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研究成果の概要（和文）：ポリアミン（PA）は、生理活性物質として生命活動維持に重要な役割を果たしてい
る。大腸菌内で、PA濃度はアセチルト転移酵素（SAT）によって影響される。SATはアセチルCoAからスペルミジ
ン（SPD）の両端の一方にアセチル基を転移する。アセチル化されたSPDは細胞外へと排出され、その結果細胞内
SPD濃度は減少する。本研究では、SATの構造と機能を明らかにするために、基質SPDと生産物CoAが結合したSAT
複合体構造を2.5 A分解能で決定した。この複合体構造は、SATがフレキシブルな分子であるPAに対してブロード
な基質特異性を持っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Polyamines such as spermidine (SPD) are distributed widely from prokaryotic 
to eukaryotic cells and are essential for cell growth. SPD acetyltransferase (SAT) from E. coli, 
which catalyses the transfer of acetyl groups from acetyl-CoA to spermidine, is a key enzyme in 
controlling polyamine levels in prokaryotic cells. In this study, we determined the crystal 
structure of SAT in complex with SPD and CoA at 2.5A resolution. SAT is a dodecamer organized as a 
hexamer of dimers. The SPD molecule is located at the inter-dimer interface. The distance between 
SPD and CoA molecules is 13A deep, highly acidic, water-filled cavity encompasses the SPD and CoA 
binding sites. Structure-based mutagenesis and in-vitro assays identified SPD-bound residues, and 
the acidic residues lining the walls of the cavity are mostly essential for enzymatic activities. 
Based on mutagenesis and structural data, we propose an acetylation mechanism underlying promiscuous
 polyamine recognition for SAT.

研究分野： 構造生物化学、タンパク質結晶学

キーワード： ポリアミン　細胞増殖因子　生理活性物質　アセチル転移酵素　X線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸菌ではポリアミン（PA）の生合成、分解、輸送に関わる遺伝子は、全体の実に0.6%も占めています。このこ
とは、生体内でのPA制御機構が崩れると生命活動に影響を及ぼすことからも分かるように、生体内でのPA濃度の
制御が非常に重要であると言えます。このように重要な機能を持つPAの細胞内濃度調節機構について構造生物学
的な観点から研究を進めています。PA濃度はアセチル転移酵素（SAT）によって一部制御されています。SATは、
病原性の赤痢菌や大腸菌の生存能力に重要な役割を持っています。本研究では、SATの立体構造を明らかにする
ことによりPAアセチル化転移反応機構を解明しました。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ポリアミン（代表的なものとしてプトレスシン[PUT]、スペルミジン[SPD]、スペルミン
[SPM]）とは、アミノ基を複数もつ直鎖脂肪族炭化水素の総称であり広く生体内に存在する。
生体内でポリアミンは、RNA/DNA の安定化、膜の安定化、細胞増殖・細胞分裂の制御、タン
パク質合成など、生理活性物質として生命活動維持に重要な役割を果たしている。しかし、ポ
リアミンは細胞内で高濃度に存在することや、種々の酸性物質（DNA、RNA、リン脂質、ATP
等）と相互作用するために、ポリアミンの生理機能を特定するための分子生物学的な研究はあ
まりなされて来なかった。ポリアミンは種々の刺激に応答してその量が変動するため、ポリア
ミンと相互作用する酸性物質の重要な機能が、ポリアミン量の変化により大きく影響されるこ
とが予測される。このことからわれわれは、ポリアミン機能解明へ向けた第 1 目標として、構
造生物学的なアプローチによって細胞内のポリアミン濃度調節機構の解明を進めてきた。実際
に、われわれはこれまでに大腸菌のペリプラズムに存在する SPD 結合タンパク質である PotD
と SPD との複合体の結晶構造解析を行い、初めてタンパク質による SPD 認識機構を明らかに
している（S. Sugiyama, et al., J. Biol. Chem., 271, 9519-9525, 1996）。 
 ポリアミンの細胞内濃度は、
生合成、分解、細胞内外への取
り込みと排泄により厳密に調
節されている（図 1）。SPD を
細胞外から優先的に取り込む
分子複合体 PotABCD（PotA, 
PotB, PotC, PotD の 4 種類の
タンパク質より構成されてい
る）は、ATP 加水分解エネル
ギーを利用した ABC トランス
ポーターであり、タンパク質間
の相互作用によって構造変化
を生じ、SPD を取り込む機能
を発揮する。ポリアミンがどの
ようにして細胞外から PotABCD 複合体を通じて細胞内に取り込まれるのかについては、まだ
詳細な機能は解明されていない。 
 一方、大腸菌内で、ポリアミン濃度はポリアミンアセチル転移酵素（SAT）によって影響さ
れる。SAT はアセチル CoA から SPD の両端の一方にアセチル基を転移する。アセチル化され
た SPD は細胞外へと排出され、その結果細胞内 SPD 濃度は減少する。SAT は原核細胞内でポ
リアミン量を調節する主要な酵素である。以前の研究で、我々は SAT がほとんど等しい量の
N1と N8-acetylspermidines を生産することを発見した。この結果は、大腸菌 SAT の基質特異
性は、真核生物の SAT のそれと異なっていることを示している。そして、SAT はポリアミン
に対して曖昧な基質特性を持っている。このように、真核生物の SAT の構造機能相関は広く研
究されていが、原核生物の SAT に関してはあまり研究されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、SPD 分解過程の 1 つである SPD のアセチル転移酵素 SAT の立体構造と SPD
を優先的に取込む分子PotAの立体構造をX線結晶構造解析によって明らかにすることにより、
アセチル化転移反応機構とポリアミンの細胞内取り込み機構を解明し、生理活性物質ポリアミ
ンの細胞内濃度調節機構を構造生物学的に解明していくことを目的としている。 
 
