
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(C)

2014～2012

珍しい特徴を有する二つの酵素の立体構造に基づく触媒機構解明とその利用

Elucidation of catalytic mechanism of two characteristic enzymes and its 
application based on crystal structures.

１０３９７５８１研究者番号：

藤橋　雅宏（Fujihashi, Masahiro）

京都大学・理学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２４５７０１３０

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究では2種の酵素の構造と機能の関係を解明し利用することを目指した。第一の酵素ODC
aseについては、生成物ウリジン一リン酸との複合体構造(1.03Å分解能)をはじめ、約10種類の結晶構造を決定した。
分解能1.03Åは、これまでに解析された200個以上のODCase構造の中で群を抜いて高い。得た構造と生化学的な解析お
よび計算科学的手法を組み合わせ、ODCaseの触媒反応における遷移状態自由エネルギー低下の10-15%は、基質の歪みに
由来することを見いだした。もう一つの酵素Cyc2については、アミノ酸配列及び機能が類似した別酵素を対象に、精製
及び結晶化に取り組んでいる

研究成果の概要（英文）：This project targeted two enzymes. Regarding the first enzyme ODCase, we 
determined about 10 crystal structures using various mutants and/or ligands. The best resolution of the 
determined structures is 1.03 A, which is much better than those of the over 200 determined ODCase 
structures thus far. Based on the structures with biochemical and computational analyses, we elucidated 
that substrate distortion contributes to 10-15% free energy decrease of the transition state by ODCase. 
Regarding the other enzyme Cyc2, we elucidated the enzyme is not appropriate for the crystallographic 
analysis. We are now attempt to purify and crystallize a homologous protein from a different organism.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 有機化学的には難しい複雑・緻密な化学反
応を、酵素は効率よく行うことが出来る。本
研究では、他の酵素には無い特徴が見いださ
れている 2つの酵素、オロチジン一リン酸脱
炭酸酵素(ODCase)と、Tetraprenyl--curcumene 
Synthase (Cyc2) を対象に、これらの酵素の反
応触媒機構を立体構造に基づいて解明する
ことを目指した。 
 
 第一の対象酵素 ODCase は、図 1A に示す
脱炭酸反応を 1023倍にも加速する(7800 万年
を数十ミリ秒に加速する)酵素であり、反応に
おけるG‡の低下が最も大きい酵素として
知られている  (Radzicka, A. et al., Science 
(1995))。代表研究者は、この酵素が求電子様
の脱炭酸反応とともに、シアノ基をヒドロキ
シ基に置換する求核置換反応を、同一の基質
結合部位で触媒することを示していた(図 1B, 
Fujihashi, M. et al., J. Am. Chem. Soc. (2005))。
単一の酵素が、求電子置換様と求核置換様の
両方の反応を同一部位で触媒する例は極め
て珍しい。代表研究者はこの両反応を触媒す
る機構として、反応途中の ODCaseが基質の
反応部位を歪める機構を提案していた(図 2, 
Fujihashi, M. et al., J. Mol. Biol. (2009))。 

 この歪みは、酵素-基質複合体の反応基底状
態が不安定化されている可能性を示唆する。
そのような機構は、従来知られている酵素反
応機構とは異なる、新しい概念の反応触媒機
構の展開を可能にする可能性がある。しかし
ながら、そのような反応基底状態を経由しな
い反応触媒機構も、多数提唱されていた
(Topics in Current Chemistry 238, Springer 
(2004))。 
 
 もう一つの対象酵素 Cyc2 は、C35 のヘプ
タプレニル二リン酸を環化し、テルペノイド
の一つであるテトラプレニルクルクミンを
合成する酵素である(図 3)。テルペノイドは自
然界に 5万種以上存在する化合物群で、それ

ぞれが、抗菌活性・香料・ホルモンなど多様
な活性を持つ。Cyc2はこれまでに知られてい
るプレニル二リン酸を基質とするテルペノ
イド合成酵素が持つモチーフ構造を持たな
いため、どのような機構で環化反応を触媒し
ているのかは全くわかっておらず、その解明
が強く待たれていた。 

 
２．研究の目的 
 第一の対象酵素 ODCaseについては、分解
能の結晶構造解析や生化学的アッセイ、さら
には構造を基にした計算機シミュレーショ
ンを密に組み合わせることで、その反応機構
を明らかにする。これにより、酵素-基質複合
体の不安定化を利用するメカニズムを証明
する。 
 第二の対象酵素 Cyc2 については、その結
晶構造を基質複合体も含めて解明し、部位特
異的変異解析などと合わせてその反応触媒
機構を明らかにする。続いて得た構造をもと
に Cyc2 の結合ポケットに変異を導入するこ
とで、Cyc2に結合する基質のコンフォメーシ
ョンを変化させ、新しいテルペノイド化合物
を創製することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 ODCase については、対象とする M. 
thermobacterium由来酵素について、これまで
の研究により発現・精製・結晶化の方法を確
立している。 
 本研究では、基質の歪みを可視化するため
に適すると考えられる、基質アナログと
ODCase 複合体の結晶構造解析を、出来るだ
け高分解能で行う。また必要に応じて、活性
残基変異体と基質アナログ等複合体の構造
解析も行う。平行して、表面プラズモン共鳴
などの技術も用いた、生化学的な解析も行う。
これにより、残基置換により活性をほぼ消失
したような変異体についても、その性質を調
べることが出来る。さらに、連携研究者と協
力して、計算機シミュレーションにより反応
過程のエネルギー収支を定量的に見積もり、
各残基ごとの遷移状態安定化や基底状態不
安定化における役割を探る。 
 
