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研究成果の概要（和文）：His-tag を付与したコハク酸セミアルデヒド脱水素酵素を Ni-NTA を

もちいたカラムクロマトグラフィーで精製した。GABA アミノ基転移酵素の立体構造を酸性と

中性の条件で決定した。GabR タンパク質の結晶化に成功し、2.2Å分解能のネイティブデータ

を収集した。Hg 誘導体を用いた重原子同形置換法により位相の決定に成功した。現在、3 次元

モデルの構築中である。 
 
研究成果の概要（英文）：The recombinant succinate semialdehyde dehydrogenase with 
His-tag was purified in one chromatographic step by using Ni-NTA resin. The structures of 
GABA aminotransferase have determined at acidic and neutral pH. Crystals of GabR 
protein was obtained by the hanging-drop vapor-diffusion method. The X-ray diffraction 
data set for the native crystal was collected to 2.2 Å resolution. The phase of native GabR 
was solved by the multiple isomorphous replacement method, using Hg derivative data sets. 
Now the structure of native GabR is under construction. 
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１．研究開始当初の背景 
 グルタミン酸は、細胞内の窒素代謝におい
て中心的な役割をしている。Bacillus subtilis
（枯草菌）では、主なグルタミン酸の合成は、
グルタミン酸合成酵素とグルタミン合成酵
素よって行われている。しかし、グルタミン

酸は、グルタミン、アスパラギン、アスパラ
ギン酸、アルギニン、プロリン、ヒスチジン
および他の化合物の代謝経路でも合成する
ことができる。それらの経路の内、アスパラ
ギン、アルギニンおよびヒスチジン利用につ
いては詳細な研究がなされている。また、抑



制性の神経伝達物質である γ-アミノ酪酸
（GABA）を経由するグルタミン酸の合成系
路も各種バクテリアで利用されていること
が知られている。 
 枯草菌では、GABA を唯一の窒素源として
利用できることや、GABA 透過酵素について
の詳細が研究されているが、GABA 代謝系を
担う他のタンパク質についてはそれほど研
究が進んでいない。その GABA 代謝を担うの
が、GABA アミノ基転移酵素（GABA-AT）
とコハク酸セミアルデヒド脱水素酵素
（SS-DH）であり、それぞれ大腸菌由来の酵
素と 50%程度の相同性がある。更に、それら
2 種の酵素は、培地中の GABA で発現誘導さ
れるオペロンにコードされている。2002 年
に Belitsky らが、GABA-AT と SS-DH のオ
ペロンの上流にコードされている GabR が、
そのオペロンの転写制御因子として働いて
いることを示した（Belitsky, B. R., and 
Sonenshein, A. L. (2002). Mol. Microbiol. 
45, 569-583）。更に、2004 年に続報として、
オペロンのプロモーター部位に結合した
GabR は、ビタミン B6 であるピリドキサー
ル-5’-リン酸（PLP）と GABA の存在下で
プロモーターとの相互作用が低下し、
GABA-AT と SS-DH の転写を活性化させる
ことを明らかにした（Belitsky, B. R. (2004). 
J. Mol. Biol. 340,655-664）。 
 GabR はアミノ酸配列の解析などから、N
末端の DNA 結合ドメインと C 末端にアミノ
基転移ドメインをもつ PLP 結合タンパク質
であることが分かっており、MocR/GabR フ
ァミリーに属している。MocR/GabR ファミ
リーは、N 末端のヘリックス-ターン-ヘリッ
クス（HTH）ドメインと C 末端のアミノ 
基転移酵素の PLP 結合ドメインから構成さ
れるタンパク質群であり、グラム陰性および
グラム陽性の両バクテリアでおよそ200種類
のタンパク質が見つかっている。 
 
 研究開始当初では、SS-DH の立体構造の解
析例はなかった。また、GABA-AT はいくつ
かの解析例はすでにあったが、それらはいず
れも酸性の結晶化条件であり、生体中とおな
じ中性での結晶化の例はなかった。GabR に
ついても、機能が詳細に研究されている PLP
依存性酵素が多数あるなかで、PLP を利用し
た転写因子の構造解析の例はなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では以下に挙げる遺伝子上で隣接
する 3 つの酵素の立体構造を決定し、生化学
的、分光学的研究の結果と総合して、原子レ
ベルでの構造・機能解析を行う。 
 
GabR 
 GabR は、GABA 非存在下でオペロン上流

の DNA に結合することが明らかとなってい
る。しかし、DNA に何分子結合するかは明
らかになっていない。GABA 存在下では、
GabR はそのコンホメーションに変化を起こ
し DNA から解離する。その後、プロモータ
ー以下の DNA 配列が翻訳され、GABA 代謝
系を担うGABA-ATとSS-DHが産出される。
そして GABA 代謝系の過程で、窒素源として
活躍する L-グルタミン酸が生成される。
GabR はアミノ基転移酵素のタイプⅠに分類
されており、基質との相互作用によって
Open-Closed コンホメーション変化を起こ
すことが推測される。GabR のアミノ基転移
ドメインにおけるコンホメーションの変化
と GabR と DNA との結合様式の相関を立体
構造解析により明らかにすることを目標と
する。 
 
