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研究成果の概要（和文）：ピリドキサルリン酸（PLP）を補酵素に持つ赤痢アメーバ由来メチオニンγリアーゼ（EhMGL
1）の酵素反応機構の解明を目指し、リガンドフリー体、ミカエリス複合体およびEhMGL1結晶内にトラップした一連の
酵素反応中間体（中間体-1～中間体-4）のX線構造を決定した。これらの構造から、PLP-酵素間（Lys205）のシッフ塩
基がPLP-基質メチオニン間のシッフ塩基へ変化することで始まる酵素反応機構を中間体構造に基づいて実証できた。こ
の機構は従来の研究で予想されていた機構と一致する。一方、反応の最終段階が[1,5]-シグマトロピー転移によって非
酵素的に進むことを新たに明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：Pyridoxal 5'-phosphate (PLP) is an indispensable cofactor in many enzymes. The 
catalytic mechanism of the first part, from substrate binding to PLP to formation of quinonid 
intermediate, is characterized in several PLP enzymes, but the latter half is not fully understood. We 
determined X-ray structures of a series of reaction intermediates to elucidate the mechanism of 
PLP-dependent methionine γ-lyase. The structures reveal that the methionine degradation is carried out 
by aldimine-based C4'-Nα-Cα system, followed by proton migration from the Cα to C4' position. After 
releasing methanethiol, the latter half of intermediates suggest that the reaction processes leading to 
the releasing 2-aminobutyrate accounted for a concerted [1,5]-hydrogen sigmatropy with respect to the C4' 
and Cγ-carbon sites. Taken together, these structural intermediates successfully depicted overall 
reaction process of γ-elimination.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 酵素反応機構　生体分子　PLP酵素　タンパク質　時分割X線解析　スナップショット構造
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに X 線解析で決定された立体構
造に基づいて、多くのタンパク質の構造-機能
相関が明らかにされている。中でも、基質類
似物や阻害剤等との複合体構造は、酵素反応
機構の解明、構造を基礎にしたドラッグデザ
イン等に大いに役立っている。一方、実際の
酵素反応は、様々な中間体を経て構造が変化
しながら進行している。従って、酵素がどの
ように機能するかを真に理解するには、動的
構造変化を捉える必要がある。 
 ところで、結晶中でも反応速度が遅くなる
とはいえ溶液中と同様に酵素反応が起こる。
従って、結晶中で酵素反応を行って中間体を
トラップし、X 線解析すれば反応過程に存在
する様々な中間体構造、すなわち酵素が働い
ている様子を動的に捉えることが原理的に
できる。しかし、結晶中での酵素反応が全て
の酵素分子で同期して進むわけではないの
で、いろんな構造が結晶中に混在し、X 線解
析で中間体構造を決定することは絶望的で
あると考えられてきた。 
 しかし、我々は、L-メチオニンやホモシス
テインの γ 脱離反応を触媒し、アンモニア、
α ケト酸およびメタンチオールに分解する酵
素 [文献①-⑪]、赤痢アメーバのメチオニン γ
リアーゼ１（EhMGL1）の結晶をメチオニン
含有溶液に短時間ソーキングすると結晶内
で酵素反応が起こり、液体窒素温度で結晶を
凍結すれば反応中間体が EhMGL1 に結合し
た複合体結晶を調製できることを見出した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、EhMGL1 結晶をメチオニン
含有溶液に時間を変えてソーキングし、液体
窒素温度での凍結によって一連の反応中間
体を結晶内にトラップして X 線解析を行い、
それらの構造から EhMGL1 の酵素反応機構
を明らかにすることを目的とする。 
 従来の酵素反応機構に関する構造生物学
的研究は、基質類似物や阻害剤との複合体構
造に基づいており、反応中間体構造の決定ま
で行われている例は極めて少ない。従って、
本研究で得られる成果によって、酵素が実際
に働いている姿を見ることによって酵素反
応機構を理解できる。これは、タンパク質立
体構造という三次元空間に時間軸を加えた
新たな世界を切り開くことである。 
 
