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研究成果の概要（和文）： 
これからの酵素科学はどこへ向かうのであろうか。本研究では、(1)生物の知恵に学ぶシステム
酵素学と、(2)理論化学との連携による酵素学の非経験的学問化、が今後の酵素研究に重要なパ
ラダイムであると考えて、ラジカル酵素システムを研究対象として、これらの方向への展開を
目指した。酵素本体と（再）活性化蛋白質とを生化学、遺伝子工学、生物物理学、X線結晶学、
理論化学の方法論を駆使して研究した結果、新しい眼界が拓かれた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Where should enzyme sciences be directed? I believe that (1) microbe-inspired system 
enzymology and (2) Non-empirical enzyme study in cooperation with theoretical 
chemists provide important paradigms of future enzyme researches. In this research 
project, our investigations of radical enzymes and their (re)activating proteins using 
the methodologies of biochemistry, genetic engineering, biophysics, X-ray 
crystallography, and theoretical chemistry opened a new horizon on enzyme sciences.  
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 直接経費 間接経費 合 計 
２０１０年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

２０１１年度 900,000 270,000 1,170,000 

２０１２年度 500,000 150,000 650,000 
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研究分野：生化学 
科研費の分科・細目：生物科学・機能生物化学 
キーワード：(1)ラジカル酵素、(2)B12補酵素、(3)S-アデノシルメチオニン、(4)酵素反応機構、

(5)再活性化因子、(6)活性化蛋白質、(7) 立体構造、(8)システム酵素学 
 
１．研究開始当初の背景 
 

 遺伝子工学と構造生物学の時代を経て、酵

素学もまたこれまでにない発展と深化を遂げ

ている。ではこれからの酵素科学はどこへ向

かうのであろうか。本研究代表者は、(1)生物

の知恵に学ぶシステム酵素学と、(2)理論化学

との連携による酵素学の非経験的学問化、が

２つの重要な方向であると考えている。本研

究では、酵素研究の新しいパラダイムを求め

て、これらの方向への突破口を開くことを目

指す。研究対象としたのは、まだ未解明の点

が多いラジカル酵素システムである。ラジカ

ルは反応性が極めて高く、制御困難な化学種

とされているが、ある種の蛋白質はこれを利

用して化学的に困難な反応を触媒している。

これらはラジカル酵素と呼ばれ、反応性が高

い反面、超活性種を含むため副反応により失



活し易い。生体内には、ラジカルを厳密に制

御しつつ反応させる酵素本体に加えて、ラジ

カルの導入・再生に関与する蛋白質、さらに

はラジカル反応のための補酵素を再生する蛋

白質も存在し、これらが不安定なラジカル酵

素の活性を維持するシステムを構成している。

微生物では酵素本体と活性維持システムを構

成する蛋白質が同じオペロンにコードされて

いることが多い。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、生物の知恵に学ぶべく、ラジ
カル酵素本体と活性維持システムとから成る
ラジカル酵素システムの動作原理を深く解明
すると共に、化学工業等においてラジカル酵
素を活用するための基盤技術を開発する。具
体的には、これまで深く研究してきたラジカ
ル酵素の他に、未知のラジカル酵素も探索し、
各型の代表的な酵素を研究対象とする。これ
らとその活性維持に関わる蛋白質群であるラ
ジカル導入・再生蛋白質およびラジカル補酵
素再生蛋白質とをシステムとして捉え、生化
学および生物物理学の手法で機能を解析する。
また、それら単独あるいは複合体の立体構造
を解析し、システムの動作原理を立体構造に
基づいて精密に解明する。さらに、ラジカル
酵素の触媒機構を理論化学の手法を用いて検
証し、分子工学的改変を行うための指針を非
経験的に得る方法を開発する。これらにより、
ラジカル酵素システム応用のための基盤技術
と、酵素研究の新しいパラダイムが生まれる
ことが期待される。 
 
