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研究成果の概要： 
 環形動物類のケヤリの生体内には D-及び L-アルギニンを共に基質として利用し，D-及
び L-アルギニンリン酸を合成することのできる特異なアルギニンキナーゼが存在してい
る。 
 本研究では，このケヤリ・アルギニンキナーゼのアミノ酸置換変異体を多数作製し，そ
の酵素活性の変化を検討することで，触媒機能に関与するアミノ酸残基の特定を行った。
その結果，54 位のアミノ酸残基が酵素触媒反応に関与すること，64，89，320 位のアミ
ノ酸残基は基質認識に関与することが示された。 
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１．研究開始当初の背景 
 アルギニンキナーゼはリン酸基転移酵素
群フォスファゲンキナーゼファミリーの一
員であり，細胞内で ATP のγリン酸基をア
ルギニンに転移させ，アルギニンリン酸と
ADP を合成する反応を可逆的に触媒する酵
素である。そして，アルギニンキナーゼは無
脊椎動物全般に広く分布しており，細胞内の
ATP 濃度の調整とエネルギー代謝に密接に
関与する酵素であるため，古くから国内外の

多くの研究者によって研究対象とされてき
た。 
 特に，節足動物や軟体動物のアルギニンキ
ナーゼについては，結晶構造解析をはじめと
する様々な研究によって，その機能と構造の
解明が進められている。申請者も，様々な生
物からアルギニンキナーゼを含むフォスフ
ァゲンキナーゼを単離し，その構造と機能の
進化について明らかにしてきた。 
 なかでも，環形動物類のケヤリから単離し



たアルギニンキナーゼは，通常生体内に存在
する L-アルギニンだけでなく，非生体アミノ
酸である D-アルギニンをも基質として利用
できることを発見した。一般的に，酵素は光
学活性を持つ化合物を基質とするとき，光学
異性体の片方のみを特異的に認識し利用す
る光学選択性を有している。例えば，節足動
物や軟体動物から単離されるアルギニンキ
ナーゼは，L 体のアルギニンのみを基質とし
て利用するが，その光学異性体である D-アル
ギニンを基質として利用することはできな
い。 
 現在までに，光学活性をもつ化合物の両光
学異性体を基質として利用する，つまり，光
学選択性を持たない酵素は，光学活性を反転
させるラセマーゼの存在が知られているの
みであり，ケヤリアルギニンキナーゼの基質
特異性には非常に興味深い点が多い。 
 さらに，申請者はケヤリの生体内に存在す
る遊離アルギニンのうち，実に 94％が D 体
であること，同様に遊離アルギニンリン酸の
92%が D 体であることを確認し，ケヤリ生体
内で D-アルギニンがリン酸基の貯蔵源とし
て機能していることを明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，L-アルギニンに加えて D-アル
ギニンに対しも活性を示す特異なケヤリ・ア
ルギニンキナーゼの酵素触媒機能の解明を
目指した。まず，ケヤリ・アルギニンキナー
ゼのどのアミノ酸残基が基質認識や酵素触
媒機能に関与するかを特定した。さらに，そ
れらのアミノ酸残基がフォスファゲンキナ
ーゼファミリー全般においても酵素機能に
関与するかどうかも検討した。また， D-ア
ルギニンの生体内での代謝メカニズムの解
明も試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）ケヤリ・アルギニンキナーゼの酵素触
媒機能に関与するアミノ酸残基の特定 
ケヤリから単離された，L-及び D-アルギニ

ンの両者に対して触媒活性を示すアルギニ
ンキナーゼの，それぞれの基質に対する基質
認識部位の特定を進めた。 
具体的な手法としては，既に発現ベクター

に組み込まれているケヤリアルギニンキナ
ーゼの遺伝子に対して，部位特異的突然変異
導入法により，アミノ酸置換変異体を作製し，
その詳細な酵素活性の測定を比較により解
析を進めた。 

まず，ケヤリ・アルギニンキナーゼの一次
構造を基に SWISS-MODELによる立体構造の予
測を行った。さらに，得られた立体構造上の
どこに基質である L-または D-アルギニンが
結合するかを，コンピュータを利用したシミ
ュレーションによって特定したのが次の図

である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図に示したように，L-アルギニン，D-ア

ルギニン共にほぼ同じ場所に結合すること
が予測され，64 番目のロイシン，89 番目の
チロシン，320 番目のアスパラギン残基が基
質結合部位周辺に位置することが示唆され
た。 
これらの三つのアミノ酸残基に加え，上記

の立体構造や，他のフォスファゲンキナーゼ
とのアミノ酸配列のアライメント解析など
から，酵素触媒機能に関与すると考えられた
幾つかのアミノ酸残基について，数十のアミ
ノ酸置換変異体を作製した。 
作製したアミノ酸置換変異体は，その酵素

