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研究成果の概要（和文）：本研究は、Arthrobacter globiformis由来銅含有アミン酸化酵素（AGAO）の自己触媒
的な補酵素トパキノン（TPQ）の生成反応を対象として、酵素触媒反応に果たす金属イオンの役割の一端を詳細
に解明することを目的とする。TPQ形成反応の初期に、TPQ前駆体Tyr残基において作り出されるligand-metal 
charge transfer（LMCT）中間体状態が作り出されることを、実験的に始めて証明した。また、反応中間状態を
示す金属イオン結合型構造の中性子構造解析にも成功し、活性中心の残基のプロトン化状態に重要な知見を得
た。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study is to elucidate roles of metal ions on self catalytic 
cofactor biogenesis in copper amine oxidase from Arthrobacter globiformis. This study experimentally
 clarified that ligand-metal charge transfer (LMCT）intermediate is formed on a TPQ-precursor 
tyrosine residue at the early step of the biogenesis reaction. Neutron crystallography determined 
the structures including proton coordinates, providing important information about the situation of 
the precursor Tyr residue when that is activated by metal binding.

研究分野： 生化学

キーワード： 結晶構造解析　翻訳後修飾　ゆらぎ　補酵素　補酵素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
銅アミン酸化酵素のTPQ形成反応において、分子全体のゆらぎの存在が重要であることが判明した。加えて、
ligand-metal charge transfer（LMCT）中間体を含む各種の金属結合型反応中間体構造のX線結晶構造や中性子
構造など、新規な構造情報を決定することができた。とりわけ、中性子構造は活性中心残基のプロトン座標につ
いて、実験的に明らかにすることに成功した。得られた結果は、銅アミン酸化酵素をベースとして、新規な酸化
反応を引き起こす活性中心構造を作り出すために重要な情報となった。

※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 
自然界に存在する酵素タンパク質の
うち、純粋にペプチドのみから構成
されているものはほとんどなく、多
くが何らかの補欠因子をもつことが
知られている(1)。補欠因子として、
NADH のような有機低分子、すなわち
補酵素に加え、様々な金属イオンが
あり、触媒反応に必須な役割を果た
している。金属イオンは、タンパク質
構造の安定化や電子の受容体・供与
体として機能するばかりでなく、特
に遷移金属では、電子の授受によっ
て、基質の電子状態を不安定化し、あ
るいは遷移状態を安定化すること
で、触媒反応の進行に積極的に関与
する。金属錯体における電子移動は、
金属・配位子間での内圏型電子移動
反応と、錯体の外側での外圏型電子
移動反応に分けられるが、金属イオ
ンの特性によって、その２つは酵素
反応において巧妙に使い分けられて
いる。 
本研究の研究対象である銅アミン

酸化酵素は、活性中心に酸化還元補酵素トパキノン(TPQ)と銅イオンを含有し、一級アミン類の
酸化的脱アミノ反応を触媒する。様々な生物種に普遍的に存在し、生理活性アミンの消去など必
須の役割を担っている。大きな特長として、補酵素 TPQ が、ペプチド上のチロシン残基から酵素
の自発的酸化作用によって生成される点にある(2)。その過程には他の修飾タンパク質は関与せ
ず、2 価銅イオンと酸素分子しか必要とされない。研究代表者は、これまでに Arthrobacter 
globiformis 由来酵素（AGAO）を用いて、多段階ステップを通じて TPQ 形成が形成されているこ
とを詳細に解明してきた(Fig. 1) (３)。本反応は典型的な銅イオンの内圏型電子移動反応であ
った。しかし、活性中心は単一の銅イオンが保持され、単純な配位構造であるにもかかわらず、
銅イオンの役割や機能は十分に解明されているとは言い難い。とりわけ銅イオンが関わる初期
反応過程については、ほとんど未解明である。このステップで、銅イオンはその強いルイス酸性
によって配位した前駆体チロシン残基から電子を吸引し、電子不足の状態を作り出す。すなわち
Ligand metal charge transfer (LMCT)中間体が形成され、さらに酸素と反応する (Fig.2、パネ
ル C、 D)。一般的に、ガラクトース酸化酵素などの研究から LMCT 形成には、チロシン残基と銅
イオン間の距離が、2.0Å程度の短い距離となることが推定されている(４)。しかし、AGAO 結晶
中で同様な反応中間体状態を作り出しても、銅との距離が 2.6Åと遠いことが結晶構造から判明
している(３)。実際、結晶中および溶液中でも、電子移動による LMCT 形成は全く観測されてい
なかった。極めて短寿命なのか、あるいは酸素分子の結合に伴う再配置によって、チロシン残基
が銅イオンに近接する可能性も示唆されてきた。LMCT 形成に関して何らかの量子化学的な効果
や分子のゆらぎの変化が果たす役割も検討される必要があった。このような状況の中、活性中心
から離れた４つの変異を導入した変異型酵素 N81Q/C315S/N340Q/C636S(4M-AGAO)の補酵素形成
において、LMCT 形成を示唆する 400 nm 中間体（M1）が形成されることがわかった。検出された
M1 中間体を解析することを通じて、LMCT 中間体の実体に迫ることが期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、AGAO を対象として、銅含有アミン酸化酵素の自己触媒的な補酵素生成反応を通じ
て、酵素触媒反応に果たす金属イオンの役割を解明することを目的とする。4M-AGAO で蓄積する
電荷移動中間体(LMCT 中間体)のプロトン座標とゆらぎの情報を中性子・X 線結晶構造解析によ
って決定し、それを基盤に速度論解析と計算化学による解析からその形成機構を理解する。最終
的に、AGAO の活性中心を内圏反応場と捉え、解明された LMCT 中間体形成機構をもとに、チ
ロシン類似化合物を基質として酸化反応を引き起こす新規反応場の構築を試みる。内圏型電子
移動反応を利用した触媒部位の構築による人工的な金属酵素の構築ができれば、金属酵素の機
能改変や機能性低分子設計など様々な応用も期待できる。 
 
