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研究成果の概要（和文）： 

 カルバゾール二水酸化酵素の還元型フェレドキシン単体と、酸化型フェレドキシ
ン：還元型酸化酵素複合体の結晶構造を解明した。それらの比較から、酸化酵素の R118, 

R210 とフェレドキシンの E43, E55 の各々の間の塩橋・水素結合の酸化酵素の還元に伴う切断
が検出された。アラニン置換体を用いた解析の結果、二つのアミノ酸は協調して機能すること、
疎水相互作用を駆動力とする結合が周囲の塩橋・水素結合により安定化されていることが示さ
れた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Crystal structures of reduced form of ferredoxin component (Fd) and complex form of 

oxidized Fd and reduced oxygenase (Oxy) of carbazole 1,9a-dioxygeanse were solved. 

Cleavages of salt-bridge between Oxy R118 and Fd E43 and hydrogen-bonding between 

Oxy R210 and Fd E55 were detected along with the reduction of Oxy. Alanine replacement 

analyses revealed these bindings are cooperatively enhanced the binding between Oxy and 

Fd. Isothermal titration calorimetry analyses also revealed that the binding through 

hydrophobic interaction between the components were stabilized by surrounding 

salt-bridge and hydrogen-bonding. 
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１．研究開始当初の背景 

 芳香環に二つの隣接した cis 型水酸基を添
加する反応は細菌の芳香族分解系によく見
られ、酸化酵素（TO）と電子伝達系（多くの
場合はフェレドキシン[Fd]とフェレドキシン

還元酵素 [Red]）から構成される Rieske 

non-heme iron oxygenase system (RO)によ
り触媒される。国内外の多くの研究者により
TO 内のサブユニット間電子伝達機構、
Red-Fd 間のコンポーネント間電子伝達機構
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については詳細な機構が明らかにされつつ
ある一方、Fd-TO 間の相互作用については極
めて情報が少ない。多くの RO で、Fd-TO 間
の電子伝達特異性が RO 全体の還元力伝達の
成否（言い換えれば、反応性の有無）を決定
することが知られているものの、解明が進ん
でいない研究分野と言える。数少ない情報と
しては、研究代表者らによる Pseudomonas
属／Janthinobacterium 属細菌由来含窒素
芳香族化合物カルバゾール分解系の
carbazole 1,9a-dioxygenase (CARDO)（図１
参照）における TO (CARDO-O) と Fd 

(CARDO-F) の複合体構造の解析がある
（ Ashikawa et al., Structure, 14, 

1779-1789, 2006）。これにより、両コンポー
ネント間の結合位置が同定され電子伝達様
式が明らかになったが、両者の結合・解離の
ON/OFF を制御する機構は全く未解明であ
った。 

 

 

 

 

 

 

図１．CARDO が触媒する反応 

 

２．研究の目的 

Fd は Red と TO の間をシャトルの様に行
き来して電子を伝達する（図１）と考えられ、
Fd から TO への電子伝達は図２のようにま
とめることができる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．Fd (CARDO-F)から TO (CARDO-O)

への電子伝達と構造解析の進捗状況 

 

まず、酸化型の Fd (I)が Red により還元さ
れて還元型 Fd (II)となる。これが三量体 TO 

(III)の一つの結合サイトに結合する(IV)。複
合体中で電子が伝達されて Fd が酸化型、TO

が還元型になると（V）、Fd、TO、あるいは
その両方の結合面で構造的変化が起こり、結
合力が低下して解離する（VI）。すなわち、
酸化還元状態依存的に Fd-TO 結合面近辺で
構造的な変化が生じ、結合定数（結合しやす

さ）が変化すると予想できる。酸化還元状態
の変化によって CARDO-F の構造が変化す
ると仮定すると、還元されて構造が変化した
CARDO-Fは酸化型のCARDO-Oに結合する
ことができ、電子を渡して CARDO-O が還元
型に変わり CARDO-F が酸化型に戻ると構
造が変化して複合体が離れることになる。あ
るいは、CARDO-F の酸化還元状態による構
造変化が少ないとすれば、結合後電子の授受
が終わると CARDO-O の構造が変化して複
合体が解消される。もちろん、両方の現象が
同時に起こる可能性もある。 

本研究では、 

(1)酸化状態で作製した結晶の還元試薬によ
る還元（従来法）に加え、嫌気条件下での
CARDO-O 単独と CARDO-F 単独の結晶
構造解析に加えて、酸化状態の CARDO-F

と還元状態の CARDO-O の複合体結晶の
作製と構造解析を試み、反応サイクル中で
存在する状態の正確な構造を理解する。 

(2)還元型 CARDO-F と酸化型 CARDO-O の
結合力を正確に測定（定量）し、解離する
状態（酸化型 CARDO-F と還元型
CARDO-O）の場合と比較する、の二つの
目標を設定した。 

 