 Cyc2については、連携研究者によって確立
された方法を基にして、試料の発現・精製を

図 1: ODCaseの関係する反応 

図 2: ODCase
の K72A 変異
体と 6-cyano- 
UMO複合体。
赤矢印のとこ
ろで歪んでい
る。 

図 3: Cyc2の触媒する反応 



行い、結晶化スクリーニングを行う。結晶が
得られれば、シンクロトロン放射光施設など
も用いながら構造解析を行い、得られた構造
と生化学的な解析結果を合わせて、この酵素
の反応機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 ODCase については、初年度に生成物
Uridine monophosphate (UMP)との複合体構造
を 1.03 Å分解能で決定した。この分解能は、
これまでにタンパク質構造データベース
(Protein Data Bank)に登録されている ODCase
の 200個以上の構造の中で、群を抜いて高い。
この構造を観察したところ、 UMP の
pyrimidine 環と活性残基である Lys72 が互い
に接触し、UMPの pyrimidine環は平面構造が
崩れていること、Lys72は double conformation
をとっていることを見いだした。また表面プ
ラズモン共鳴法による分析を行い、Lys72 を
アラニン残基に置換した K72A 変異体は、
UMP との結合力が野生型と比べて 5 桁上昇
することを示した。これらの結果は、Lys72
と UMP が互いに斥力を及ぼし合っているこ
とを示す。 
 ODCase の反応触媒機構に、基質の歪みが
利用されている仮説は古くから提唱されて
きたが、歪められる置換基を持たない UMP
が野生型 OMP と強くは結合しないという実
験事実は、この仮説の妥当性に大きな疑念を
与えてきた。本研究によりこの疑念は解消さ
れ、「基質の歪みを利用した ODCaseの反応機
構」の解明に、一段と近づいた。この成果は、
雑誌論文①としてまとめた。 
 研究期間 2年目には、酵素-基質アナログ複
合体の構造を 8つ精密化し、Protein Data Bank
に登録した。解析した複合体構造で、
6-methyl-UMP はその methyl 基が pyrimidine
環平面から大きく歪んだ構造をしていた。
OMP-methyl-esterや OMP-ethyl-esterは、ester
がピリミジン環平面から回転していた。 
 平行して連携研究者と密に連絡を取りな
がら、計算機シミュレーションを行った。シ
ミュレーションの結果は、ODCase の基質で
ある OMP は、carboxylate 基が pyrimidine 環
から回転し、また、平面から歪んだ状態で結
合するという構造解析結果と矛盾しなかっ
た。反応のエネルギー過程を見積もったとこ
ろ、酵素学的アッセイの結果から導かれる
ODCaseによるG‡の低下を非常に良く再現
した。計算結果から導かれる歪みの反応への
貢献は 10-15%程度であることがわかった。こ
の成果は、雑誌論文②としてまとめた。論文
①②により、本研究で目指した「ODCase が
基質歪みを用いた新しい概念の反応触媒機
構」を利用することを、証明できた。 
 最終年度には、活性中心に存在するアスパ
ラギン酸残基と、基質 OMP の carboxyl 基の
間に静電的な反発があるのかを確かめるた
め、より高分解能での X線構造解析や中性子
線による構造解析を目指した。このため、結

晶格子形成に関わる残基に変異を導入した
り、大量の精製試料を得る方法の開発に努め
た。研究期間終了後も、継続して研究を行っ
ている。また、雑誌論文③の日本語総説、お
よび④の英語総説を執筆した。 
 
 Cyc2 については、当初は Bacillus subtilis
由来酵素の結晶化及び構造解析を目指して
きた。2012年度の研究により、連携研究者に
より確立されていた方法で精製した酵素は、
不均質な多量体を形成しており、結晶化には
適していないことが明らかになった。2013年
度には発現用タグの見直しや精製法の改良
を行ったが、性状の改善には成功しなかった。
2014年度には、配列類似の酵素のうち、結晶
化に適しているものの検索を行った。その結
果、Bacillus 属の別の種由来の酵素が比較的
性状が良いことがわかった。現在、この酵素
の精製と結晶化に取り組んでいる。 
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