（1）SPD 分解過程における SPD アセチル化転移反応機構の解明 
 原核生物において、細胞内ポリアミン濃度の調整に関与する酵素の 1 つが SAT である。SAT
は、SPD の N-1 位および N-8 位のアミノ基にアセチル CoA のアセチル基を転移させる反応を
触媒する。アセチル化された SPD は生理活性物質ポリアミンとしての機能を失い、1 つ電荷の
小さい PUT に分解される、もしくは細胞外へと排出される。本研究では、SAT-SPD-CoA 三者
複合体の立体構造を明らかにすることにより、SPD のアセチル化転移反応機構を解明していく。 
 
（2）ポリアミンの細胞内取り込み機構の解明 
 PotA は、SPD 優先取り込み系のエネルギー供給に関与する ATPase である。N 末端側（1
～250 アミノ酸残基）が ATP 結合部位を含む触媒部位であり、C 末端側（251～378 アミノ酸
残基）が ATPase 活性調節部位である。先行研究により、SPD が ATPase 活性を阻害すること
が分かっている。このことから SPD の取り込み活性は、ATPase である PotA により調節され
ていることが示唆される。本研究では、PotA の立体構造を明らかにし、構造学的な知見から
取り込み機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）SAT サンプルの調整 
 Sat 遺伝子を含む遺伝子フラグメントは PCR により増幅させた（pT7-7 の NdeI/SalI サイト

図 1 細胞内ポリアミン濃度調節



に導入されている）。SAT は大腸菌株 BL21(DE3)内で発現させ、IPTG の添加により誘導した。
培養後の菌体は超音波により破砕し遠心分離した。次に上清を緩衝液で透析後、陰イオン交換
クロマトグラフィーカラムを用いて、塩溶液のリニアグラジエントで溶出させ粗精製品とした。
さらに、SAT を含むフラクションは、CoA と Sepharose 4B から作られた CoA- Sepharose 
column にアプライし精製をおこなった。最終的に、溶出された SAT はゲルろ過クロマトグラ
フィーカラムを通すことで結晶化のための精製標品とした。 
 
（2）SAT の結晶化と構造解析 
 SAT の結晶化実験は蒸気拡散法を用いておこなった。SAT 結晶を用いた X 線回折実験は、シ
ンクロトロン放射光 SPring-8 を用いて収集した。結晶構造解析では、コレラ菌由来スペルミジ
ン n1-アセチルトランスフェラーゼ（アミノ酸配列の相同性 49%）の構造が Protein Data Bank
に登録されているため、その座標を初期モデルとして分子置換法を適用した。さらに、SAT の
オリゴマー構造が結晶中のみだけでなく、溶液中でも同じ状態を示していることを確認するた
め、SAT-SPD-CoA 三者複合体を用いて電子顕微鏡測定と分析超遠心測定をおこなった。 
 