３．研究の方法 
 

(1) ラジカル酵素本体と精密触媒機構に関す

る生化学的ならびに構造生物学的研究 

 コファクター由来ラジカル酵素として、B12

関与ラジカル酵素であるエタノールアミンア

ンモニアリアーゼ（EAL）、ジオールデヒドラ

ターゼ（DD）、および蛋白質由来ラジカル酵素

として、新機能グリシルラジカル酵素である

と予測されていたピルビン酸ギ酸リアーゼ関

連蛋白質 PflD と PflF とを研究対象とする。

触媒機構に関する情報を得るため、基質アナ

ログや補酵素アナログが結合したリガンド結

合型の結晶化を行い、X線結晶解析を行う。

その構造に基づいて、生成する触媒ラジカル

の位置の推定を行う。必要なら変異型酵素も

用いる。 

 これまで詳細に研究してきた B12関与酵素

DD に対してと同様に、生化学的研究法や、ラ

ジカルに関して最も直接的な情報を与える電

子スピン共鳴、ストップトフロー法など生物

物理学的研究法を駆使してこれらのラジカル

酵素の触媒機構を明らかにする。これらの結

果と、立体構造およびモデリング、変異導入

実験の結果を総合して、精密触媒機構と活性

部位残基の機能を推定する。これまでの B12

酵素に関する研究結果と本研究の成果とを総

合して、ラジカル酵素一般に通用する触媒原

理を確立する。活性型のラジカル酵素は酸素

分子O2と反応して不活性化されるものが多い

が、本研究では、B12酵素はアポ酵素として大

量精製し、必要な時に補酵素を加えて活性型

ホロ酵素に転換するので、不安定性の問題は

ない。グリシルラジカル酵素は前駆体蛋白質

として精製し、別に精製した S-アデノシルメ

チオニン（SAM）関与活性化蛋白質を作用させ

てラジカルを導入し活性測定や機能解析を行

うので、この場合も不安定性の問題を回避で

きる。 

 

(2) ラジカル酵素の反応機構と分子工学的改

変に関する理論化学的研究 

 これまでに吉澤らとの共同研究により、活

性部位アミノ酸残基は量子力学（QM）計算に

よって取り扱い、周辺の環境は分子力学（MM）

計算によって取り込むといういわゆる QM/MM

法による理論化学計算を B12関与ジオールデ

ヒドラターゼ（DD）反応について行い、また、

特定のアミノ酸残基を別の残基に置き換えて

計算し、野生型の結果と比較するという手法

（計算化学的変異導入法と名付けた）を考案

し、活性部位アミノ酸残基の機能を非経験的

に解析できることを世界に先駆けて示してき

た。本研究では、DD の基質結合金属イオンの

同定とその触媒における役割を理論化学的に

検証する。また、理論化学との連携の次の段

階として、酵素を分子工学的に改変するため

の指針を非経験的に得ることができるかどう

かを検討する。すなわち、全原子モデルを用

いた計算により、ラジカルの反応性、安定性

に対する活性部位アミノ酸残基の官能基の効

果を予測し、その予測に基づいて計算化学的

変異を導入し、変異型酵素の特異性や反応性、

安定性を計算により非経験的に予測する。実

際に変異型酵素を遺伝子工学的に調製してそ

れらの性質を実測し、予測値と実測値との比

較により非経験的に得た指針の正しさを検証

する。 

 

(3) ラジカル酵素の(再)活性化蛋白質と活性

維持システムの動作原理に関する生化学的研

究 

 ラジカル酵素の(再)活性化蛋白質およびこ

れを含む活性維持システムの動作原理を精密



に解明することを目指す。B12酵素再活性化蛋

白質は、ホロ酵素が不活性化されたときに酵

素に固く結合したままになっている損傷補酵

素をインタクトな補酵素と交換させることで

活性部位にラジカルを再生させる。我々が発

見したジオールデヒドラターゼ再活性化因子

（DD-R）とエタノールアミンアンモニアリア

ーゼ再活性化因子（EAL-R）、およびメチルマ

ロニル CoA ムターゼの再活性化因子である可

能性のある YgfD が主たる研究対象である。ま

た、S-アデノシルメチオニン（SAM）関与活性

化蛋白質は、SAM から生じたラジカルが酵素

前駆体のグリシン残基から水素原子を引き抜

くことで、直接的にグリシルラジカルを導入

する。この例として PflC と PflE とを対象と

して選ぶ。さらに、損傷補酵素を修復する B12

補酵素再生系酵素であるコバラミンレダクタ

ーゼ PduS およびアデノシル化酵素 PduO も研

究対象とする。これらの活性維持蛋白質につ

いて、柴田との共同研究によりリガンド結合

型の X線結晶解析を目指すとともに、生化学

および生物物理学の手法、変異導入実験等を

駆使してラジカルの導入・再生機構を調べ、

ラジカル酵素システムの精密動作原理を解明

する。 
 
４．研究成果 

 

