
国立研究開発法人産業技術総合研究所・生命工学領域・研究グループ長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

８２６２６

基盤研究(C)（一般）

2018～2015

金属依存性デアセチラーゼの触媒反応メカニズムの解明と阻害剤の開発

Catalytic mechanism of metal-dependent deacetylase and its inhibitor

１０３５７６６８研究者番号：

中村　努（Nakamura, Tsutomu）

研究期間：

１５Ｋ０１８１５

年 月 日現在  元   ６ １１

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：CE-14ファミリーに属するデアセチラーゼPhDacと基質アナログとの複合体の立体構造
を解明した。それにより、PhDacの基質認識と反応機構を明らかにした。PhDacの基質認識に関わるアミノ酸残基
がCE-14ファミリー一般に空間的に保存されていたことから、この基質認識メカニズムがCE-14ファミリー一般に
共有されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We solved the tertiary structure of PhDac, which is categorized into CE-14 
family, complexed with its substrate analog. This clarified the mechanism of substrate recognition 
and catalysis of PhDac. The amino acid residues involved in specific interaction with the substrate 
were spatially conserved in other CE-14 deacetylases, indicating that the substrate recognition 
mechanism was common in this family proteins.

研究分野： タンパク質科学、酵素学、構造生物学

キーワード： 脱アセチル化酵素　反応中間体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グラム陰性菌の細胞壁にはN-アセチルグルコサミン誘導体が含まれており、その脱アセチル化酵素（デアセチラ
ーゼ）の阻害剤は抗菌活性が期待される。また、DAAはD-アミノ酸の工業生産のさいの高額分割に利用可能であ
り、そのD-アミノ酸は化粧品や食品成分として注目されている。本研究成果は、これらの酵素の利用の基礎とな
るものである。また、金属依存性デアセチラーゼ一般のメカニズム解明に指針を与えるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
亜鉛を金属補因子とし N-アセチルグルコサミンのアセチル基を加水分解する一連の酵素は、立
体構造解析をもとに、正四面体オキシアニオン中間体の安定化機構が推定されていた。しかし、
明らかになっていた立体構造はすべて単体の構造であり、基質やアナログとの相互作用が構造
解析により直接明らかになってはいなかった。また、CE-14 ファミリーのデアセチラーゼは非
還元末端の N-アセチルグルコサミン残基に作用するのであるが、それを説明するメカニズムは
提唱もされていなかった。 
研究開始当初、我々は Pyrococcus 属の超好熱性古細菌 2種の Dac（アポ型）の立体構造を解明
したところであり、結晶中に含まれるリン酸イオンの電子密度から、正四面体オキシアニオン
中間体の安定化機構を推定したところであった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、N-アセチル基を加水分解する 2種類の酵素 Dac と DAA をターゲットとし、その触媒
気候と基質認識機構を明らかにすることを目的とした。また、デザインした阻害剤の利用法を
検討するために、阻害剤としての機能を解明することをも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Dac について 
CE-14 ファミリーのデアセチラーゼは、基質の分子構造の一部に N-
アセチルグルコサミンを含む。そのため、ファミリー酵素共通の反
応中間体アナログとして、MPG を設計・合成した（図１）。本研究で
は、Pyrococcus horikoshii 由来 Dac (PhDac)を MPG と共結晶化し、
X 線結晶構造解析を行った。二糖基質を用いた時の Dac 触媒反応は、
分子動力学計算によりシミュレーションした。 
PhDac の酵素活性は、N-アセチルグルコサミンを基質とし、アミド部
分に由来する光吸収をモニターすることによって測定した。それに
より、MPG の阻害剤としての効果を測定した。 

（２）DAA について 
Thermomicrobium roseum 由来 DAA (Tr_DAA)の酵素活性は、反
応によって遊離する酢酸を酵素法で定量することによって測
定した。大腸菌内で発現させた Tr_DAA から変性条件下 EDTA
により金属を除き、リフォールディング時の透析液に金属を
添加することによって最適な補因子金属を探索した。また、
複数の N-アセチル-D-アミノ酸存在下における酵素活性より、
最適な基質を探索した。 
Pyrococcus abyssi 由来 DAA (Pab_ndaD)は、大腸菌における
外来遺伝子発現のためのモデルタンパク質として用いた。大
腸菌ゲノム中に同遺伝子をクローニングし、それによる発現
量を従来のプラスミド発現量と比較した。 
 
４．研究成果 
（１）Dac について 
PhDacと MPGの複合体の立体構造を高分解能（1.8Å）
で解明することができた。それにより、糖基質の水
酸基と PhDac 基質結合部位のアミノ酸側鎖との特異
的な相互作用が明らかになった。すなわち、Arg92, 
Asp115, His152 が 3 位、4 位、6 位の水酸基と水素
結合していた（図２）。このことから、Dac が非還元
末端の N-アセチル基にのみ作用するメカニズムが
解明された。これらのアミノ酸残基は CE-14 デアセ
チラーゼ一般に空間的に保存されていたことから、
このメカニズムが CE-14 ファミリーデアセチラーゼ
一般に適用できることが明らかになった。 
分子動力学による PhDac と二糖基質（ジアセチルキ
トビオース）の相互作用解析では、非還元末端側の
糖残基が、結晶解析で明らかになった単糖基質の結
合と同様に相互作用していた。還元末端側の糖残基は、PhDac の分子間クレフトに位置し、シ
ミュレーション計算時間内に動きがあり（図３）、特異的な相互作用を持たなかった。このこと
から、PhDac と二糖基質の結合は非還元末端側残基のみの相互作用で保たれていることが明ら
かになった。 
MPG の阻害効果については、等モル比で酵素に結合すること、不可逆的に結合・阻害すること
が明らかになった。 



（２）DAA について 
Tr_DAA の金属補因子は Znが最適であり、Mn, Co でも活性を保持した。N-アセチル-D-アミノ酸
に対する特異性は、N-Ac-D-Lys, N-Ac-D-Asn, N-Ac-D-Arg などの親水性アミノ酸誘導体を基質
とすることが明らかになった。Tr_DAA は再現性よく結晶化するが、X線結晶構造解析では金属
イオン付近の電子密度が不明瞭で、サンプル調製と結晶化の条件を改良する必要があった。 
Pab_ndaD を大腸菌ゲノムに 1コピー挿入して発現させると、プラスミドによる発現に比べて可
溶性画分への発現が多かった。この方法による遺伝子発現量は、ゲノム中に挿入する箇所には
依存せず、5 コピー程度までは挿入する遺伝子のコピー数に応じて増加することが明らかにな
った。 
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