスアルダー反応の立体選択性を決定していると推定された。基質と Phm7 ま
たは Fsa2 をベルトコンベアシステムで混合して
TR-SFX をおこなうことは困難であったが，光解
離性保護基が結合した基質もすでに合成されてい
るので，光をトリガーとして酵素反応を開始する
方法の適用も今後期待される。 
 

(2) タウリンを水酸化する 2-オキソグルタル酸依存性
ジオキシゲナーゼ TauD 
基質が結合した金属非結合型 TauD に硫酸鉄を
添加することで，非ヘム鉄を再構成できることが
確認された。また，この実験で占有率は低いもの
の基質結合部位に結合したアミノアセトアルデヒ
ドが確認され，微結晶中でタウリンの水酸化反応
が進行したことが確認された。この実験で，酸化
活性種や水酸化反応の過程を捉えることは困難で
あったが，ベルトコンベアシステムを用いて嫌気
条件に保った基質および非ヘム鉄結合型 TauD 微
結晶試料と酸素飽和溶液を混合して TR-SFX をお
こなうことは可能であると考えられた。 
 

(3) 発光タンパク質イクオリン 
イクオリンは発光基質の過酸化状態がタンパク質中で安定になっている稀有なタンパク
質である。この過酸化部位は X 線によりダメージを受けやすく，これまでにいくつかの構
造が提唱されていた。SACLA の X 線は大強度であるがゆえ，タンパク質分子が X 線によ
るダメージを受ける前に測定が終了する。すなわち X 線無損傷のデータを得ることができ
る。そこでカルシウムによる反応を起こす前の構造を SACLAで決定した結果，過酸化状態
の正確な構造を明らかにすることができた。 

SACLAでの 2液混合 TR-SFX法により測定を行ったところ，Ca2+が 2箇所ないしは 3箇
所に結合した立体構造を決定することができた。イクオリン微結晶と Ca2+を混合後の発光
スペクトルの解析から，もっとも発光強度が高かったのは 1秒であった。そこで，SACLA
での測定は反応後，0.5, 1.3, 5秒後の測定を行ったが，それぞれに大きな違いはみられなか
った。 
続いて，カルシウムが 1 箇所に結合した状態を明らかにするため，イクオリン微結晶懸
濁液にセルロースを加えることで粘性をあげ，全体の反応を遅くすることを計画した。こ

図 1. 分子動力学シミュレーション
から推定された基質結合様式 

図 2. エキセチン結合型 Fsa2 の結
晶構造と分子動力学シミュレーシ
ョンで推定された基質の結合コン
フォメーションの重ね合わせ 



のように調製した結晶を結晶マウントループに掬い取り，カルシウム溶液に浸漬した。浸
漬する時間は 1秒から 10秒まで 1秒おきに行い，液体窒素中に入れることでフリーズトラ
ップして反応を止め，SPring-8 で測定した。得られた X 線回折強度データは，さまざまな
状態のものがあったため，同質のデータ同士になるようにクラスタリングを行い，それぞ
れのデータについて構造解析を行ったところ，Ca2+が 1 箇所に結合した構造を得ることが
できた。 
以上の結果，EF-handに結合するカルシウムの順序が初めて明らかとなった。最初に EF-

hand IIIに Ca2+が結合し，Glu128が Ca2+の方向へ構造変化した。その後，EF-hand IVに 2番
目の Ca2+が結合し，その際の構造変化に伴い Cys152がセレンテラジンペルオキシドに近づ
くように構造変化を起こした。さらにMet165, Phe113, His169の構造変化も観測された。最
後に，Ca2+が EF-hand Iに結合し発光反応が生じると考えられた。 
イクオリンは Ca2+で発光するものの，Mg2+では発光しないことが知られている。そこで，

Mg2+複合体の解析を行った。その結果，Mg2+は EF-hand IIIと Iに結合していた。EF-hand III
に結合した Ca2+ は 7配位で直接 Glu128と結合していたものの，Mg2+では Glu128が水を介
して 6配位での結合であった。すなわち，Mg2+では構造変化を起こすことができず，Ca2+は
7 配位を取れる性質を活かすことで，Glu128 が Ca2+に直接結合しようとする構造変化が誘
引されることが明らかとなった。この構造変化によりヘリックス F-G 間の水素結合が切断
されることで，EF-hand IVが構造変化できるようになり，Ca2+が結合することで，その後の
構造変化が誘引されると考えられた。 
今回の研究で得ることができた構造は Ca2+を加えているものの，すべて発光反応が進行
する前の構造であり，非常に多くの段階を経て，発光に至ることがわかった。これはより不
安定である過酸化状態を安定に止めるために，容易には反応しないようにするためのイク
オリンの戦略であると考えられた。 

