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研究成果の概要（和文）：ブドウのフラボノイド・メタボロンにおいて最終反応を担うフラボノール3位グルクロン酸
転移酵素（VvGT5）に着目し、X線結晶構造解析を行った。本酵素と基質またはそのアナログとの複合体の構造を３種類
決定することに成功し、それらの構造とすでに構造が報告されているVvGT1との構造を比較することで、VvGT5の反応機
構および特徴的な糖供与体の選択性が生み出される構造基盤を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Grapevine glycosyltransferase 5 (VvGT5) is a UDP-glucuronic 
acid:flavonol-3-O-glucuronosyltransferase, catalyzing the 3-O-specific glucuronosylation of flavonols 
using UDP-glucuronic acid as a sugar donor to produce flavonol 3-O-glucosides, which are important 
bioactive phytochemicals. In this study, I determined crystal structures of VvGT5 in three kinds of 
structural states, and revealed structural basis of the sugar donor selectivity of the enzyme during 
catalysis.

研究分野：構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
	
 メタボロンは、ある代謝経路において隣り
合う一連の反応を触媒する酵素群が非共有
結合的な相互作用によって会合した、超分子
複合体のひとつの概念である。今日では、糖
代謝、核酸代謝、脂質代謝等の約２０種類の
代謝経路についてメタボロンの存在が指摘
されている。植物の二次代謝物を代表するフ
ラボノイド系化合物は 7,000以上もの分子種
が知られている。これらの生合成を担う酵素
の多くは、単独では反応速度が極めて遅い上
（毎秒１回転未満）、細胞中の基質濃度も低
いために触媒効率が低い。そのため、メタボ
ロンを形成することで、低濃度の出発物から
最終生成物への平行を右に傾け、効率的な二
次代謝物の生合成を達成している。フラボノ
イド・メタボロンを構成する主要３酵素は、
それぞれがファミリーを形成している。植物
は、合成するフラボノイドの分子種に応じて、
会合するファミリー酵素の組合わせを変換
していると考えられている。メタボロンの構
造と機能は未解明な点が多く、これらの酵素
の立体構造の解析が期待されている。 
 
２．研究の目的 
	
 ブドウ（Vitis vinifera）のフラボノイド・
メタボロンは、その構成要素と考えられる３
種の酵素、UDP-グルクロン酸:フラボノール
糖転移酵素（VvGT5）、フラボノイド 3’水酸
化酵素（VvF3’H）、フラボノール合成酵素
（VvFLS1）が会合した分子複合体である。
本研究では、これらの酵素の X線結晶構造解
析を行い、フラボノイド代謝の反応機構の解
明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 発現系の構築と精製	
 
	
 ３つの酵素について、ポリヒスチジン-タ
グ融合蛋白質として発現するプラスミド構
築を行った。これらのプラスミドを、それぞ
れ、大腸菌に導入して培養し、可溶性画分に
目的蛋白質が発現する菌体の種類と温度と
培養時間の条件を検討した。	
 
	
 次に、大腸菌に発現させたこれらの蛋白質
を、Niアフィニティーカラムとゲル濾過カラ
ムによるクロマトグラフフィーにより行っ
た。特に、VvF3’H の精製では、大腸菌の破
砕時に界面活性剤を添加することが成功の
鍵であった。	
 
	
 
(2)	
 結晶化と構造解析	
 
	
 VvGT5、VvFLS1、VvF3’H の結晶化条件
を、それぞれ、アポ型、複数のリガンド結合
型でスクリーニングを行った。その結果、
VvGT5 で十分な大きさの良質な結晶が得ら
れた。一方、VvFLS1と VvF3’Hでは微細結
晶は得られたが、構造解析をするには至らな
かった。結晶の X線回折実験は、大型放射光
施設 SPring-8および Photon Factoryにて行っ
た。	
 

	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 VvGT5の全体構造 
	
 VvGT5 のアポ型構造は、αへリックスと
βシートが交互に並んだロスマンフォール
ドと呼ばれる構造モチーフを二つ持つ GT-B
フォールドをとっていた（図１）。 向かって
左側の N 末端ドメインが糖受容体を認識し、
右側の C 末端ドメインが糖供与体の認識を
担っていることがわかった。 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
(2) ケルセチン結合による構造変化	
 
	
 アポ型構造と基質であるケルセチン結合
型の構造を比較した（図２）。糖受容体であ
るケルセチンが活性中心残基の His20 の近
くに存在していることが確認された（距離約
3.5Å）。ケルセチンは第四位の酸素原子と
Thr19 のヒドロキシル基の水素原子との間
で水素結合を形成していた。また、フラバン
骨格の芳香環と Phe371 がπ-πスタッキン
グを形成することで安定化されていた。興味
深いことに、アポ型にケルセチンが結合する
ことに伴って、Phe198 の配向が回転して、
ケルセチンとπ-πスタッキングを形成する
構造変化を起こすことがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) UDP結合による構造変化	
 
	
 次に、アポ型と UDP 結合型構造を比較し
た（図３）。UDP の結合は主に、UDP のウ
ラシル基が Ala332 の主鎖と静電相互作用し、
β位のリン酸基ではループ上の Ser279 の水
素原子と水素結合を形成することで安定化
されていることが分かった。UDP の結合に
よる大きな構造変化は観察されなかった。 

 
 
 

 
 
 
 
 

図１. VvGT5 のアポ

型の結晶構造. 

