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研究成果の概要（和文）：　歯周病原細菌であるFusobacterium nucleatumの持つ主要な硫化水素産生酵素に対し、立
体構造解析や酵素学的解析を適用した。これにより、触媒や基質（反応中間体）結合に関与するアミノ酸残基を同定し
、その役割と活性への寄与を明確にすることで、酵素の反応機構を提唱した。これと並行して、硫化水素産生酵素阻害
剤を探索するための一次および二次アッセイ系を構築し、公的化合物ライブラリーの提供を受けてスクリーニングを実
施した。

研究成果の概要（英文）：Structral and enzymatic analyses of hydrogen sulfide-producing enzymes from a 
periodontal pathogen, Fusobacterium nucleatum, were performed. We identified four important amino acid 
residues on catalysis and/or substrate (reaction intermediate) binding, and revealed their roles and 
contributions to the catalytic activity. On the basis of these results, the reaction mechanism of 
hydrogen sulfide-producing enzyme Fn1055 was proposed. In parallel, we constructed two assay systems for 
inhibitor screening. Using the assay systems, small molecules from chemical libraries were screened.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 口腔細菌により産生される硫化水素は口
臭の原因物質となるだけでなく、周辺組織に
作用して歯周病を進行させる一因となる。研
究代表者らは、歯周病原細菌として知られ、
硫化水素産生能が極めて高い Fusobacterium 
nucleatum（ Persson et al., Oral Microbiol. 
Immunol. 1990）に着眼し、その硫化水素産生
酵素遺伝子をこれまでに 4 種類（ fn0625, 
fn1055, fn1220, fn1419）同定した（Yoshida, 
Suwabe, Nagano, Kezuka et al., Microbiology 
2011; Yoshida, Ito, Kamo, Kezuka et al., 
Microbiology 2010）。さらに、これら酵素群（い
ずれもピリドキサル 5′-リン酸（PLP）依存性
酵素）のキャラクタリゼーションおよび立体
構造解析を行い、原子レベルにおける硫化水
素産生機構の解明を目指した研究を進めて
きている。この一連の研究で、F. nucleatumに
よる硫化水素産生は、多様な機構により行わ
れ、アミノ酸の合成や代謝に深い関与がある
（後述）など、その裏側には生命維持に直結
した一面を併せ持つことが明らかとなって
きた。 
	 F. nucleatum における各酵素の硫化水素産
生への寄与は、L-システインを基質とした場
合、Fn1220（88%）と Fn1055（10%）が大部
分を占める（Suwabe et al., Microbiology 2011）。
特に Fn1220 は硫化水素産生の観点から見る
と極めて重要であると同時に、ペプチドグリ
カンの構成成分の一つである L-ランチオニン
を生成するという生理的な役割が考えられ
る。また、Fn1055は反応生成物として硫化水
素の他に L-セリンを与える。通常、微生物に
おいて L-セリンは解糖中間体 3-ホスホグリセ
リン酸から 3種類の酵素による反応で作られ
る。全ゲノムの相同性検索を行った結果、F. 
nucleatum には L-セリン生合成に関与するこ
れら酵素遺伝子が存在しないことが予測さ
れた。Fn1055の触媒する反応が唯一の L-セリ
ン合成経路であるかどうかは未知であるが、
Fn1055 が L-セリン合成に深く関与すること
が強く示唆される。 
 
２．研究の目的 
	 本研究課題では、上記の研究をさらに発展
させる。具体的には、F. nucleatum の持つ 2
種類の主要な硫化水素産生酵素に着眼し、そ
の反応機構を X線結晶構造解析、酵素学的解
析および反応速度論的解析を用いて詳細に
解明する。これにより、この細菌における硫
化水素産生機構を原子レベルで理解した上
で、化合物スクリーニングにより硫化水素産
生酵素阻害剤候補化合物を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) 反応速度論的解析および酵素学的解析 
	 Fn1220と Fn1055の補因子である PLPは特
徴的な紫外可視部の吸収スペクトルを示し
（Karsten and Cook, Methods Enzymol. 2002）、
その変化は PLP-基質反応中間体の化学的な