GABA-AT 
 GABA は高等動物の中枢神経系における
主な抑制性の神経伝達物質である。また、バ
クテリアでは GABA がクオラムセンシング
に関わっているという報告もある。その
GABA の代謝に関わる酵素が、PLP 依存性
GABA-AT であり、GABA のアミノ基を 2-
オキソグルタル酸に転移してコハク酸セミ
アルデヒドと L-グルタミン酸を生成する。現
在、GABA-AT は大腸菌由来と Pig 由来の 2
種類が構造解析されているが、いずれも酸性
での結晶化条件で解析されており、中性条件
での基質認識機構が明らかとされることが
期待されている。枯草菌由来の GABA-AT と
それらとのアミノ酸相同性は、それぞれ 43%
と 17%である。GABA-AT はアミノ基転移酵
素のタイプⅡに分類されている。タイプⅡの
GABA-AT とタイプⅠの GabR は、タイプが
異なるにもかかわらず、GABA を基質として
認識する。この違いを同じ枯草菌由来の酵素
の立体構造より明らかにすることで、進化の
過程を含めたより詳細な議論が出来ると考
えている。 
 
SS-DH 
 SS-DHはコハク酸セミアルデヒドからコ
ハク酸を生成する反応をNAD+を用いて触媒
する。コハク酸セミアルデヒドもGABAと同
じくバクテリアにおいてクオラムセンシン
グに関わっていると報告されている。また、
高等動物やヒトでは、SS-DH遺伝子の欠損が
言語機能の発達を妨げるなど、様々な神経疾
患に関与することが明らかとなっている。そ
のような重要な役割を持つ酵素ではあるが、
研究開始当初はその立体構造の例は報告さ
れていなかった。そこで、同じく枯草菌由来
のSS-DHの立体構造を決定し、構造と機能の
相関を明らかにすることを目指す。 
 



３．研究の方法 
GabR 
 研究開始当初においてすでに、枯草菌のゲ
ノムから GabR 遺伝子をクローニングしてお
り、大腸菌による大量発現系の構築も出来て
いた。C 末端にヒスチジンタグを導入した
GabR タンパク質の精製方法も確立していた。
精製により得られたサンプルを蒸気拡散法
で結晶化する。研究開始当初、微結晶ではあ
るが板状結晶が得られており、4.0Å分解能
の回折強度データを収集している。詳細を議
論するためには、少なくとも 3.0Å分解能の
データが必要であるため、開始後は結晶化条
件の最適化を行う。結晶化条件最適後には、
研究室にあるⅩ線発生装置を用いて重原子
多重同形置換法による位相決定を目指す。同
時に、放射光施設での MAD 法や SAD 法での位
相の決定も進行させる。大腸菌による大量発
現系の構築が出来ているため、位相改良のた
めのセレノメチオニン置換タンパク質の入
手も可能である。更に、放射光施設を利用し
て 2.5Å分解能のデータを得られる結晶作成
を目指した。 
 
GABA-AT  
 枯草菌のゲノムから塩基配列の分かって
いる GABA-AT 遺伝子をクローニングする。そ
の後、大腸菌での大量発現系の構築と生成方
法の確立を行い、得られた精製酵素を用いて
生化学的データの収集を行う。同時に、結晶
化条件のスクリーニングを行い、ネイティブ
型酵素の結晶化を目指す。結晶が得られた場
合、東邦大学の in-house の装置、もしくは
放射光施設を利用して回折実験をおこなう。
得られた回折強度データを用い、アミノ酸配
列の相同性が 43％の大腸菌由来 GABA-AT を 
初期モデルとする分子置換法により、位相の
決定ならびに分子モデルの構築を行う。同時
に、基質アナログとの複合体の結晶化条件の
検索を行う。最終的に、GAAT-AT のネイティ
ブ構造と基質アナログ複合体の構造を決定
し、GabR と比較することにより、それぞれの
機能の相違を原子レベルで理解する。 
 
SS-DH 
 GABA-AT と同様、枯草菌のゲノムから塩基
配 列の分かっている SS-DH遺伝子をクロー
ニングする。その後、大腸菌での大量発現系
の構築と生成方法の確立を行い、得られた精
製酵素を用いて生化学的データの収集を行
う。詳細な酵素速度論的パラメーターを酵素
反応の測定より導き出し、既に明らかとなっ
ているヒト由来の SS-DH等との比較を行なう。
精製した酵素を用いて結晶化条件の検索を
行う。結晶が得られた場合は、東邦大学の
in-house の装置を用いて回折強度データ収
集を行う。アミノ酸配列の相同性が 38％のラ

