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研究成果の概要（和文）：ビタミンB12は生体内で補酵素型に変換され酵素反応に関与する。補酵素B12関与酵素は反応
にラジカルを利用し、一般的な酵素では困難な反応を触媒可能である。その反面、副反応による不活性化を受けやすい
。これに対して、いくつかの酵素には不活性化された酵素を再活性化する系が存在する。ヒトでは補酵素B12関与酵素
の機能不全は代謝異常症につながる。また、工業生産への利用では酵素の不活性化は大きな問題となる。さらに、ビタ
ミンB12は希少化合物であり、効率的な利用が求められる。
本課題では、補酵素B12関与酵素の活性維持システムを明らかにするために、再活性化蛋白質や補酵素B12再生酵素など
を対象に研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Vitamin B12 is biologically converted to the coenzyme form, and participate in 
enzyme reactions. Coenzyme B12-dependent enzymes catalyze enzymatically difficult reactions by radical 
mechanism. On the other hand, coenzyme B12-dependent enzymes tend to inactivate accompanying side 
reactions. In order to overcome such inactivation, several coenzyme B12-dependent enzymes have specific 
reactivating system for an inactivated enzyme. In human, a malfunction of a coenzyme B12-dependent enzyme 
leads to metabolic disorder. Also, inactivation of enzyme will be a serious problem when it applied to 
industrial production. Furthermore, since vitamin B12 is a rare compound, efficient use is desired.
In this research project, we studied on proteins that participate in reactivation of coenzyme 
B12-dependent enzymes and recycling of coenzyme B12 in order to elucidate systems that maintain catalytic 
activity of coenzyme B12-dependent radical enzymes.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 補酵素 B12関与酵素は、触媒機構の研究が
精力的に行われ、生化学的研究に加え、遺伝
子工学的および構造生物学的研究によって、
分子レベルでの理解が飛躍的に進んだ。当グ
ループを中心に研究を行ってきたジオール
デヒドラターゼ（DD）についても同様であ
り、触媒機構や不活性化機構の詳細を明らか
にすることが出来た。一方、不活性化された
補酵素 B12関与酵素の再活性化蛋白質は、当
研究室でジオールデヒドラターゼ再活性化
因子（DDR）、グリセロールデヒドラターゼ
再活性化因子（GDR）、エタノールアミンア
ンモニアリアーゼ再活性化因子（EALR）を
発見し、このうち、DDR については立体構
造解析まで行っていた。しかし、DDR の作
用機構が完全に解明されたわけではなく、
EALR に関しては不明な点が多く残されて
いた。ヒトの補酵素 B12関与酵素であるメチ
ルマロニル CoA ムターゼ（MCM）の再活性
化因子については不明であったが、当グルー
プで大腸菌の MCM ホモログである Sbm の
再活性化を検討し、YgfD 蛋白質が再活性化
因子として機能することを示唆する結果を
得ていた。また、ビタミン B12から補酵素 B12

への変換を行う B12アデノシル化酵素はすで
に 3 つのタイプが報告されていたが、不活性
化された補酵素 B12関与酵素の再活性化シス
テムへの関与については調べられていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 
 補酵素 B12関与酵素はラジカル機構で反応
を触媒するが、ラジカルの反応性が原因でホ
ロ酵素の不活性化を受けやすい。当研究グル
ープでは、不活性化された補酵素 B12関与酵
素の再活性化蛋白質の一つである DDR の作
用機構に関する研究を行ってきており、本課
題でもそれを発展させ、アミノ酸残基レベル
で作用機構を明らかにすることを目的とし
た。また、ヒト MCM の再活性化因子の候補
として MMAA 蛋白質（大腸菌 YgfD のヒト
ホモログ）を検討し、再活性化機能の有無や
作用機構を明らかにすることも目的とした。
さらに、EALR の作用機構を明らかにし、こ
れらの結果により、補酵素 B12関与ラジカル
酵素の再活性化システムについての共通原
理や差異を明らかにすることを目的とした。
DDR の場合、不活性化されたホロ酵素の再
活性化は、酵素に固く結合している不活性な
損傷補酵素を酵素から解離させることによ
って行うことが分かっている。ビタミン B12

は自然界でも希少な化合物であることから、
この損傷補酵素を活性な補酵素 B12に再生す
る系が存在するはずであると考え、３種類の
既知の B12アデノシル化酵素について、不活
性化されたホロ酵素の再活性化系との関わ
りを明らかにすることとした。これらの結果