３．研究の方法 

(1)「CARDO-F と CARDO-O 間の電子伝達
中間体の X 線結晶構造解析」 

① 酸化状態の結晶の還元による還元型結晶
の作製と構造解析： 酸化状態での構造解
析については、CARDO-F, CARDO-O と
も以前の研究（Nojiri et al., Journal of 
Molecular Biology, 351, 355-370, 2005; 

Nam et al., Proteins, 58, 779-789, 2005）
で報告済みであり、既に高分解能を示す結
晶の作成条件が決定されている。還元剤を
用いてこれらの結晶を還元することで、還
元型結晶の作製を試み、還元状態での構造
解析を試みる。 

② 還元（嫌気）状態での結晶化と構造解析： 
好気条件下で調製した CARDO-O, 

CARDO-F の溶液を嫌気チャンバー内に
持ち込み、結晶化から嫌気条件下で行う。
市販のスクリーニングキットにて結晶化
条件の検討を行った後、得られた結晶につ
いてクライオ条件の検討、additive の検討
を行う。得られた最適化結晶の X 線結晶
構造解析を行い、立体構造を明らかにする。 

③ CARDO-F:CARDO-O 複合体結晶の取得
と構造解析： 酸化型 CARDO-F と還元
型 CARDO-O を混合したものを用いて、
結晶化条件のスクリーニングを嫌気条件
にて行う。結晶の作製に成功した場合は、
上記②の方法に準じて X 線結晶構造解析
に供し、CARDO-F:CARDO-O 複合体の
立体構造を解明する。 
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(2)「CARDO-F と CARDO-O 間の結合親和
性の生化学的解析」 

① 基質酸化活性・吸光度変化測定による結
合親和性の解析： 上記(1)の解析にて判
明した CARDO-O と CARDO-F の結合
解離に重要と考えられるアミノ酸残基
へのアラニン置換体を作成するととも
に、再構成系によるカルバゾール酸化活
性、酸化還元状態の変化に伴う吸光度変
化の測定を行うことで、コンポーネント
間の親和性を測定する。 

② Isothermal titration calorimetry (ITC)

による結合親和性比較： ITC により上
記アミノ酸置換体と野生型酵素間の結
合親和性を評価する。 

 

４．研究成果 
(1)「CARDO-F と CARDO-O 間の電子伝達

中間体の X 線結晶構造解析」 

① 酸化状態の結晶の還元による還元型結晶
の作製と構造解析： 酸化状態の
CARDO-O, CARDO-F の結晶の還元処理
を試みたが、試した全ての条件で結晶が溶
解してしまい構造解析可能な結晶を得る
には至らなかった。 

② 還元（嫌気）状態での結晶化と構造解析： 
結晶化に先立ち、CARDO-O, CARDO-F

溶液は嫌気条件下ですぐにアグリゲ
ーションを起こすことが判明したた
め、嫌気条件と溶解するバッファー条
件を検討して、タンパク質溶液が安定
な条件を決定した。具体的には、嫌気
条件を実現するための嫌気チャンバ
ー中のガスに含まれていた二酸化炭
素  (10%)を抜き、窒素 95%水素 5%の
嫌気ガスを用いた。さらに、溶解させ
るバッファーとして、還元処理前（酸
化条件）のタンパク質溶液には 50 

mM Tris-HCl (pH7.5)を、還元処理後
の溶液には 5 mM Tris-HCl (pH7.5)

を用いた。  

  反応サイクル中で起こりうる構造
の中で構造解析が成功していなかっ
た還元型 CARDO-O と還元型
CARDO-F のうち、0.2 M ammonium 

acetate、0.1 M sodium acetate 

trihydrate pH 4.1、30% w/v 

polyethylene glycol 4,000 の条件下
で結晶が得られた還元型 CARDO-F

について分解能 1.4Åで結晶構造の
取得に成功した。得られた還元型の
構造を、既に報告済みの酸化型の Fd

の構造（Nam et al., Proteins, 58, 

779-789, 2005）と比較したところ大き
な構造変化は検出できず、CARDO-F

単体では酸化還元状態の変化で大き
な構造変化は起こらないことが示さ

れた。  

③ CARDO-F:CARDO-O 複合体結晶の取得
と構造解析： 嫌気条件下において還元状
態の CARDO-O と酸化状態の CARDO-F

を混合して結晶化条件のスクリーニング
を行い、0.1 M sodium cacodylate 

trihydrate (pH 5.7）、14% (w/v) 

polyethylene glycol monomethyl ether 

3,350 の条件で複合体結晶の生成に成功
した。顕微分光解析の結果、複合体中の
CARDO-O は還元型、CARDO-F は酸化
型であることも確認した（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．複合体結晶の紫外可視吸光スペクト
ル（黒）。還元型 CARDO-O（赤）、酸化型

CARDO-F（橙）と共に示す。 

 