(1) ラジカル酵素本体と精密触媒機構に関す

る生化学的ならびに構造生物学的研究 

 ① ビタミン B12補酵素関与エタノールアミ

ンアンモニアリアーゼ 

 本研究の開始直前に我々は B12 補酵素関与

ラジカル酵素である大腸菌エタノールアミン

アンモニアリアーゼ（EAL）の遺伝子を高発現

させて EAL を簡便に精製する方法を開発して

いた。野生型 EAL は溶解度が低く、高濃度で

凝集し易いうえに不活性化を受け易かったの

で、結晶化が困難であった。しかし、アミノ

（N）末端側数十残基を欠失させた変異型 EAL

は溶解度が高く、凝集や不活性化に抵抗性で

あった。そこで、この変異型 EAL とシアノコ

バラミンとの複合体を結晶化するための条件

を検討し、確立した。 

 次に、この N末端側数十残基欠失変異型 EAL

とシアノコバラミンとの複合体の結晶構造解

析に成功した。酵素は(αβ)6のサブユニット

構造をとること、コバラミンは塩基配位型で

結合することなどを示した。また、アデニニ

ルペンチルコバラミンとの複合体の構造も解

き、モデリングにより補酵素の Co-C 結合活性

化の機構やラジカルの基質への接近の機構を

明らかにした。 

 EAL 反応の立体化学は実験的には他研究者

により明らかにされていたが、その立体化学

経路は長らく不明であった。本研究では、基

質アナログである 2-アミノ-1-プロパノール

の R 体および S 体と酵素との複合体の X 線構

造を解析した。得られた立体構造と、モデリ

ングによって求めた補酵素由来ラジカルの空

間位置とを合わせて、標識実験の結果を説明

できる EAL 反応の詳細な立体化学経路を解明

することができた。 

 EAL の基質結合部位を構成するアミノ酸残

基に部位特異的変異を導入した結果、Argα

160、Glnα162、Asnα193、Gluα287、Aspα

362 はいずれも触媒機能に必須の残基である

ことが分かった。変異型酵素を用いた生物物

理学的測定により、補酵素の Co-C 結合の活性

化や酵素反応中間体の安定化におけるこれら

の残基の機能を解明した。 

 ② ビタミン B12補酵素関与ジオールデヒド

ラターゼ 

 B12補酵素関与ジオールデヒドラターゼ（DD）

は補酵素のアデニン部結合部位近傍と基質結

合部位とに 2 つの金属イオンをもつ。本研究

代表者らはこれらがどちらもカリウムイオン

であると帰属していたが、後者の金属イオン

は配位距離がむしろカルシウムイオンに近か

った。原子吸光分析と詳細な生化学的解析の

結果、基質結合に関与する金属イオンはカル

シウムと再同定し、その役割を解明した。 

 DDはグリセロールにより機構依存的不活性

化を受ける。グリセロール結合型 DD−シアノ

コバラミン複合体の X 線結晶解析を行い、本

酵素のグリセロールによる不活性化の詳細な

機構を解明した。その結果に基づき、グリセ

ロールによる不活性化を受け難い酵素を再設

計した。実際に、設計通り活性部位残基であ

る Serα301 あるいは Glnα336 を Ala 残基で

置換すると、グリセロールによる不活性化に

抵抗性を示す酵素が得られた。また、これら

の二重変異を導入した酵素は、より長鎖の

1,2-ジオールに作用するようになることを見

出した。 

 ③ ピルビン酸ギ酸リアーゼ関連グリシル

ラジカル酵素 

 B12酵素以外の新機能ラジカル酵素として、

ピルビン酸ギ酸リアーゼ関連ラジカル酵素と

予測されていた大腸菌 PflD 蛋白質の大量調

製法を確立した。その結晶化にも成功し、X

線構造を解析した結果、PflD はグリシルラジ

カル酵素であることが裏付けられた。 

 