３．研究の方法 
４つの変異を導入した変異型酵素 4M-AGAO の補酵素形成において検出された 400 nm 中間体の実

Fig.1. 銅アミン酸化酵素の補酵素形成の反応 
式(上)と生成機構(下) 



体を解明する。補酵素および中間体の検出はフォトダイオードアレイ分光光度計によって、分光
スペクトルの継時変化を追跡することによって行った。SH基の定量は DTNB(5,5'-Dithiobis (2-
nitrobenzoic Acid))を用いて行った。反応途上で共鳴ラマン分光測定を行うことによって、ラ
ジカル形成の有無および生成分子種を同定する。また、４つの変異(N81Q、C315S、N340Q、C636S)
のうち、どの変異が 400 nm 中間体の形成に寄与するのか明らかにするため、構成する単一変異
体や複数組み合わせた変異体の補酵素形成反応を解析した。また、中間体形成の pH 依存性の詳
細な解析を行い、関与する解離性残基を推定した。構造解析実験ついては、野生型および変異型
AGAO は微量透析法を用いて結晶化し、そのままクライオ条件下でフリーズトラップして、X線回
折データを得た。中間体構造を得る場合には、銅イオンや亜鉛イオンを嫌気条件下ソーキングし
たのち、中間体が蓄積した状態を液体窒素でフリーズトラップした。野生型、4M-AGAO のアポタ
ンパク質では、すでに中性子構造解析に適した大型結晶の調製が可能であり、野生型酵素では、
中性子構造解析による構造決定を終えている。そこで、4M-AGAO（あるいは前項の必要最低限の
変異体）と野生型酵素において、銅イオンや亜鉛イオンを嫌気条件下ソーキングしたのち、中間
体が蓄積した状態を液体窒素でフリーズトラップした。クライオ条件下収集された中間体結晶
の中性子回折および X線回折データから、Phenix を用いた Joint refinement によって構造精密
化を行い、中性子構造を決定した。中間体結晶の反応状態は、結晶顕微分光測定によってチェッ
クした。これらの結果より、4M-AGAO において LMCT 中間体が形成する理由を構造面から解明し
ようとした。 
 