（3）野生型 PotA とセレノメチオニンで標識した Pot A サンプルの調整 
 野生型 PotA と SeMetPotA サンプルは、大腸菌にて N 末端に His-tag を付加した融合タンパク
質として発現させた。菌体は遠心分離により収集し超音波により破砕した後、遠心分離した。
次に、得られた上清を Ni-アフィニティーカラムクロマトグラフィーを用いて、イミダゾール
のリニアグラジエントによって溶出させた。最終的に、溶出されたサンプルはゲルろ過クロマ
トグラフィーカラムを通すことで結晶化のための精製標品とする。 
 
（4）野生型 PotA と SeMet PotA の結晶化と構造解析 
 PotA-SPD 複合体と SeMetPotA サンプルを用いて結晶化実験をおこなった。これらの結晶を
用いたX線回折実験は、シンクロトロン放射光 SPring-8 を用いて収集した。結晶構造解析では、
SAD 法を用いておこなった。 
 
４．研究成果 
（1）SPD 分解過程における SPD アセチル化転移反応機構の解明 
 ポリアミンアセチル転移酵素 SAT の活性部位：基質 SPD と生産物 CoA が結合した SAT の結
晶構造を 2.5 Å 分解能で決定した。SAT は、新規な 12 量体構造を形成している（図 2）。それは
ダイマーの 6 量体として構造化している。SPD 分子は内部のダイマー接触面上に位置し直線状
コンフォメーションをと
っていた。しかし、SPD
分子は予想外の結合位置
に結合しており、SPD 分
子の末端アミノ基と CoA 
分子の硫黄原子との間の
距離は、おおよそ 13 Å で
あった（図 3A）。SPD 分
子は、いくつかの静電的相
互作用と疎水性相互作用
を通して、2 つの SAT 分子
と相互作用していた。
Glu33 の側鎖は、SPD 分子
の末端アミノ基と相互作用していた。もう一方のアミノ基は隣の SAT 分子の Glu55 の側鎖、お
よび His49 と Asp52 の主鎖カルボニル基と相互作用していた。N4 アミノ基は、Glu41 と Gln53
の側鎖と相互作用していた。加えて、SPD 分子の C2-C7 領域は、Tyr36 と Gln53Arg56 のグアニ
ジン面によって囲まれていた。Gln53 と Arg56 の立体配座は、さらに Glu34 との塩橋によって
強固となっていた。 
 SPD 結合部位と
CoA 結合部位周辺は、
広い酸性領域を形成
していた（図 3B）。ま
た 10 個以上の水分子
によって満たされて
おり、それらの水分
子と酸性残基は、広
い範囲の水素結合ネ
ットワークを形成し
ていた。この酸性表
面は、グルタミン酸
クラスター（Glu33, 

図 2 SAT-SPD-CoA 三者複合体の 12 量体構

図 3 SAT-SPD-CoA 複合体の立体構造 
（A）モノマー構造、（B）SPD と CoA 結合部位周辺の広い酸性領



Glu34, Glu37, Glu41, Glu71, Glu74, and Glu83）と Asp22 の側鎖によって作られていた。Glu83 と
Gln85 の側鎖は、CoA をベースにしたモデル化 acetyl-CoA のアセチル基の近くに位置していた
（図 3B）。 