SACLAで得られた立体構造は発光直前と考えられたため，その後の酸化反応の理論計算
を行い，電子移動の機構を推定した。同様の理論計算を反応前の構造で行ったところ酸化
反応を進めることができるような計算結果は得られなかった。すなわち，これまでの静的
な構造解析では得ることができなかった構造を用いることで，さらなる詳細な反応機構を
明らかにするための手法を得ることができたものと考えられる。 
イクオリンと同様に発光基質としてセレンテラジンを用いながらも，立体構造が異なる
発光酵素は少なくとも3種類知られており，いずれも同様の機構であると考えられている。
この機構の解明は，未だ明らかになっていない非常に発光効率が良い（発光量子収率が高
い）生物発光機構を考える上で基礎的なデータになると予想される。 
 

(4) 光合成 CO2固定化酵素 Rubisco 
イネRubiscoのECM-LF型酵素の結晶化条件をスクリー
ニングした結果，ミクロシーディング法を組み合わせたバ
ッチ法にて，微結晶を得ることに成功した。沈殿剤として
は PEG 4,000を用い，酵素反応の至適 pH 8.0のバッファー
で得られたこの微結晶は，RuBP の結晶中への浸透効率に
優れた薄い平板状の形状であり，触媒反応の追跡を行うに
適したものであった（図 3）。微結晶状態での反応速度を分
光的に測定したところ，溶液状態と比較して 10〜100分の
1程度の速度であることが確認された。 
得られた微結晶を用いて，SACLAにて SFX実験を行い，

ECM-LF型の結晶構造を初めて決定することに成功した。
以前に報告されてきた Rubisco の結晶構造は，種々の ligand との複合体状態で決定されて
きており，ligand の種類によって，触媒部位の Loop6 が開いた構造（open）や閉じた構造
（close）が報告されていた。驚いたことに，今回の ECM-LF型構造は，従来の openまたは
close 構造とは全く異なる構造状態を取っていることが明らかとなった。SFX での Rubisco
の解析事例は今回が初めてであったことによるアーティファクトの可能性を排除するため，
種々の ligandとの複合体構造を SFXで解析したところ，従来の X線解析手法で報告された
openまたは close構造と同様であり，ECM-LF型構造の新奇性が確かめられた（図 4）。 
次に，２液混合インジェクターを用いて TR-SFX 測定を行なった。ECM-LF 型酵素の微
結晶に基質 RuBPを添加した後，種々の遅れ時間（Δt）にて XFELを照射して回折データを
取得した。その結果，Δtが 450, 300, 160 msでは回折像が消失し，これは触媒反応と共役し
た大規模な分子構造変化が結晶パッキングを崩壊させたことによると考えられた。一方，
Δtを 90 msで測定したところ，構造解析可能な反射が得られた（図 5）。今後，90 msより
小さい Δtの範囲で TR-SFX実験を行い，触媒部位に RuBPが結合した初発の構造変化を分
子動画として可視化することを目指す。 

  

図 3. イネ Rubiscoの
ECM-LF型の微結晶 



 
(5) まとめ 
新学術領域研究「高速分子動画」の酵素班として，光トリガーに依存しない酵素反応の

TR-SFXを目指して研究を進めてきた。二液混合法と比べて酵素微結晶試料の消費速度を大
幅に抑えることができるベルトコンベアシステムが本研究開始後に SACLA で利用可能と
なり，TauDの TR-SFX実験を行うことができた。また，発光タンパク質イクオリンについ
て，SPring-8での詳細な予備実験に基づいて SACALでの TR-SFXを二液混合法によって行
うことができた。しかし，これらの反応過程を動画観察するには，試料に関する課題などが
なお多く残っている。本研究では 3 名の研究者，および高速分子動画の領域内での分光学
的解析や理論計算を専門とする多くの研究者が密接に連携して研究を進めてきた。これら
のネットワークは本領域の存在によって構築された酵素反応の TR-SFX 研究推進の重要な
基盤である。これらを今後も活かしながら，酵素反応の高速分子動画撮影の汎用化を目指
して研究を継続していきたい。 

図 4. イネ Rubiscoの ECM-LF型の結晶構造
およびリガンド結合型構造との比較 図5. イネRubiscoのTR-SFX 
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