４．研究成果 
（１）4M-AGAO ならびに関連変異型
AGAO の分光学的、速度論的および
生化学的な解析 
①分光学的、速度論的解析。大気条
件下、アポ型 4M-AGAO を銅イオン
溶液と混合し、TPQ 形成反応を引き
起こした。その吸収スペクトル変
化をストップドフロー測定した結
果、M1 中間体が形成されているこ
とがわかった。加えて、約 70 s で
400 nm の吸光度、すなわち M1 中間
体含量が最大となり、その後TPQに
変換されることがわかった。また、
M1 の吸収スペクトルは、Tyr ラジ
カルのモデル化合物の吸収スペクトルと類似していることがわかった。加えて、4M-AGAO におい
てアポ酵素に銅イオンを混合し、その直後からの積算回数 60 回の共鳴ラマンスペクトルを測定
し、さらにホロ化後の共鳴ラマンスペクトルを測定して、両者の差スペクトルを求めた。解析し
たグラフから 1457 cm-1付近にブロードなピークがみられた．このシグナルの位置は、チロシン
ラジカルに特異的なラマン散乱の位置〜1500 cm-1にほぼ一致しており、反応直後にチロシンラ
ジカルが存在することを強く支持した。すなわち、4M-AGAO では、Tyr 残基が銅原子に配位し、
電子供与する LMCT 状態が安定化されていると考えられた。バッファーの pHを 6.0、7.0、8.0、
9.0、10.0 に調製し、4M-AGAO と銅イオンを反応させた結果では、得たスペクトルから pH 7.0 お
よび 8.0 付近において反応中間体が安定的に生成される可能性が示唆された。このような中間
体形成量が大きく pH に依存するのは、中間体形成に寄与している残基のプロトン解離状態が変
化していることが考えられる。おそらく、前駆体 Tyr382 あるいは銅イオンに配位する His 残基
がそれに該当すると考えられた。 
②変異導入による各残基の役割の解析。TPQ 形成初期反応に形成されると考えられる M1 中間体
の実体をより詳細に解明するため、変異導入実験を行い、４つの変異のうちいずれの変異が M1
中間体の形成に必要か変異導入実験を行った。TPQ 形成初期における 400 nm 近紫外吸収帯の存
在を指標とした結果、候補であった４つの変異のうち２つ C315S と C636S を含む変異体（2M-
AGAO）において LMCT 中間体の形成を再現することができた（Fig. 2）。単一の変異体および他の
二重変異体では中間体は形成されなかった。したがって、Cys315 と Cys636 の 2残基が中間体形
成に関与していることが明らかになった。2M-AGAO において、さらに活性中心である TPQ 前駆体
Tyr382を Pheに置換した変異体や同じく活性中心の一つであるHis592を Alaに置換した変異体
を調製し TPQ 形成反応を分光学的に追跡した。その結果、M1 中間体も TPQ も形成されなかった。
すなわち、活性中心以外の部位は無関係で、活性中心の Tyr 残基や His 残基が中間体形成に関与
していることを明らかにできた。 
③Cys315 と Cys636 の 2 残基の関わりはこれまで全く明らかにされていなかったが、SH 含量の
定量実験の結果、野生型酵素にはほとんど SH 基は含まれていないことがわかった（約 0.05 
(/subunit)）。後述するように、これまでの構造解析を再度精査したところ、Cys315 と Cys636 が
ジスルフィド結合を形成しているという結果とも一致した。一方で、2M-AGAO には 0.75 
(/subunit)、4M-AGAO には 0.57 (/subunit)の SH 基が定量された。野生型 AGAO では残存する
Cys317 と Cys343 は分子内に埋もれておりかつ近接しているため、ジスルフィド結合が形成され

Fig. 2．2M-AGAO の TPQ 形成の吸収スペクトル変化(pH7.0) 



ていることがすでに明らかにされている。一方で、この定量結果は、M1 中間体を観測できた 2M-
AGAO と 4M-AGAO では、分子内部のジスルフィド結合(Cys317-Cys343)の一部がうまく形成できて
いないことを示した。この結果は、後述する構造解析の結果とも一致した。 
 