図３. VvGT5 のア

ポ型(黄色)と UDP

結合型(水色)の

構造比較。 

 

図２. VvGT5 のア

ポ型(黄色)とケル

セチン結合型(水

色)の構造比較。 



(4) VvGT5と VvGT1のケルセチン結合型構
造の比較 
	
 VvGT5のケルセチン結合型構造を、過去に
解かれていたアイソザイム VvGT1 のケルセ
チン結合型構造（PDB ID:2C9Z）と比較した
（図４）。大きな特徴として、活性中心残基
His20 に対してケルセチンの結合位置にずれ
が生じていることが分かった。一次配列を比
較すると、VvGT5では VvGT1に比べてルー
プを形成しているアミノ酸残基が 2残基欠失
し、VvGT5ではループが短くなっていた。こ
れにより、ケルセチンと相互作用するループ
構造が変化し、ケルセチンを認識するアミノ
酸残基が移動した結果、ケルセチンの相対的
な位置にずれが生じたと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
(5) VvGT5と VvGT1の UDP結合型構造の比
較 
	
 VvGT5 の UDP 結合型構造を、過去に解か
れていた VvGT1 の UDP 結合型構造（PDB 
ID:2C1X）と比較した（図５）。VvGT1では、
UDPのリン酸基に対して、左右にある二つの
ループ構造が近づき、ループ上の Thr19およ
び Thr280とリン酸基が相互作用をしていた。 
一方、VvGT5では、右側のループは、2つの
アミノ酸残基の欠失によって VvGT1 よりも
短くなっているため、リン酸基から遠く離れ
た位置に存在していた。そして、左側にある
ループの位置も、VvGT1よりも手前に位置し
ており、リン酸基と相互作用するアミノ酸残
基も Ser279に置き換わっていた。また、ウラ
シル基と相互作用するループの位置も
VvGT5と VvGT1では、大きく異なっていた
（約 4Å）。以上から、これら３つのループ構
造の変化によって、UDPの結合様式は VvGT5
と VvGT1 で大きく異なっていると考えられ
た。 

 

(6) 糖供与体の選択性に影響を与えるルー
プ領域環境の差異 
	
 今回の構造は UDP 結合型であったが、本
来の基質である UDP-グルクロン酸が結合す
る場合、グルクロン酸基は、図６の黄色で示
した位置に存在するはずである。 今回、UDP
の結合様式が VvGT5と VvGT1で異なってい
たことから、この糖残基の位置と配向も
VvGT5と VvGT1で大きく異なっていると考
えられる。つまり、３つのループ構造の差異
が生み出した糖残基の環境の違いが、 
VvGT5と VvGT1の糖供与体の選択性に大き
く影響していると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(7) 予想される VvGT5の反応メカニズム 
	
 VvGT1 で提唱されている糖転移反応では
活性中心残基である His20 が Asp119 によっ
て塩基として働き、ケルセチンの第 3位のヒ
ドロキシル基を活性化させ、これが糖残基の
アノマー炭素に攻撃することで反応が進行
すると考えられている。つまり、糖転移反応
を行うにはこの His20, ケルセチン, および
UDP‐糖の距離が重要である。 
	
 VvGT5 の 3 者複合体モデル構造と VvGT1
の 3者複合体の結晶構造を重ね合わせてみる
と、興味深い事に、VvGT5の糖供与体の位置
は、VvGT1の糖供与体の位置よりも、ケルセ
チンから 4Åも離れていることがわかった（図
７）。このことから、VvGT5は VvGT1とは異
なり、二つの基質が同時に入ることによって、
反応の進行過程において、 糖供与体と受容
体が近づくような構造変化が起こる可能性
が示唆された。 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
	
 

図 ４ . VvGT5( 水

色 ) と VvGT1( 緑

色)のケルセチン

結合型構造の比

較。 

 

図 ７ . VvGT5( 水

色 ) と VvGT1( 緑

色)の三者複合体

構造の比較。 

 

図６. 触媒部位中

の 予 測 さ れ る グ

ルクロン酸残基の

結合部位。 

 

図 ５ . VvGT5( 水

色 ) と VvGT1( 緑

色)の UDP 結合型

構造の比較。 
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