状態を鋭敏に反映する。ストップトフロー分
光装置を用いて、酵素反応溶液から吸収スペ
クトルをミリ秒オーダーで測定し、これによ
り酵素反応の素過程や律速段階を詳細に解
析した。 
	 研究開始当初、酵素活性測定は、気体であ
る硫化水素を間接的に定量する系（比色法）
を用いてきた。しかし、この系では、硫化水
素の大気中への拡散により生じる誤差を排
除することは困難であった。硫化水素と等量
生成する L-セリンを高速液体クロマトグラフ
ィー（HPLC）により定量する系を確立し、
より正確な酵素学的な定数を求めた。 
 
(2) Fn1055の X線結晶構造解析 
	 酵素単独の結晶を基質溶液にソーキング
して反応中間体を含むタンパク質結晶を作
製した。複数の基質濃度、ソーキング時間や
結晶化温度を検討し、作製した。X線回折実
験は高エネルギー加速器研究機構において
行った。 
 
(3) 化合物スクリーニング 
	 当初の計画では、まず、in silicoスクリーニ
ングにより阻害剤の探索を進める予定であ
った。しかしながら、公的化合物ライブラリ
ーや文部科学省の支援事業の充実を考慮し
て、実際の化合物スクリーニングにより阻害
剤の探索を行った方が確実にヒット化合物
を得られる可能性が高いと考え、計画を変更
した。96ウェルベースで実施しできる一次ア
ッセイ系を構築して実施した。 
	 二次アッセイには、Differential Scanning 
Fluorimetry（Niesen et al., Nature protocols 
2007）の手法を適用した。 
 
４．研究成果 
(1) Fn1055の酵素活性測定法の確立 
	 Fn1055は基質である L-システインの β置換
反応により L-セリンを生成し、この過程で硫
化水素を産生する。一般的な反応機構から考
えると、硫化水素は反応の途中で生成される
のに対し、L-セリンは反応サイクルが終結す
る際に、生成される。正確に酵素学的パラメ
ーターを決定するために、反応溶液中に含ま
れる L-セリンをダブシル化してHPLCを用い
て定量する系を構築した。 
 
カラム：CAPCELL PAK C18 UG-300（1.5 × 150 
mm; 資生堂） 
移動相 A：25 mM酢酸アンモニウム pH6.0 
移動相 B：アセトニトリル 
グラジェント：80% 移動相 A一定（0–10 min）、 
20 − 60% 移動相 B の直線グラジェント 
（10–18 min） 
検出：436 nmの吸光度 
 
	 確立した系により、Fn1055の酵素学パラメ
ーターを決定した（Km: 0.28 ± 0.02 mM, kcat: 
3.88 ± 0.03 s-1）。この他、4種類の部位特異的



 

 

変異体（T73A、S74A、Q147A、D232N）を
調製し、これらについても、酵素学パラメー
ターを決定した。いずれの変異体も硫化水素
および L-セリンの産生能が著しく減少した。
特に、Asp232 の活性は定量限界以下であり、
Asp232 が β 置換反応に必須であることが明
らかとなった。また、すべての変異体は、そ
れぞれ程度は異なるが、野生型酵素では起こ
らない、β 脱離反応（副反応）が起こること
が分かった。今回調製した変異体は、いずれ
も反応中間体と直接相互作用するアミノ酸
残基を改変している。そのため、野生型では
反応中間体の配向が正しく制御されている
のに対し、変異体では、中間体の配向の自由
度が増すことにより副反応が起こり易くな
っていることが考えられた。	
 
	 Fn1220に対しても同様に、反応生成物であ
る L-ランチオニンをHPLCで定量する系の構
築を進めた。しかしながら、L-ランチオニン
を、基質である L-システインとダブシル化の
処理中に L-システインから生じるシスチン
（正確には、それらがダブシル化された誘導
体）から分離する条件を見つけることができ
なかった。 
 
(2) Fn1055の反応速度論的解析 
	 Fn1055および変異体については、ストップ
トフロー分光装置を用いて取得した酵素反
応中の時間変化スペクトル（ミリ秒〜分オー
ダー）を解析した。野生型酵素では、反応開
始直後より、補因子である PLPとの共有結合
を示すピークが減少し、α-アミノアクリル酸
中間体の形成を反映するピークが現れた。30 
ms 以降の定常状態では α-アミノアクリル酸
中間体の蓄積が見られたことから、この中間
体から次の中間体（L-セリン外アルジミン）
への移行に相当する段階が反応の律速にな
っていることが考えられた。 
	 変異体のデータについては、現在も詳細に
解析を進めている。 
 