３．研究の方法 
(1) 結晶化 
 大腸菌で大量発現した GST タグ融合全長
EhMGL1 を GSTrap HP カラムに結合させ
てカラム内でタグを切除した。さらにゲル濾
過精製によって、結晶化に用いる EhMGL1
を得た。リガンドフリーEhMGL1 の結晶化は、
シッティングドロップ蒸気拡散法で、1.8 M 
硫安、0.1 M カコジル酸緩衝液 pH6.2、0.1 M 
クエン酸リチウム、0.1 mM PLP をリザーバー

溶液に用いて、20°C で行った[文献⑫]。 
 
(2) 酵素反応中間体複合体結晶の調製 
 リガンドフリーEhMGL1 結晶を 50 mM メ
チオニン含有抗凍結剤溶液（2.2 M 硫安、0.1 
M カコジル酸緩衝液 pH 6.2、0.1 M クエン酸
リチウム、0.1 mM PLP、20% (w/v) glycerol）
にソーキングし、結晶内でメチオニンの γ 脱
離反応を開始させた。ソーキング開始から 30
秒〜120 秒後に結晶を液体窒素で凍結して結
晶内酵素反応で生成した反応中間体をトラ
ップし、EhMGL1-反応中間体複合体結晶を調
製した。 
 
(3) X 線回折強度データの測定と構造解析 
 回折強度データの測定は SPring-8 BL41XU、
BL44XU および PF NW12A、BL5A、BL17A
で行った。HKL2000 を使って回折像を処理し、
構造解析に必要なデータを得た。リガンドフ
リーEhMGL1 の構造（1.97 Å 分解能、pdb code 
3ACZ）は Pseudomonas putida 由来 MGL の構
造（pdb code 2O7C, [文献⑬]）をモデル分子に
分子置換法で決定した。次に 3ACZ をモデル
分子に 6 個の EhMGL1-反応中間体複合体構
造を 2.6〜2.0 Å 分解能で決定した（pdb codes: 
3AEJ、3AEM、3AEN、3AEL、3AEO、3AEP）。
EhMGL1 はサブユニット A〜D から成るホモ
4 量体で存在しているので、6 個の結晶構造
から 24 個のサブユニット構造が得られた。
これらのサブユニットに結合している反応
中間体構造を調べたところ、3AEN-C サブユ
ニットの活性部位はリガンドフリーだった。
一方、3 つのサブユニット（3AEJ-C, 3AEM-C 
and 3AEN-A）は、活性部位にメチオニンが結
合したミカエリス複合体であった。さらに、
4 種類の中間体（中間体-1a：3AEJ-A, -D サブ
ユニット、中間体-1b：3AEJ-B サブユニット、
中間体-2：3AEM-A, -B, D, 3AEL-B, -C, -D サ
ブユニット、中間体-3：3AEO-A, -B, -C, -D サ
ブユニット、中間体-4：3AEL-A, 3AEN-B, -D, 
3AEP-A, B, C, -D サブユニット）を同定する
ことができた。 
 
４．研究成果 
(1) EhMGL1 の全体構造 
 すでに構造決定されている他生物種の
MGLと同様、EhMGL1は 2つの catalytic dimer
（A-D および B-C ペアー）から成るホモ 4 量
体構造をとっていた（図 1）。リガンドフリー
EhMGL の活性部位にはピリドキサルリン酸
（PLP）が結合し、Lys205 とシッフ塩基を形
成（内部アルジミン）していた。各サブユニ
ットは、N 末ドメイン（残基 1〜56）、PLP 結
合ドメイン（残基 57〜255）、C 末ドメイン（残
基 256〜390）構造から成り、二次構造として
15 本の α ヘリックス（α1〜α15）と 12 本の β
鎖（β1〜β12）が存在していた。各サブユニ
ットの活性部位入り口は catalytic dimer を形
成している他方のサブユニットの α2/α3 ルー
プ（残基 46〜57）でふさがれていた。PLP は
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