により、補酵素 B12関与ラジカル酵素の再活
性化や補酵素 B12の再生による活性維持シス
テムの全体像を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 補酵素 B12関与ラジカル酵素の再活性蛋
白質に関する研究 
 ① DDR の作用機構に関する研究 
 DDRによるDDの再活性化おけるDDR側
およびDD側のアミノ酸残基の重要性や役割
を明らかにするために、部位特異的にアミノ
酸変異を導入した DDR および DD を作成し
た。これらの変異型蛋白質や野生型蛋白質を
精製し、それらを用いて再活性化や、
DD-DDR 複合体形成に対するアミノ酸変異
の影響を調べた。 
 ② ヒト MCM に対する MMAA の作用に関
する研究 
 機能解析に必要なヒト MCM および
MMAA の精製蛋白質を大量に得ることを目
的として、大腸菌を用いたヒト MCM および
MMAA の発現系の構築を行った。発現した
ヒト MCM や MMAA を精製し、MCM の酵
素活性や MMAA が有するグアノシン三リン
酸加水分解酵素（GTP アーゼ）活性の測定を
行った。また、部位特異的にアミノ酸変異を
導入した MMAA を作成し、GTP アーゼ活性
に対する影響を調べた。 
 ③ EALR の作用機構に関する研究 
 エタノールアミンアンモニアリアーゼ
（EAL）およびその再活性化因子である
EALR（EutA）の精製蛋白質を用いて EAL- 
EALR 複合体が形成される条件を調べた。条
件としては、EALR による EAL の再活性化
にはアデノシン三リン酸（ATP）が必要なこ
とや DDR, GDR との類推から ATP 存在下や
アデノシン二リン酸（ADP）存在下を検討し
た。 
 
(2) 補酵素 B12の再生に関わる酵素に関する
研究 
 DD の不活性化過程で生成する損傷補酵素
はDDRによる再活性化でDDから遊離する。
この損傷補酵素からの補酵素 B12の再生に関
与する可能性のある B12還元酵素（PduS）お
よび３種類の B12 アデノシル化酵素（PduO, 
CobA, EutT）について、ビタミン B12から補
酵素 B12への変換や、DD/DDR 系とリンクさ
せた条件での補酵素 B12の再生を検討するこ
とで、DD 再活性化系への補酵素 B12 再生系
の関与を調べた。 
 
(3) 補酵素 B12関与ラジカル酵素の触媒機構
に関する研究 
 ① EAL の作用機構に関する研究 
 補酵素 B12関与酵素はラジカル機構で反応
を触媒する。ラジカルは非常に反応性が高い
ので、酵素はラジカルの反応性を適切にコン



トロールしないと触媒活性を維持出来ない。
EAL の触媒部位アミノ酸に変異を導入した
変異型酵素を作成し、酵素活性や不活性化へ
の影響を検討することで、これらのアミノ酸
残基の触媒機構や酵素活性の維持に対する
重要性や役割を調べた。 
 ② 補酵素 B12関与グリセロールデヒドラタ
ーゼ（GD）類似酵素に関する研究 
 生理的反応条件下での補酵素 B12関与酵素
の不活性化の中で最も顕著な例は、GDやDD
のグリセロール脱水反応下での不活性化で
ある。GD や DD は 1,3-プロパンジオール（ト
リメチレングリコール）の工業生産に利用さ
れており、この場合の基質はグリセロールで
ある。したがって GD や DD の不活性化は大
きな問題となる。そこで、不活性化などに対
する特徴が既知の GD や DD とは異なる可能
性があると考え、サブユニット構造や一部の
基質結合アミノ酸が既知の GD や DD と異な
ると予想される根粒菌由来 GD類似酵素を取
り上げ、調べることとした。大腸菌発現系の
構築や蛋白質精製を行い、酵素活性，基質特
異性，不活性化などについて調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 補酵素 B12関与ラジカル酵素の再活性化
因子に関する研究 
 ① DDR の作用機構に関する研究 
 以前の生化学的および構造生物学的研究
の結果から、DDR は ATP 加水分解酵素（ATP
アーゼ）活性を有することや、DD の再活性
化には DD-DDR 複合体の形成が重要である
ことが分かっていた。これらの機能に重要で
あると予想された DDR 側および DD 側のア
ミノ酸に変異を導入した変異型蛋白質を用
いて影響を調べた結果、DDR 側で機能に重
要な部位は２つあることが分かった。１つは
DDR のαサブユニットとβサブユニットの
界面に存在するマグネシウムイオン結合部
位であり、DDR のサブユニット間の相互作
用だけでなく、DD，DDR 間のサブユニット
スワッピングを伴う DD-DDR 複合体の形成
にも重要であることが明らかになった。もう
１つは DDR の構造解析で明らかになってい
た ADP 結合部位であり、ATP アーゼ活性だ
けでなく、DD-DDR 複合体の形成をコントロ
ールするヌクレオチドスイッチの機能にも
重要であることが明らかとなった。また、
DDR のβサブユニットとアミノ酸配列およ
び立体構造に一部が類似しているDDのβサ
ブユニットで、DD，DDR 間のサブユニット
スワッピングに重要なアミノ酸残基を明ら
かにすることも出来た。 
 
 ② ヒト MCM に対する MMAA の作用に関
する研究 
 MCM に対する MMAA の機能解析を行う
には精製 MCM と MMAA 必要である。そこ
で、大腸菌を用いたヒトMCMおよびMMAA

