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研究成果の概要（和文）：本研究は、水溶性ビタミンに由来する従来の補酵素と異なり、タンパ

ク質の翻訳後修飾反応により形成されるビルトイン型キノン補酵素に焦点を当て、チロシン残

基から生成するトパキノン（TPQ）補酵素と銅イオンとを活性部位に含む銅アミン酸化酵素の触

媒機能、並びにキノヘムプロテイン・アミン脱水素酵素（QHNDH）における新規キノン補酵素、

システィントリプトフィルキノン（CTQ）の生合成機構の解明を目的とした。銅アミン酸化酵素

の触媒機構に関しては、トパキノンの構造変化を伴う前半の還元的半反応機構の詳細を明らか

にした。QHNDH の生合成に関しては、酵素サブユニット遺伝子の近傍にコードされている[Fe-S]

クラスター含有タンパク質とズブチリシン様プロテアーゼが必須の役割を担うことを証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Peptidyl built-in cofactors are produced by posttranslational 

modification of the cognate enzyme proteins, unlike ordinary cofactors which are mostly 

bio-synthesized from water soluble vitamins. In this study, we focused on two built-in 

quinone cofactor-containing enzymes, copper amine oxidase and quinohemoprotein amine 

dehydrogenase (QHNDH) that contain topa quinone (TPQ) and cysteine tryptophyl 

quinone (CTQ), respectively. For the reaction mechanism of copper amine oxidase, it has 

been demonstrated that the former reductive half-reaction is accompanied with the 

conformational change of TPQ. On the other hand, two proteins encoded close to the 

QHNDH genes, an [Fe-S]-cluster and S-adenosylmethionine-binding protein and a 

subtilisin-like protease, have been found to play essential roles for QHNDH biogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

ペプチド鎖に直接結合したかたちで存在
する一連の補酵素（ビルトイン型補酵素と呼
ぶ）が、1990 年代以降に、酸化還元酵素を始
めとするさまざまな酵素中に相次いで発見
されてきた。すなわち、銅アミン酸化酵素の
トパキノン（TPQ）やガラクトース酸化酵素
のチロシルチオエーテルなどに代表される
新規な共有結合型補酵素である。ビルトイン
型補酵素は、各酵素の遺伝子中では通常のア
ミノ酸残基あるいは翻訳終止コドンとして
コードされており、前駆体アミノ酸残基が何
らかのタンパク質の翻訳後修飾を受けたり、
終止コドンが特異的機構により新奇なアミ
ノ酸として読み取られたりすることで、触媒
反応に必須のビルトイン型補酵素に変換さ
れる。しかし、ビルトイン型補酵素に関して
は、発見と構造決定から日が浅いこともあっ
て、その触媒機能や生合成機構の多くが未解
明に残されていた。私たちのグループは、約
15年前に、銅アミン酸化酵素のTPQ補酵素は、
前駆体タンパク質中のチロシン残基が銅イ
オンの存在下で自己触媒的に酸化されて生
成することを世界で初めて明らかにし、金属
イオンによる新しいタイプのタンパク質の
翻訳後修飾機構として注目を浴びた。その後、
TPQ 生成過程の活性部位構造変化と反応機構
の解明、TPQ 生合成反応や触媒機能における
結合銅イオンの役割の解析、触媒反応中間体
の X線結晶構造解析など、精力的に研究を進
めてきた。一方、２種類の細菌に由来するキ
ノヘムプロテイン・アミン脱水素酵素
（QHNDH）の立体構造解析を行い、新規キノ
ン補酵素 CTQ を同定することに成功した。さ
らに、ヘテロ３量体構造をもつ同酵素は、そ
のサブユニットのひとつが、CTQ 以外にシス
テイン残基のイオウ原子とアスパラギン酸
やグルタミン酸残基のメチレン炭素との間
に新規な分子内チオエーテル架橋構造を３
ヶ所も含む極めて特異なタンパク質構造を
有することを明らかにしたが、これらの構造
の生成機構は未解明に残されていた。 

 

 

２．研究の目的 

酵素の触媒機能を助ける補酵素の多くは、
水溶性 B群ビタミンなどから生合成された後、
翻訳された前駆体酵素タンパク質（アポ酵
素）に取り込まれる。しかし、このような遊
離の低分子有機化合物の補酵素とは異なり、
ペプチド鎖に直接結合したかたちで存在す
る一連の補酵素（ペプチド・ビルトイン型補
酵素と呼ぶ）が知られている。すなわち、銅

アミン酸化酵素のトパキノン、アミン脱水素
酵素のトリプトファントリプトフィルキノ
ン、ガラクトース酸化酵素のチロシルチオエ
ーテルなどに代表される新規な共有結合型
補酵素であり、1990 年代以降に酸化還元酵素
を始めとするさまざまな酵素中に相次いで
発見されてきた。しかし、これらのペプチ
ド・ビルトイン型補酵素の触媒機能や生合成
機構の多くが未解明に残されている。そこで、
本研究では、これらペプチド・ビルトイン型
補酵素のうち特に芳香族アミノ酸残基がキ
ノン化合物に酸化修飾されて生成する補酵
素に焦点を当て、それらを含む酵素の精密構
造や触媒機能、並びにタンパク質の翻訳後に
どのような機構で生合成されるか（cofactor 
biogenesis）をタンパク質の立体構造に立脚
して明らかにすることを主な目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1) トパキノン補酵素の触媒機能解析 