（２）4M-AGAO ならびに関連変異型 AGAO の構造解析 
①M1 中間体の X 線結晶構造。M1 中間体の構造情報を得
るため、嫌気条件下の様々な pH において、銅イオンソー
キングした 4M-AGAO 結晶の X 線結晶構造解析を行なっ
た。その結果、いずれでも Tyr382 に銅イオンに配位した
中間体構造を得ることができた。顕微分光測定によっ
て、結晶は 400 nm 可視吸収を示すものの、野生型酵素と
大きな構造の違いは認められなかった。pH上昇によって
Tyr382 と銅イオン間の距離（約 2.8–3.1 Å）は短くなる
傾向があったが、LMCT が生じうる 2.0 Åより大きく、電
子移動の原因とは考えられなかった(Fig. 3)。そのため、
4 つの変異は大きな構造変化を与えるのではなく、タン
パク質全体のゆらぎに影響を与えているのかもしれな
いと考えられた。それによって、コンフォメーション変
化を含む TPQ 形成の反応速度に影響している可能性が高
いものと考えられる。そこで、4M-AGAO および 2M-AGAO の
分子全体の構造を詳細に検討したところ、いずれも
Cys636 を含む C 末 10 残基のコンフォメーションが大き
く変化していることがわかった。C末 10 残基は、分子表
面上の溝になっていた領域に新たにβシートのひとつ
のストランドとして結合していることがわかった。さらに、分子内部にある Cys317-Cys343 間の
ジスルフィド結合が少なくとも部分的に切断されていることが判明した。 
一方、野性型酵素でも C末端領域の構造を詳細に検討したところ、フレキシビリティが高いため
に、Cys636 は明確には見えていなかったが、C 末端領域がループアウトして、Cys315 とジスル
フィド結合結合を形成していることがわかった。Cys317-Cys343 間のジスルフィド結合には部分
的な開裂は全く認められなかった。これらのジスルフィド結合結合の違いは生化学的な定量実
験とも一致していた。このような構造変化は分子全体のゆらぎを大きく変化させ、それにより活
性中心のコンフォメーション変化が遅くなることで AGAO の TPQ 形成の際の反応速度の変化に寄
与する可能性がある。その結果、野生型酵素では蓄積することのない LMCT 中間体を観測できる
ようになることが解明された。 
 
②中性子構造解析によって得られた活性中心残基のプロトン化状態。TPQ 形成機構におけるアポ
型酵素のプロトン化状態の重要性を解析するため、AGAO の Cu 結合型および Zn 結合型野生型ア
ポ酵素の高分解能中性子構造解析を実施した。Zn結合型アポ酵素では、嫌気下の Cu 結合型と同
じような立体構造をとるが、好気条件下においても TPQ が全く形成されないことが判明してい
る。Cuと Zn は金属イオンとして類似した特性も有する。そこで、TPQ の前駆体となる Tyr382 の
プロトン化状態に着目して、中性子結晶構造解析を行った。中性子構造解析では、重水素原子あ
るいは水素原子を直接的に観測できるので、Tyr382 のプロトン化状態に関して、直接的な情報
が得られる。その結果、Cu 結合型では、Tyr382 は複数のコンフォメーションをもつと同時に、
側鎖の 4-OH 基は完全にプロトン化していることがわかった。これらの結果は、Cu 結合型酵素の
Tyr382 は Cu イオンには配位しておらず、ある程度のゆらぎを有した構造をもつことがわかっ
た。一方、TPQ を形成しない Zn 結合型アポ酵素では Tyr382 は Zn イオンに直接配位する単一の
コンフォメーションしか持たず、ほぼ固定した構造を有していた。側鎖 4-OH 基のプロトンもほ
ぼ解離していた。以上の結果は、Tyr382 のゆらぎが TPQ 形成の少なくとも初期反応に寄与して
いることがわかった。2M-AGAO や 4M-AGAO では、C末端領域や分子内部にある Cys317-Cys343 間
のジスルフィド結合の部分的に切断などによる分子全体へ影響があり、それによって、Tyr382 の
環境に影響した可能性が示唆された。 
 
（３）以上の結果に基づいて、各種化合物の酸化反応場を構築するため、2M-AGAO をベースとし
て、TPQ 形成反応の初期に、TPQ 前駆体 Tyr 残基において作り出される LMCT 中間体状態を、別な
リガンドに対して引き起こすべく、活性中心を再構成した変異型酵素を作り出した。現時点では
まだ明確な酸化反応はないものの、新規な活性中心構造を作り出すべく重要な分子基盤を作り
出すことに成功した。また、分子全体のゆらぎの変化を引き起こす AGAO の分子表面の 2つの Cys
残基(C315S、C636S)について、本研究では、Cys315 と Cys636 との間のジスルフィド結合を破壊
すると、636 位を含む C末端領域が屈曲せず、βシートの一部として分子表面に結合しているこ
とを示している。このとき、同時に分子内部の Cys317-Cys343 間のジスルフィド結合の部分的な
切断が起きる理由は、AGAO タンパク質のフォールディング時の分子内ジスルフィド結合形成に、
Cys315 と Cys636（あるいはそのジスルフィド結合）との交換反応が形成に寄与していることも
推測された。これも最終的に新たな酸化反応性を作り出す上でも有益な情報となった。 

Fig. 3．2M-AGAO 活性中心構造。(A) 
pH 6.0, (B) pH 7.0, (C) pH 8.0, 
(D)pH 9.0 
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