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研究成果の概要（和文）：アコニターゼスーパーファミリーの7つのサブファミリーのうちアコニターゼX
（AcnX）のみ機能が不明であったが、本研究者によりシス-3-ヒドロキシ-L-プロリン（C3LHyp）の脱水酵素であ
ることが分かっていた。これをもとに本研究では、ESR測定、部位特異的変異、X線結晶構造解析によりAcnXの活
性部位に存在するユニークな鉄配位様式と触媒メカニズムを明らかにした。また、四次構造と生物種によって異
なる別のタイプのAcnXの機能を解析し、C3LHypを資化できる細菌において実際にC3LHyp代謝経路に含まれている
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Aconitase X (AcnX), one of seven subfamilies in aconitase superfamily, shows
 no homologous reaction to known aconitase enzymes. Alternatively, I previously found that AcnX 
protein catalyzes the dehydration of cis-3-hydroxy-L-proline (C3LHyp). Therefore, in this study, I 
attempted to estimate the binding mechanism of iron, and physiological role(s). As results, ESR, 
site-directed mutagenic, and X-ray crystallographic studies revealed an unique iron coordination in 
the active center. Furthermore, characterization of other type of AcnX with different tertiary 
structure revealed that this enzyme is surely involved in C3LHyp metabolism of C3LHyp assimilating 
bacteria.

研究分野：酵素化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現行の機能未知タンパク質のアノテーションは、機能既知のタンパク質との一次構造の相同性に大きく依存して
いる。これに対し本研究者は、ターゲットとする機能未知タンパク質のアミノ酸配列（“見た目”）より遺伝子
の遺伝子の位置関係（“周り”）を重視したアノテーション手法の洗練を行ってきた。ゲノム構造がコンパクト
な微生物では代謝系の遺伝子（酵素）群がクラスター化している場合が多く、構成される遺伝子の機能には相関
がありそこから酵素の基質をイメージできると考えた。本研究のアコニターゼXはまさにそうして見つかったも
のであり、今後も新規酵素が発見できると確信している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在のタンパク質機能推定には主にアミノ酸配列の相同性検索が用いられるが、機能既知の
ホモログがあることが大前提となる。これに対し本研究者は、微生物ゲノム上の遺伝子クラス
ターに着目したアノテーションが、特に低い相同性しかない遺伝子の機能同定に大きな威力を
発揮することを示してきた。 
アコニターゼスーパーファミリー（Conserved Domain 01351）は一次構造の相同性に基づき
7 つのサブファミリーに分類されている。このうち 6 つのメンバーは、類似した構造を持つ多
価カルボン酸基質に対してヒドロキシル基と特定の水素原子を取り出し立体化学的に異性化す
る反応を触媒する。AcnX は、比較ゲノム解析により細菌や古細菌のゲノムに広く分布するアコ
ニターゼ様遺伝子として報告された。しかし、既知の触媒反応は全く見られず、この時点で本
酵素の機能推定には何の手がかりもない状況であった。これに対し本研究者は、上記のように
この遺伝子が細菌のヒドロキシプロリン代謝遺伝子（群）の近傍にしばしば見られることに注
目し、緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa PAO1 の AcnX 遺伝子（PA1259；PaAcnX）がヒドロキシプ
ロリン代謝と何らかの関連があるとの仮定のもと、組み換えタンパク質に各種（ヒドロキシ）
プロリンアナログを基質として与えた。その結果、これまで生理学的に全く注目されていなか
ったシス-3-ヒドロキシ-L-プロリン（C3LHyp）のみが（補因子非依存的に）速やかに消費され
た。その後の反応生成物の解析で、C3LHyp の 3 位水酸基と Cα水素の間の脱水反応により反応
中間体としてΔ2-ピロリン-2-カルボン酸を形成し、その後非酵素的異性化によりΔ1-ピロリン
-2-カルボン酸（Pyr2C）を生じる新規 C3LHyp 脱水酵素（EC 4.2.1.-）であることが明らかとな
っていた。 
 