(2) ラジカル酵素の反応機構と分子工学的改

変に関する理論化学的研究 



 ① B12 補酵素関与ジオールデヒドラターゼ

反応における金属イオンの触媒的役割 

 ジオールデヒドラターゼ（DD）の X 線結晶

解析において、基質が直接配位している金属

イオンは当初カリウムイオンと帰属された。

しかし、全酵素モデルを用いた量子力学（QM）

／分子力学（MM）計算の結果、配位距離から

これをカルシウムイオンとした方が X 線構造

とよく合致することが理論的に予測された。

カルシウムイオンはルイス酸性が強く、移動

しない方の水酸基の Gluα170 による脱プロ

トン化を促進し、Aspα335 の反触媒的効果に

打ち勝つことで、水酸基移動を促進すること

が理論計算により裏付けられた。 

 ②ジオールデヒドラターゼのグリセロール

による機構依存的不活性化の機構 

 ジオールデヒドラターゼ（DD）がグリセロ

ールによって機構依存的に不活性化されるこ

とが理論的に予測できるかどうかを調べた。

グリセロールは DD に GRコンホメーションで

結合すると触媒作用を受け、GS で結合すると

DD の機構依存的不活性化を引き起こす。基質

ラジカルから生成物ラジカルへの転位反応の

活性化エネルギーはGSの場合の方が高かった。

また、Serα301 との水素結合により GRからの

遷移状態が安定化された。これらのことから、

不活性化はGSから起こることが理論化学的に

説明できた。 

 

(3) ラジカル酵素の(再)活性化蛋白質と活性

維持システムの動作原理に関する生化学的研

究 

 ① ジオールデヒドラターゼの再活性化因

子 

 我々が発見したジオールデヒドラターゼ再

活性化因子（DD-R）の作用機構を生化学的に

詳細に解析し、DD-R が複数の酵素（DD）分子

から損傷補酵素を解離させることにより触媒

的に再活性化することを示す証拠を得た。よ

って、DD-R は「再活性化酵素（reactivase）」

とも呼ぶべき酵素であると結論した。また、

酵素 DD と DD-R との間の複合体形成はサブユ

ニットスワッピングによって起こることも明

らかにした。 

 DD-R は 2 つの機能部位をもつ。すなわち、

マグネシウムイオン結合部位は 2 つのサブユ

ニットの界面にあり、サブユニット間の相互

作用に関与する。また、ADP(ATP)結合部位は

ヌクレオチドスイッチに関与する。これらの

機能部位の構成アミノ酸残基に変異を導入す

ると、いずれの場合も再活性化因子としての

機能が失われたことから、再活性化における

両部位の重要性が明らかとなった。 

 ② 活性維持システムによる B12補酵素のリ

サイクリング 

 ジオールデヒドラターゼ（DD）には損傷補

酵素の交換による再活性化機構とは別に、損

傷補酵素の修復（再生）による再活性化機構

も存在することを発見した。これは交換促進

因子であるジオールデヒドラターゼ再活性化

因子（DD-R）と補酵素再生系酵素（コバラミ

ンレダクターゼとアデノシル化酵素）とから

構成されるシステムによるものであり、補欠

分子族型補酵素である B12補酵素（アデノシル

コバラミン；AdoCbl）がリサイクルして DD 活

性が維持されることが明らかとなった。 

 ③ メチルマロニル CoA ムターゼの再活性

化因子 

 ヒトのB12代謝システムの機能不全による代

謝異常症は8つのクラスに分けられており、そ

の中の1つであるMMAAの遺伝的欠損はメチル

マロン酸尿症を引き起こす。MMAAとホモロジ

ーの高い大腸菌YgfD蛋白質がB12補酵素関与メ

チルマロニルCoAムターゼ（MCM）の再活性化

因子（MCM-R）として働くかどうかを調べた。

その結果、YgfDはB12補酵素、GTP、Mg2+存在下

で不活性なMCM–メチルコバラミン（MeCbl）複

合体を再活性化すること、その際に、MCMと強

固な複合体を形成してMeCblを解離させるこ

となどから、YgfDはMCM-Rとして働くと結論し

た。したがって、ヒトでもYgfDのホモログで

あるMMAA蛋白質がMCMを再活性化することが

強く示唆された。 

 ④ ピルビン酸ギ酸リアーゼ関連グリシル

ラジカル酵素の活性化蛋白質 

 ピルビン酸ギ酸リアーゼ関連新機能ラジカ

ル酵素と予測されていた大腸菌 PflD、PflF の

それぞれのS-アデノシルメチオニン関与活性

化蛋白質と予測された PflC、PflE の大量調製

法を確立した。PflD と PflC の共発現株にお

いて、PflC により PflD へラジカルが導入さ

れることが実証できた。 
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