クトアルデヒド脱水素酵素を初期モデルと
する分子置換法により、位相の決定ならびに
分子モデルの構築を行う。同時に、基質アナ
ログとの複合体の結晶化条件の検索を行う。
最終的には、基質アナログとの複合体構造も
決定し、SS-DH の機能と構造の相関を明らか
にする。 
 
４．研究成果 
GabR 
 GabR については、N-末端に His-tag を導入
したもの、C-末端に導入したもの、N-末端の
His-tag を精製過程でトロンビンにより取り
除いたものの 3種類を同時進行で行った。精
製条件の検討、結晶化条件の最適化の結果、
図 1のような黄色の結晶をえることができた。 
 
 
         格子定数は、a = 98.3、  
         b = 101.1、c = 212.2 Å、 
         空間群はP212121、分解 
         能は 2.2 Åであった。 
 
         図 1 
 
GabR の位相は水銀を用いた重原子多重同形
置換法をもちいて決定した（図 2）。 
 
          非対称単位胞当たり 
          に GabR 分子が 2分子 
          含まれていることが 
          初期位相から構築し 
          たモデルからも確認 
          できる（図 2）。 
         図 2 
 
現在、この初期位相を用いて立体構造を構築
中である。また、最近セレノメチオニン化
GabR の精製にも成功したため、これを結晶化
し、位相の改良にもちいる予定である。 
 
 
GABA-AT 
 GABA-ATについては、N-末端にHis-tagの付
いたものの大量発現系の構築に成功し、それ
をもちいた大腸菌の大量培養、精製を行った。
精製したGABA-ATの結晶化条件をスクリーニ
ングしたところ、当初はすでに立体構造が報
告されている大腸菌および Pig由来の
GABA-ATと同じく酸性での条件で結晶を得る
ことができた（図 3）。この結晶をもちいて、
つくばの放射光施設PFにてX線解説強度デー
タ測定を行い、格子定数a = 82.0、b = 58.8、
c = 172.6 Å、空間群P21、分解能 1.6 Åの
データを得ることに成功した。この酸性条件
下のGABA-ATの立体構造は、43%のアミノ酸配
列の相同性をもつ大腸菌由来のGABA-ATの構



造を初期モデルとした分子置換法により決
定した（図 4）。精密化後のRfreeとRfactorは、そ
れぞれ 18.7 と 16.8%であった。GABA-ATは同
じサブユニットからなるホモテトラマー構
造をしており、サブユニット当たり一つの
PLPを結合していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3       図 4 
 
酸性の結晶化条件から得られた GABA-ATの結
晶にさまざまな基質、および基質アナログを
ソーキングしてみたが、活性部位にそれらの
電子密度を確認することはできなかった。 
 
 この酸性条件の GABA-ATのモデルの構築と
精密化と平行して、中性での結晶化条件のス
クリーニングを行っていた結果、世界で初め
て中性条件下で GABA-ATの結晶を得ることに
成功した（図 5）。この結晶をもちいて、つく
ばの放射光施設 PF にて X 線解説強度データ
測定を行い、格子定数 a = 93.1、b = 101.1、
c = 101.2 Å、空間群 P1、分解能 1.75 Åの
データを得ることに成功した。 
 
        前述の酸性条件の GABA-AT 
        の立体構造を初期モデル 
        とした分子置換法により 
        中性条件の GABA-ATの構造 
        を決定した。精密化後の 
        RfreeとRfactorは、それぞれ 
        18.8 と 16.4%であった。 
図 5 
 
酸性条件と中性条件の GABA-ATの全体構造に、
小さなループのコンホメーションを除くと、
大きな差異は見られなかった。しかし、アミ
ノ酸残基の側鎖のコンホメーションには多
少の相違が確認されたため、今後より詳細な
議論ができるように調べていく予定である。 
 
現在は、中性条件下で基質もしくは基質アナ
ログとの複合体の結晶を得るため、共結晶化
およびソーキング方法の検討を行っている。 
 
SS-DH 
 SS-DH については、N-末端に His-tag の付
いたものの大量発現系の構築に成功し、それ
をもちいた大腸菌の大量培養、精製を行った。
この精製酵素のキャラクタリゼーションを
行ったところ、有機系の緩衝溶液（たとえば

Good buffer）をもちいた場合、活性が著し
く減少することが分かった。また、基質自身
による阻害がかかることも明らかとなった。
残念ながら、現在のところこの SS-DH の結晶
化条件はわかっていない。今後も引き続き、
結晶化条件のスクリーニングを行っていく。 
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