この結晶を用いて X 線回折データの取
得を試みたところ、分解能 2.2Åで構造デ
ータを取得することに成功した。また、得
られた結晶をカルバゾール溶液に浸漬す
ることで、カルバゾールとの複合体の基質
結合構造も分解能3.0Åで取得することが
できた。得られた構造は CARDO-F から
CARDO-O への電子伝達直後の構造と考
えられる。以前に得られていた電子伝達前
の構造と類似と考えられる構造
（CARDO-O の酸化還元中心が酸化され
た酸化型複合体構造，図２VII , Ashikawa 

et al., Structure, 14, 1779-1789, 2006）
との比較から、CARDO-O 側の二つのア
ルギニン（Arg118, Arg210）と CARDO-F

側の二つのグルタミン酸（Glu43, Glu55）
のそれぞれの間で形成される塩橋・水素結
合が、CARDO-O の還元に伴うアルギニ
ン残基の側鎖のフリップによって切れる
ことが明らかになった（図４）。上記②で
明らかにした CARDO-F 単体の還元型結
晶構造と酸化型 CARDO-F 単体構造
（Nam et al., Proteins, 58, 779-789, 

2005）の比較で、明確な構造変化が観察
されなかった結果と合わせ、これらは酸化
還元状態の変化によって結合乖離が引き
起こされる際には、CARDO-O 側の構造
要因が大きい可能性を示唆するものと言
える。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．複合体結合面で見出された還元状態
の CARDO-O 特異的な構造変化 

 

また、3型のホモ三量体構造を取る複
合体結晶構造中の CARDO-O の三つの活
性中心（二カ所にカルバゾールを含む）の
うち、カルバゾールを結合しかつ
CARDO-F を結合した状態のものと結合
していない状態のものの比較から、
CARDO-F がない場合に特異的に基質ポ
ケット入口が閉じる構造変化が観察され
た。この構造変化は、反応過程で基質をト
ラップするために重要と予想されるため、
実際の反応サイクルでは電子の授受後に
CARDO-F が乖離してから基質が結合す
る場合が多いことが示唆された。 

(2)「CARDO-F と CARDO-O 間の結合親和
性の生化学的解析」 

① 基質酸化活性・吸光度変化測定による結
合親和性の解析： Oxy の二つのアルギ
ニン残基に対してアラニン置換を導入
し、再構成系での基質酸化活性、吸光度
解析による電子伝達活性に対するアミ
ノ酸置換の効果を評価した。表１に示す
ように、いずれの活性測定系を用いた場
合も R210A、R118A、二重置換体の順
で活性が低下し、単一のアミノ酸の寄与
としては Alg118 の方が大きいこと、二
つのアミノ酸は協調して機能すること
が示唆された。 
 

表１．CARDO-O アミノ酸置換体の活性 

 
 
 
 
 

② ITC による結合親和性比較： ITC によ
る結合活性の評価の結果、二重置換体と
R118A 置換体では発生する熱量が大き
く減少して結合自体が起きにくくなっ
ていること（ITC による測定自体が困難
であること）が示され、R210A 置換体
でも結合定数は変化しないものの複合

体形成時の結合比が５割程度に減少し
ていた（表２）。これらの結果は、両コ
ンポーネントの結合は疎水相互作用を
駆動力として起こるが、周囲の塩橋・水
素結合が複合体を安定化することで、効
率的な電子伝達を実現していることを
示していた。 
 
表２．CARDO-O アミノ酸置換体の ITC

による結合活性の解析 

 

 

 

 

 

 

(3)まとめと展望 

本研究により、従来ブラックボックスとさ
れてきた RO のコンポーネント間電子伝達メ
カニズムがほぼ明らかにされた。研究立案か
ら 5 年が経とうとする現在でも、RO の反応
の鍵を握るとも言える Fd-Oxy 間の電子の授
受メカニズムは CARDO 以外に解析が成功
しておらず、本研究の成果は RO 研究におけ
る重要な一歩を記したものと考えられる。現
在、嫌気条件下に設置した ITC を用いて、酸
化型／還元型 CARDO-O と、酸化型／還元型
の CARDO-F の間の結合親和性の定量比較
を行っており、これらのデータと合わせるこ
とで、より正確な議論が可能になるものと期
待される。 

ところで、本研究は 500 を越える報告があ
る RO の中で、CARDO のみを用いてなされ
た成果である。CARDO-O は3型の構造を取
る一方で、RO の Oxy の大半は33型のヘテ
ロ六量体構造を取ることも事実である。また、
RO の Fd には多様性があり、実際、由来が
異なる種々の CARDO の中には、今回用いた
Rieske 型フェレドキシンではなく、プチダレ
ドキシン型の Fd を持つものも知られている。
今後は、今回明らかになった知見がどの程度
一般性を持つかの検証を含めて、電子伝達に
おける RO のコンポーネント間相互認識の一
般性・特殊性を明らかにしていくことが重要
であると考えられる。 
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