活性を詳細に検討し，酵素触媒機能に関与す
るアミノ酸残基の特定を進めた。 
 
（２）フォスファゲンキナーゼにおける酵素
触媒機能について 
ケヤリ・アルギニンキナーゼにおいて基質

認識に関与することが示されたアミノ酸残
基について，他のフォスファゲンキナーゼに
おいても同様に基質認識に関与するかを，ア
ミノ酸置換変異体の作製によって検討した。 

 
４．研究成果 
 基質結合部位の予測により，基質認識及び
触媒機能に関与すると考えられたアミノ酸
残基に対する数十のアミノ酸置換変異体を
作製し，その酵素活性の解析を行った。次に
示した二つの図が，多数のアミノ酸置換変異
体の L-アルギニン及び D-アルギニンへの酵
素活性を比較した図である。 
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これらのアミノ酸置換変異体を用いた酵
素活性の比較の結果，ケヤリ・アルギニンキ
ナーゼの 54，64，89，320 位のアミノ酸残基
の重要性が確認され，54 位のアミノ酸残基は
酵素触媒反応に関与すること，64，89，320
位のアミノ酸残基は L-及び D-アルギニンの
認識に関与することが示された。 

さらに，これらのアミノ酸置換変異体のう
ち，特徴的な酵素活性を示した幾つかについ
て，さらに詳細な酵素活性パラメータの測定
を行った。その測定結果の一部をまとめたも
のが下記の表である。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 野生型酵素では 54 番目のアミノ酸残基は
グリシン（G）である。これをセリン（S）ま
たはアラニン（A）に置換したアミノ酸置換
変異体を作製し，その酵素活性を測定したと
ころ，L-アルギニンを基質としたとき，D-ア
ルギニン基質としたときの両方で酵素活性
kcat が 2～３倍に上昇した。一方で基質親和
性は野生型酵素と比べて大きな変化を示さ
なかったことから，54 番目のアミノ酸残基が
基質認識ではなく，酵素の触媒機能に関与す
ることが示された。 
 64 番目のアミノ酸残基は野生型酵素では
ロイシン（L）であるが，イソロイシンに変
えた変異体では，L-アルギニンに対する基質
親和性が約 10 倍上昇し，D-アルギニンに対
する基質親和性は約 3倍上昇した。また，64
番目のロイシンをバリン（V）に置換した変
異体では，L-アルギニンに対する基質親和性
が 1/2 程度に減少したが，D-アルギニンに対
する基質親和性に変化は生じなかった。この
ことから，64 番目のアミノ酸残基は L-アル
ギニン及び D-アルギニンの認識に関与する
ことが強く示唆された。 
 89 番目のアミノ酸残基は野生型酵素では
チロシン（Y）であるが，これをグルタミン

（Q）に置換した変異体は L-アルギニンに対
する基質親和性を低下させたが，D-アルギニ
ンに対する基質親和性は上昇させた。このこ
とから，このアミノ酸残基も基質認識に関与
することが示された。 
 また，他の生物から単離されたアルギニン
キナーゼやフォスファゲンキナーゼファミ
リーの他の酵素を用いたアミノ酸置換変異
体による研究でも，89 位のアミノ酸残基が基
質認識に関与することが示された。 
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レアチンキナーゼの 89 番目のアミノ酸残基
に関する研究は，このアミノ酸残基の重要性
に関して興味深い結果を示した。ゼブラフィ
ッシュ・クレアチンキナーゼの 89 番目のア
ミノ酸残基はアルギニンである。このアミノ
酸残基を他の 19 種類のアミノ酸残基に置換
した 19 のアミノ酸置換変異体を作製し，そ
の酵素活性を測定した。その結果，全ての変
異体は著しい活性の低下を示し，89 番目のア
ミノ酸残基がアルギニンであることが，ゼブ
ラフィッシュ・クレアチンキナーゼの活性に
必須であることを示した。 
 これらの結果により，フォスファゲンキナ
ーゼファミリーの酵素全般において，89位の
アミノ酸残基が基質認識に関与することを
示した。また，光沢特異性を持たないケヤ
リ・アルギニンキナーゼの光学特異性に関与
するアミノ酸残基の特定を行うことができ
た。 
 これらの研究成果に基づき，今後は L-アル
ギニンまたは，D-アルギニンのみを基質とす
るケヤリ・アルギニンキナーゼの作製により，
人工的な光学特異性の導入を目指す予定で
ある。 
 これらの研究成果と，今後の研究は，酵素
の光学選択性の成り立ちや，その機構の解明
に大いに貢献すると考えられる．また，ケヤ
リ・アルギニンキナーゼの基質認識部位の改
変により，人工的な光学選択性が導入できれ
ば，光学選択性の逆転等による新規人工酵素
作製の技術的な基礎ともなりうるであろう。 
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