トパキノン補酵素を含有する銅アミン酸
化酵素の触媒反応機構の詳細を明らかにす
るため、立体特異的に安定同位体標識したア
ミン基質を用いた還元的半反応の立体化学
的解析、微量ストップトフロー分光光度計を
用いた前定常状態の反応速度論的解析、各種
の変異型酵素の作製と機能解析、時間分割Ｘ
線結晶解析による反応中間体の精密立体構
造解析などを行う。 

 
(2) キノヘムプロテイン・アミン脱水素酵素
の補酵素生成機構の解析 
キノヘムプロテイン・アミン脱水素酵素に

含まれるビルトイン型キノン補酵素、システ
イントリプトフィルキノン（CTQ）並びに分
子内チオエーテル架橋構造の形成機構を解
明するため、オペロン中に含まれる各遺伝子
の破壊とプラスミド導入による機能回復、各
種変異型酵素の作製と質量分析計を用いる
各サブユニット・ポリペプチドの翻訳後修飾
の解析などを行う。 

 

 

４．研究成果 
(1) トパキノン補酵素の触媒機能解析 

① 活性部位の Asp298 残基が基質-補酵素間
シッフ塩基のα-プロトンを引き抜く触
媒塩基であるとともに、同反応中間体の
形成や生成物シッフ塩基の加水分解にも
関与することを明らかにした。 

② 還元的半反応における反応中間体の X 線
結晶構造を銅含有アミン酸化酵素で初め



て決定し、基質のα-プロトン引き抜きの
立体特異性を反応中間体の構造から説明
できることを明らかにした（図１）。 

 

 

③ 活性部位近傍の疎水性ポケットを構成す
るアミノ酸残基への変異導入によりトパ
キノン補酵素の自己触媒的生成の反応速
度が低下し、この領域は酸素チャンネル
として機能していると推定した。 

④ D298K 変異型酵素における補酵素生成を
解析し、ペプチジルリジン酸化酵素に含
まれるトパキノンと類似のキノン型補酵
素（リジルチロシルキノン，LTQ）が生成
することを見出し、共通の補酵素生成反
応中間体としてドパキノンを経由するこ
とを明らかにした（図２）。 

 

 

⑤ 立体特異的に重水素標識したエチルアミ
ンを用いた解析から、銅アミン酸化酵素
によるα-水素の引き抜きの立体選択性
は、基質シッフ塩基のコンフォメーショ
ンにより一義的に決定されることを明ら
かにした。 

⑥ TPQに隣接する Asn381 の変異型酵素を作
成してその性質を調べることにより、
Asn381の側鎖の立体的大きさと電子的性
質により，触媒過程において TPQ を反応
の進行に有利なコンフォメーションに保
つと推定した。 

⑦ ハロゲンイオンによる阻害機構を解析し、
同イオンは Cu2+に配位して TPQsq/Cu

1+と
TPQred/Cu

2+の平衡をTPQred/Cu
2+側にシフト

させるため、TPQsq形成量を低下させるこ
とを明らかにした。 

 

(2) キノヘムプロテイン・アミン脱水素酵素
の補酵素生成機構の解析 
① 本酵素サブユニット遺伝子を含むオペ

ロンの第２番目にコードされる鉄-硫黄
タンパク質（ORF2 タンパク質）が-サ
ブユニットの翻訳後修飾（分子内チオエ
ーテル架橋構造の形成）に必須の役割を
果たしていることを明らかにした。また、
このタンパク質が欠損すると-サブユ
ニットは全く翻訳後修飾を受けないこ
とが判明した。 

② 翻訳直後のγ-サブユニットには成熟型
酵素には見られないリーダー配列が存
在し、恐らくチオエーテル架橋構造の形
成反応においてプライマーとして必須
の役割を担うことが示唆された。 

③ オペロンの第５番目にコードされるサ
チライシン様タンパク質（ORF5 タンパク
質）は、γ-サブユニットのリーダー配列
の切断を行う特異的プロテアーゼであ
ることを明らかにした（図３）。 

 

 

④ α-サブユニット及びγ-サブユニット内
の多くの部位に変異導入を行い、キノン
型補酵素形成への影響を中心に解析を
進めた結果、α-サブユニット中のヘム結
合に関わるアミノ酸残基に変異を導入
するとCTQが形成されないことが判明し
た。 

 

 

 

図１．TPQ-基質シッフ塩基中間体の立体
構造（上）とプロトン引抜き過程の立体
選択性に関わる電子軌道（LUMO）（下） 

図２．銅アミン酸化酵素における
LTQ の形成 

図３．QHNDH の生合成に必須の役割を担う
ORF2 タンパク質と ORF5 タンパク質 
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