 
 ポリアミンアセチル転移酵素 SAT の部位特異的変異体解析：2 つのプロトマーによってシェ
アされている SPD 結合部位周辺の機能的な役割を明らかにするために、SAT の部位特異的変異
体解析を実施した（図 5）。それらは SPD 分子との相互作用を阻害するために設計された(E33Q, 
E34Q, E41Q, Q53A, E55Q, and R56A)。その結果、ほとんどの変異体は大きく酵素活性を減少さ
せた。これは SPD 結合に関係しているアミノ酸残基が酵素活性のために欠かせないことを示し
ている。次に、SPD 分子と相互作用
している残基以外で、SPD 分子と
CoA 分子を取り囲んでいる酸性領
域に注目した（E37Q, E71Q, E74Q, 
and E83Q）。グルタミン酸残基はグ
ルタミンへ変異させた。そして活性
部位の酸性領域を減少させた。ほと
んどの変異体の残基は大きく酵素
活性を減少させた。結果として、こ
の酸性領域は酵素活性に必須であ
ることを示した。予想外にも、
Tyr133Phe への変異体は、酵素活性
に影響しなかった。 
 ポリアミンアセチル転移酵素 SAT の曖昧なポリアミン認識機構：SAT-SPD-CoA 複合体構造
は、SPD 分子が 2 つの異なるプロトマーによってシェア―されていることを明らかにした。こ
のようにシェア―された SPD 分子は、これまで SPD 複合体の他の構造では観察されていない。
SAT の SPD 分子との相互作用は、高いアフィニティで SPD を結合する他の SPD 結合タンパク
質である PotD （Kd = 3.2 μM）や SpuE（Kd = 14.3 nM）とは少し異なっている。PotD と SpuE
において、末端アミン基は、1 個又は 2 個の Glu と 1 個の Asp の側鎖によって認識されている。
C2-C7 領域の相互作用は、主に 5 個の芳香族残基によってアンカーされている（図 6）。しかし、
SAT 構造では、SPD
分子の末端アミン基
は、2 個の Glu 残基
（Glu33 と Glu55）の
側鎖と相互作用して
いた。C2-C7 領域は、
Tyr3 とGln53Arg56 の
グアニジン面によっ
て認識されていた。
他の SPD 結合タンパ
ク質と比較して、明
らかに芳香族残基による疎水的相互作用は小さい。 
 SAT は、N1- と N8-acetylspermidines が等しく生合成される。これは SPD 分子の配向は、SAT
内で制約を受けないことを示唆している。この SAT の活性部位の構造は、SAT の曖昧な基質特
異性に関係しているかもしれない。実際に、モデルの精密化の間、われわれは SPD 分子の向き
は SAT の中で変化させることが可能であることに気づいたが、これは、SPD 分子が選択可能な
2 つのコンフォメーションを持ちうることを示唆している。 
 SPD 分子は、CoA 分子の硫黄から 13 Å 離れていた。CoA 分子は多くの相互作用と共に固く
結合していた。実際に、acetyl-CoA とスペルミジンの Km値は、それぞれ、2 μM, 1.29 mM であ
った。結果として、CoA 分子は SPD 分子に向かって移動することができない。それ故に、最も
可能性があるのは SPD 分子が酸性領域を通ってアセチル CoA のアセチル基へ近づいていくこ

図 4  SAT-SPD-CoA 複合体の活性部位 

図 5 SAT の部位特異的変異体解析 

図 6 PotD と SpuE の SPD 結合部位 



とである。活性部位周辺の大きな空間と多くの水分子は、SPD 分子が拡散することを可能にし
ているかもしれない。CoA 分子の硫黄原子の近くに存在する Trp31 と Phe32 の芳香族残基は、
SPD 分子の C2-C7 領域を認識することが可能な位置にいる。この仮説は、変異体解析結果
（Trp31Ala は酵素活性を減少させている）によって支持されている。 
 SAT 中の Tyr133 の OH 基は、アセチル化反応においてアセチル CoA の硫黄へのプロトン供
与体の可能性がある。しかし、Tyr133Phe への変異体解析は酵素活性に影響を与えなかった（図
5）。このことから、Tyr133 はプロトン供与体ではないと考えられる。立体構造から判断して、
SAT の可能性ある活性部位の塩基は Glu83 である。Glu83Gln 変異体は、酵素活性を大きく減
少させた。SAT の活性部位とその周辺で、Glu83 と水分子は水素結合の広いネットワークを形
成している。この中で Glu83 と水分子はプロトン受容体として機能しているように思える。SAT
の酵素反応は、水分子を通じて SPD の末端アミン基から Glu83 の側鎖に向けてプロトンを動か
しているかもしれない。そうして、SPD のアミノ窒素がアセチル CoA のカルボニル炭素をアタ
ックし、オキシアニオン四面型中間体を誘導する（図 7）。また Gln85 は CoA をベースにした
モデル化 acetyl-CoA のアセチル基の近くに位置している。このことから、Gln85 の側鎖のアミ
ド基は、アセチル化反応で形成されるオキシアニオンの安定化に寄与していると考えられる。
この仮説は、一連の変異体解析の結果と良く一致している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）ポリアミンの細胞内取り込み機構の解明 
 アポ型 PotA、PotA-SPD 複合体と SeMetPotA の結晶化実験は、両者ともに針状結晶ながらシ
ンクロトロン放射光（SPring-8）を用いて、それぞれ 2.5Å および 2.7Å 分解能の X 線回折デー
タをそれぞれ得ることに成功した（表 1）。これらのデータを用いて構造解析を行ったところ、
PotA の 2 量体構造が観察できている。現在、アポ型 PotA 結晶構造の精密化が進行中である。 
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