(3) Fn1055変異体D232Nと反応中間体のX線
結晶構造解析 
	 D232N変異体を、L-システイン存在下にお
いて、野生型の結晶化剤を用いて結晶化した。
なお、結晶化温度は 4℃とした。 
	 得られた結晶を用いて、高エネルギー加速
器研究機構のビームライン NW12A において
回折実験を実施して結晶構造を解析した。そ
の結果、D232Nはクレフトが閉じた構造を取
っており、触媒部位には α-アミノアクリル酸
中間体の電子密度が観測された（ただし、占
有率は約 0.5 であり、残りは反応前の状態で
ある内アルジミンであることが推察された）。 
	 D232N の溶液から紫外可視吸収スペクト
ルを測定したところ、野生型と同様に、内ア
ルジミンに起因する 412 nm に極大吸収を示
した。この溶液に酵素の 100倍濃度になるよ
うに L-システインを添加したところ、412 nm

の極大吸収が消失すると同時に 470 nm に新
たな極大吸収が観測された。470 nmは α-アミ
ノアクリル酸中間体の吸収帯と一致する。前
述の複合体の構造解析の結果も踏まえると、
D232Nは、α-アミノアクリル酸中間体で反応
サイクルが停止している、あるいは次の中間
体への移行が著しく遅くなっていると考え
られた。次の中間状態へは水分子の求核攻撃
が必要であることから、Asp232は水分子から
プロトンを引き抜く塩基として働くことが
考えられた。(1)〜(3)の結果を、まとめること
により、Fn1055の反応機構を提唱することが
できた。 
 
(4) 化合物スクリーニング 
	 F. nucleatum による硫化水素産生に大きく
寄与する Fn1220 に対し、酵素阻害活性を評
価するための in vitroアッセイ系を構築した。
この系では、酵素反応により生成した硫化水
素を出発物質としてメチレンブルーを形成
させ（Lawrence et al., Electroanalysis 2000）、
それが示す 670 nm の極大吸収をマイクロプ
レートリーダーにより測定する。したがって、
反応溶液に化合物を添加しておき、それが阻
害活性を持つ場合、670 nmにおける吸光度は、
ポジティブコントロールと比較して低い値
を示す。この系では、96ウェルプレートとマ
ルチチャンネルピペット（マニュアル分注）
を用い、Z’ = 0.8、S/B = 4といった良好な評
価値を得た。この系を用いて、化合物スクリ
ーニングを実施した。ライブラリーには、富
山大学和漢医薬学総合研究所の生薬化合物
（96種類）および生薬エキスセット（120種
類）と理化学研究所のパイロットライブラリ
ー（373 種類）を使用した。その結果、パイ
ロットライブラリーよりメチレンブルー法
を用いた一次アッセイにおいて化合物濃度
10 µMで 40%程度の阻害率を示す 2種類の化
合物を見出すことができた。これらは、
Differential scanning fluorimetryを用いた二次
アッセイ系においても正の変性中点温度変
化を示し、化合物の酵素への結合を示唆する
データが得られた。しかしながら、これらは
擬陽性である可能性も残しており、化合物に
よる酵素阻害が起こっていることをより詳
細に検証していく必要がある。 
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〔その他〕 
 (1) 生薬化合物および生薬エキスセットは
富山大学和漢医薬学総合研究所より提供を
受け、同研究所の協力研究員として化合物ス
クリーニングを実施した。 
課題名：生薬由来化合物および生薬エキスを
用いた硫化水素産生酵素阻害剤の探索 
代表者：毛塚雄一郎 
以 下 の ホ ー ム ペ ー ジ
（ http://www.inm.u-toyama.ac.jp/jp/collabo/idx_
collabo.html）で報告書が公開される予定であ
る。 
 
(2) 構造解析した Fn1055 の結晶構造を
Protein Data Bank（http://www.rcsb.org）に登録
した。Accession ID: 5B53、5B54、5B55（2017
年 4月まで未公開の予定） 
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