の発現系を構築した。大腸菌でヒト MCM を
発現させると不溶性の沈殿となったので、可
溶性発現のために様々な検討を行った。その
中で、トリガーファクター（TF）との融合蛋
白質として低温で発現させた場合に少量な
がら、可溶性発現に成功した。TF-MCM 融
合蛋白質は酵素活性が低かったが、TF 部分
を切除することで、予想されるレベルの酵素
活性に上昇した。MMAA に関しては単独で
の可溶性発現と蛋白精製に成功した。MMAA
の遺伝子変異がヒトのメチルマロン酸尿症
の原因の１つであることが分かっているの
で、対応するアミノ酸に変異を導入した変異
型 MMAA を作成した。MCM 存在下，非存
在下でMMAAのGTPアーゼに対する変異の
影響を検討した結果、MMAA 単独では変異
型MMAAのGTPアーゼ活性は野生型とあま
り変わらなかったが、MCM 存在下では野生
型MMAAのGTPアーゼ活性の大幅な低下が
見られた。変異型 MMAA ではそのような低
下は見られなかったことから、MMAA の変
異によって、MCM との相互作用に変化が生
じた可能性が示唆された。充分な機能解析を
行えるだけの量の精製MCMを得ることが出
来なかったので詳細は未解明であるが、以前
に大腸菌 Sbm（MCM ホモログ）と YgfD
（MMAA ホモログ）を用いて行った研究で
YgfDがSbmの再活性化因子として機能する
ことを示す結果が得られているので、MMAA
もヒトMCMの再活性化能を有するものと考
えられる。 
 ③ EALR の作用機構に関する研究 
 EALと EALR が ATP存在下で複合体を形
成することを確認した。この結果は、ADP
結合型のときに対象の酵素と複合体を形成
する DDR や GDR の場合とは対照的である。
しかし、ATP 結合型と ADP 結合型で対象の
酵素に対する親和性を変化させるヌクレオ
チドスイッチ機構を用いているという点は
EALR も DDR や GDR と共通していること
が分かった。 
 
(2) 補酵素 B12の再生に関わる酵素に関する
研究 
 Klebsiella oxytoca の DD/DDR 系（= DD
再活性化系）における B12アデノシル化酵素
の機能比較を行い、本菌が有する CobA, 
PduO, EutA の３種類の B12アデノシル化酵
素の中で、CobA と PduO が DD 再活性化系
における B12アデノシル化活性が高いことを
明らかにした。一方、単独での B12アデノシ
ル化活性は PduO が最も低かったことから、
PduO は DD 再活性化系に特化した B12アデ
ノシル化酵素であることが分かった。PduO
は DD や DDR と同じ pdu オペロンにコード
されていることからも DD または DDR との
相互作用によってDD再活性化系での補酵素
B12 再生を効率的に行っているものと考えら
れる。同様に、EutA は EAL と同じ eut オペ
ロンにコードされていることから、EAL の再



活性化にリンクした B12アデノシル化酵素で
ある可能性が考えられる。また Klebsiella 
pneumoniaeのGD遺伝子が存在する dhaレ
ギュロンにコードされる PduO 類似蛋白質
が B12アデノシル化酵素活性をもつことを確
認した。この酵素は GD の再活性化にリンク
した B12アデノシル化酵素である可能性が高
いと考えられる。 
 
(3) 補酵素 B12関与ラジカル酵素の触媒機構
に関する研究 
 ① EAL の触媒機構に関する研究 
 EAL の基質結合部位を形成するαサブユ
ニットの５つのアミノ酸残基に様々な変異
を導入した変異型酵素を作成し、酵素活性や
不活性化に対する影響を調べた。その結果、
いずれの残基も触媒活性に必須であること
が分かった。また、酵素反応中の補酵素 B12

の吸収スペクトル測定や電子スピン共鳴ス
ペクトル測定などを行い、補酵素 B12の Co-C
結合の活性化や反応中間体の安定化など、触
媒活性やその維持における個々のアミノ酸
残基の機能や重要性を明らかにした。 
 
 ② 補酵素 B12関与 GD 類似酵素に関する研
究 
 低不活性化型 GDを取得することを目的と
して、サブユニット構造や活性部位アミノ酸
の一部が既知の GDやとは異なる特徴をもつ
根粒菌由来GD 類似酵素について大腸菌発現
系の構築を行い、蛋白精製および機能解析を
行った。その結果、本酵素はグリセロールに
対する活性を示さなかったが、既知の GD や
DD が基質として利用できない化合物を基質
として利用可能なことが示された。したがっ
て、本酵素は、補酵素 B12の関与のもとに GD
や DDとは異なる反応を触媒する新奇酵素で
あると考えられる。本酵素と既知の GD や
DD を比較することで、GD や DD の基質特
異性の改変や不活性化抵抗性の付与などに
有用な情報が得られることが期待される。 
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