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研究成果の概要（和文）： 
 オロチジン一リン酸脱炭酸酵素(ODCase)の、6-cyano-UMP を BMP に変換する副反応につ

いて、反応進行にともなう基質の構造変化をとらえた。反応中間体構造では、6-cyano-UMP
の cyano 基は ODCase との複合体中でピリミジン環平面から大きく屈曲しており、その後ヒド

ロキシ基に置換されることが明らかになった。他の解析結果も併せて考えると、ODCase はそ

の反応を触媒する過程で、基質を強く歪めて反応を進行させることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Crystal structures of substrate-product complexes of orotidine 5'-monophosphate decarboxylase 
(ODCase), obtained at various steps in its catalysis of the unusual transformation of 
6-cyano-uridine 5'-monophosphate into barbituric acid ribosyl monophosphate, show that the cyano 
substituent of the substrate, when bound to the active site, is first bent significantly from the plane 
of the pyrimidine ring and then replaced by an oxygen atom.  The structure together with other 
observation showed that ODCase distorts the C6 substituent on its substrate during the reaction. 
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１．研究開始当初の背景 
 オロチジン一リン酸脱炭酸酵素(ODCase）
は、オロチジン一リン酸(OMP)から二酸化炭

素を脱離させ、RNA の部品であるウリジン一

リン酸(UMP)を合成する反応を触媒する。こ

の反応は、酵素なしで進行するには数千万年

が必要であるが、酵素の存在下では数十ミリ

秒で完了する。その反応加速効率は 1017倍に
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及び、世界で最も高効率な酵素の一つとして

認知されている(Radzicka, A. et al., Science 
267 90-3 (1995))。このような背景から、いく

つかの研究グループがその触媒機構の解明

に取り組んでいるが、反応中間体の構造を直

接観測した例が無いこと、高い分解能で部位

特異的変異酵素や基質類似化合物を利用し

た構造解析例が少ないことなどから、それぞ

れのグループがそれぞれ異なる反応機構を

提案している(Appleby, T.C et al., PNAS 97 
2005-10 (2000); Miller, B.G. et al., PNAS 97 
2011-6 (2000); Wu N. et al., PNAS 97 2017-22 
(2000); Harris P. et al., Biochemistry 39 4217-24 
(2000))。本研究では、X 線結晶構造解析や反

応速度論の解析によって、ODCase の反応触

媒機構を明らかにすることを目的としてい

る。 
 
２．研究の目的 
 本若手研究(B)開始時点までの研究により、

M. thermoautotrophicum 由来 ODCase は、通常

の触媒反応とは異なる副反応として、

6-cyano-UMP を BMP に変換することを明ら

かにしている (Fujihashi, M. et al., J Am Chem 
Soc 127 15048-50 (2005))。この反応について、

酵素と基質の複合体の構造が時間的に変化

していく様子を実験的にとらえる。 
 
 この中間体構造の解析に加えて、変異体と

基質アナログとの構造解析や、現在得ている

高分解能データの取得および分析方法の再

検討を通じて、ODCase による 1017 倍にも及

ぶ反応の加速メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 6-cyano-UMP を BMP に変換する副反応(図
1)は、完了までに 48 時間程度と極めてゆっく

りと進行するので、反応進行中の酵素の結晶

を瞬間凍結することで、中間体構造を直接と

らえる。その際、結晶化条件や反応開始から

結晶凍結までの時間を詳細に制御して、目的

の反応中間体構造を得る。 

 また、Canada, Toronto の University Health 
NetworkのLakshmi P. Kotra准教授と行ってき

た共同研究を継続して行い、彼らが合成した

ODCase 阻害剤と ODCase の複合体を構造解

析することで、疑似反応中間体構造を解析す

る。この解析には野生型 ODCase だけでなく、

活性中心付近の部位特異的変異体も用いて

解析する。 
 さらに、これまでのほとんどの ODCase の

構造解析は 1.5Å 前後の分解能でなされてい

る。我々はこれまでに 1.1Å 前後の X 線回折

データを得ているので、この回折データを得

るための結晶化条件や、データの分析法の再

検討を行って、高分解能での構造解析を行う。 
 これらの手法で得た情報を統合して、

ODCase の反応触媒機構を解明する。 
  

４．研究成果 

 オロチジン一リン酸脱炭酸酵素(ODCase）
が反応を触媒する際の時系列に沿った構造

の変化をとらえ、そこからこの酵素の反応触

媒機構を明らかにする目的として、研究に取

り 組 ん だ 。 実 験 試 料 と し て は 、 M. 
thermoautotrophicus 由来 ODCase を用いた。

始めに、この酵素が 6-cyano-UMP を BMP に

変換する副反応について、反応進行中の結晶

を瞬間凍結することによって、反応進行にと

もなう基質の構造変化をとらえた。反応中間

体構造では、6-cyano-UMP の cyano 基は

ODCase との複合体中でピリミジン環平面か

ら大きく屈曲しており、その後ヒドロキシ基

に置換されることが明らかになった(図 2)。同
様の屈曲構造は、ヒト由来 ODCase の活性中

心変異体と主反応の基質 OMP の複合体構造

などでも観察されており(図 3)、ODCase はそ

の反応を触媒する過程で、基質を強く歪めて

反応を進行させることがわかった。 
 

 
 
 
図 2: 
6-cyano-UMP 
(6-CN-UMP)
が BMP に変

換されてい

く際の構造

変化。 

図 1: ODCase の基

質。ここで述べる

副反応では、R = 
CN の 6-CN-UMP
が、R=OH の BMP
に変換される



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3: 左: ヒト由来ODCase D312N変異体とOMP
の複合体構造。右: ヒト由来 ODCase 野生型と

6-acetyl-UMP の複合体構造。どちらの構造でも 6
位の置換基が歪んでいる。 
 
 また、活性中心残基の役割を調べるために、

D70A や D75N 変異体を用いたところ、K72
のアミノ基が 6-cyano-UMP の cyano 基を置き

換え、酵素と基質の間に共有結合が生成する

ことがわかった(図 4)。同様の共有結合は

6-iodo-UMP や 6-azido-UMP と野生型 ODCase
の複合体でも生じる。また共有結合を形成す

る K72 を Ala に置換すると、6-iodo-UMP は

BMP に置換される(図 5)。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5: 左: ODCase K72A 変異体と 6-azido-UMP の

複合体構造。6-azido-UMP が BMP に変換されて

いる。 
 
 ODCase の主反応は求電子様の反応である

脱炭酸反応であるが、本研究で明らかになっ

た cyano 基や iodo 基の変換および共有結合生

成反応は、いずれも求核反応である。以上の

ことから、ODCase は求核・求電子問わず様々

な反応を触媒し、いずれの場合においても基

質を強く歪めて反応を進行させることがわ

かった(図 6)。以上の成果は文献 (Fujihashi, M. 
et al., J Mol Biol 387 1199-1210 (2009)) に発表

した。 
 また、新たな部位特異的変異を ODCase に

導入し、その X 線結晶構造解析や反応速度論

的解析を行った。さらに、高分解能 X 線結晶

構造の精密化を完了させた。これらの情報に

ついては、現在分析を行いながら、論文を執

筆中である。 
 
 

図 4: ODCase D70A 変異体(上段)お
よ び 、 D75N 変 異 体 ( 下 段 ) と

6-cyano-UMP の複合体構造。K72 と

基質の間に共有結合が形成されてい

る。 
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図 6: 本研究から導かれる ODCase が行う様々な反応の機構
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