２．研究の目的 
このような予備的知見に基づき本研究では、以下の 2点について AcnX の生化学的および分子生
物学的解析を行うこととした。 
①AcnX の触媒メカニズムの解明 
既知のアコニターゼ酵素において高度に保存される活性部位約 30 箇所のうち、AcnX の中で
保存されている部分はわずか 2割程度しかない。既知のアコニターゼ型酵素の最も重要な特徴
は、4Fe-4S 鉄硫黄クラスターの存在であり、酸素にきわめて弱い。対照的に、PaAcnX は数カ月
は十分保存可能である。アコニターゼ型酵素の 4Fe-4S 鉄硫黄クラスター結合部位である 3つの
システインは PaAcnX では 1箇所しか保存されていないが、本精製酵素は一般的な鉄含有タンパ
ク質と同様に茶色を呈している。そこで、野生型酵素における鉄の配位状態を EPR によって解
析した。 
②AcnX ホモログ酵素の機能解析 
AcnX は四次構造と生物種によって 3タイプがあり、シングルポリペプチドからなり（PaAcnX
を含む）細菌と真核微生物に存在するタイプ Iと、大小のサブユニットからなると思われるタ
イプ IIに分かれる。タイプ II は、さらに細菌由来のタイプ IIa と古細菌由来のタイプ IIb に
分かれるが、これらの遺伝子はヒドロキシプロリン遺伝子クラスターには存在せず機能は不明
だった。そこで、後述のようにタイプ IIa として Azospirillum brasilense、タイプ IIb とし
て Aeropyrum pernix をターゲットに機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
４．研究の成果 
①AcnX の触媒メカニズムの解明 
これまでの ESR と部位特異的変異体の解析から、[4Fe-4S]鉄硫黄クラスター含有アコニターゼ
酵素と対照的な単核 Fe(III)の存在と、その結合部位の候補として 2 個のシステインと 1 個の
グルタミン酸残基を同定していた。本研究で、再度 ESR 測定を行ったところこれまでに見られ
た低磁場側（単核鉄に由来?）に加え高磁場側にもシグナル（2種類の分子種?）が観察された。
しかし、シグナルの g値や温度依存性はいずれの鉄硫黄クラスターとも一致せず、解釈に苦し
んだ。そこで、当初の予定にはなかったが③の立体構造決定に着手した。 
②AcnX ホモログ酵素の機能解析 
これまでに、窒素固定性菌の一種 Azospirillum brasilense が T4LHyp と T3LHyp の両方を資化
できることが分かっていた。本研究では、本菌がこれに加え C3LHyp も迅速に資化（生育）でき、
さらに C3LHyp によって無細胞抽出液中に C3LHyp 脱水酵素と Pyr2C 還元酵素活性が顕著に誘導
されることが見出された。これはおそらく C3LHyp の生物的分解の初めての例である。本菌のゲ
ノムはBurkholderia lataときわめてよく似ており、この情報を利用するとタイプIIa型のAcnX
を持つと考えられた。そこで、小サブユニットのみにヒスチジンタグを付与して大サブユニッ
トとともに大腸菌で発現させニッケルカラムで精製したところ、共精製されたことから予想通
りヘテロ二量体であることが分かった。精製酵素にはタイプ Iの AcnX と同様の C3LHyp 脱水酵
素活性があり、カイネティックパラメーターや阻害剤に対する挙動もよく似ていた。また、
Intrasporangium calvum や Micromonospora viridifaciens といった別の細菌のタイプ IIa 型
AcnX でも同じ結果が得られ、これらの遺伝子はヒドロキシプロリン遺伝子クラスターに含まれ
ていた。タイプ Iとタイプ IIa は四次構造は異なるものの分子系統的に見ると近い関係にある
ため、酵素的および生理学的に同じ機能を有することは納得できる。A. brasilense の定量 PCR



の解析の結果、この遺伝子は C3LHyp で誘導され、その破壊株では生育能が消失したことから、
C3LHyp 代謝における重要な生理学的意義が証明された。また、同一の Pyr2C 還元酵素の関与す
る T3LHyp・D-プロリン・D-リジン代謝とも密接にリンクしていることが明らかとなった。 
 一方、タイプ IIb の Aeropyrum pernix の AcnX には C3LHyp 脱水酵素活性は見られず、機能解
明は手詰まりとなった。ところが、2018 年にこの酵素が古細菌におけるメバロン酸代謝系の中
でメバロン酸 5-リン酸脱水酵素として機能するという報告がなされた。メバロン酸 5-リン酸は
C3LHyp とは構造的に類似せず、むしろアコニターゼ酵素の基質に近いことから驚いた。そこで、
タイプ IIb として Thermococcus kodakarensis KOD1 のものを材料に、結晶化と立体構造解析を
行うことにした（現在進行中）。 
③AcnX の立体構造決定 
P. aeruginosa PAO1 以外にもいくつかのタイプ I酵素の大腸菌による発現系を構築し、組み換
え酵素を用いて結晶化を試みた。この結果、Agrobacterium tumefaciens 由来のもので良質な
結晶を得ることに成功した。この結晶は精製酵素と同様に茶色であり、活性中心に鉄イオンが
保持されたホロ型であると考えられた。大型放射光施設 SPring-8 で X線回折データ収集、セレ
ノメチオニンを利用した SAD 法により位相を決定し，最終的に 1.6Å分解能での構造決定に成
功した。予想外なことに、一次構造も基質構造も全く類似点がないのに、AcnX の立体構造は既
知のアコニターゼ酵素と驚くほど似ていた。一方で、既知のアコニターゼ酵素が活性中心に
[4Fe-4S]クラスターを保持しているのに対し、AcnX には予想外にも[2Fe-2S]クラスターが存在
することが明らかになった。また、他のアコニターゼとの比較から AcnX の Ser70 が塩基触媒と
して C3LHyp のα-プロトンを引き抜く役割を担うことが示唆された。さらに、AcnX の Ser70Ala
不活性変異体と C3LHyp の共結晶を作製し、C3LHyp 結合型 AcnX の結晶構造を 2.0Å分解能で決
定した。C3LHyp のα-炭素は Ala70 の近くに位置し、3位ヒドロキシ基は[2Fe-2S]クラスターの
鉄原子に配位していた。以上のことから，AcnX の S70 により C3LHyp のα-プロトンが引き抜か
れ、3 位ヒドロキシ基が[2Fe-2S]クラスターの鉄原子の一つに移る、という反応触媒機構が示
された。 
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