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研究成果の概要（和文）：　我々は、伊豆温泉で発見された好熱菌Thermus thermophilusのグルタミン酸脱水素
酵素GDHがアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼのホモログAPRThとヘテロ複合体を形成していることを発
見し、さらにこの複合体がロイシンやアデノシン一リン酸AMPによる活性化を受けることを明らかにした。これ
まで哺乳類以外の生物由来のGDHにアロステリック調節は存在しないと考えられてきたが、本研究は哺乳類以外
の生物由来のGDHにも類似した活性調節が存在することを初めて示した。今後多くの生物におけるGDH調節の研究
が行われ、それらが複雑なヒトGDHの調節機構の解明に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）： We found that glutamate dehydrogenase (GDH) from Thermus thermophilus 
interacted with a homolog of adenine phosphoribosyltransferase (APRTh). The GDH/APRTh complex was 
subject to allosteric activation by leucine and AMP. So far, only GDHs from mammalian have been 
thought to be subject to complicated allosteric regulation. We, however, found that such a 
complicated regulation of GDH from the organism except for mammalian. This result would lead the 
research of GDH regulation from various organisms and they would contribute the elucidation of 
complicated regulatory mechanism of human GDH, which is involved in the important cell homeostasis.

研究分野：応用生物化学
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ック調節　タンパク質間相互作用　結晶構造解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 アミノ酸はタンパク質を構成する栄養素
として重要であるが、近年、様々なアミノ酸
が代謝調節因子として重要な機能を持つこ
とが明らかとなりつつあり、注目を集めてい
る。分岐鎖アミノ酸であるロイシンはヒトに
おいてグルタミン酸脱水素酵素 GDHのアロ
ステリックな活性化を介したインスリン分
泌や、シグナル伝達因子mTOR (mammalian 
Target of Rapamycin)を介したタンパク質合
成の促進などを行うことによる代謝調節に
関わること等が明らかになっている。このよ
うなアミノ酸の効果に関する分子機構を解
明し、人々の健康な生活を支える科学的基盤
を構築することが近年期待されている。しか
しロイシンの作用については調節機構に関
与する因子の数が多いうえに制御ネットワ
ークが複雑であることから、その全貌を詳細
に解明することは容易ではない。 
 一方、バクテリアにおいても様々なアミノ
酸がそれら自身の合成・分解の調節のみなら
ず代謝調節のシグナル分子として機能する
報告がある。バクテリアは比較的代謝がシン
プルであるためアミノ酸作用機構の全体像
を理解するのに適した材料であると考えら
れた。また、その成果は、代謝工学・物質生
産の効率化に応用できることが期待された。
私は研究開始時、高度好熱菌 Thermus 
thermophilus において炭素-窒素代謝の中枢
に位置するGDH (TtGDH)がバクテリアとし
ては初めてロイシンによるアロステリック
活性化を受けることを見出し、さらに結晶構
造解析によりその構造基盤を明らかにして
いた。また、GDH と相互作用するタンパク
質が存在することを示唆するデータを得て
おり、GDH がロイシンとは別の分子により
アロステリック調節を受ける可能性が示唆
されていた。 
 
２．研究の目的 
 ヒト GDHのアロステリック調節は膵臓に
おけるインスリン分泌や肝臓におけるアン
モニア代謝を調節に関わることが示されて
おり、GDHの調節異常を引き起こす変異は、
先天性高インスリン/高アンモニア血症の原
因であると考えらえれている。このように
GDH が適切に調節されることは代謝恒常性
の維持に重要である。ヒトを始めとした哺乳
類の GDHはアンテナヘリックスと呼ばれる
50アミノ酸程度の長さの挿入配列を持ち、こ
れがアロステリック調節に不可欠であるこ
とが示されている。一方、バクテリアの GDH
はアンテナヘリックスを持たないことから
アロステリック調節は存在しないと考えら
れてきた。しかし、私は、TtGDHがヒト GDH
と同様にロイシンによって活性化を受ける
ことを明らかにし、さらに結晶構造解析によ
りサブユニット間領域にロイシンが結合す
ることで活性化を受けることを明らかにし
てきた。興味深いことに、ロイシン結合サイ

トを構成する主要なアミノ酸残基はヒトや
ウシなど哺乳類由来の GDHで保存されてお
り、ヒト GDH2の変異酵素の解析によりヒト
においても同様のサイトにロイシンが結合
することによって活性化を受けることを示
してきた。このようにヒトとは全く異なるバ
クテリアにおいても類似した GDHのアロス
テリック調節が存在することが示され、代謝
調節における重要性に興味が持たれた。その
ような解析を行う過程で私はプルダウンア
ッセイを用いたスクリーニングにより
TtGDH がプリンサルベージ経路のアデニン
ホスホリボシルトランスフェラーゼ APRT
のホモログ(APRTh)と相互作用することを
見出した。GDHと APRTの間の機能的相関
はこれまでに知られておらず、本研究ではこ
の複合体の機能解析を進めることを目的と
した。 
他方、バクテリアの GDHとしては、グル
タミン酸の工業生産に利用されている
Corynebacterium glutamicum の GDH 
(CgGDH)が有名である。CgGDHは非常に高
いグルタミン酸合成活性を有し、グルタミン
酸発酵の成立に不可欠であることからその
鍵酵素の一つであると考えられているが、
CgGDHがどうしてそのような高活性を持つ
のかについてはよくわかっていなかった。そ
こで私は CgGDHの高活性化機構・調節機構
を探る目的でその結晶構造解析を行った。 
 また、私はこれまでに T. thermophilusに
おけるアミノ酸センサータンパク質を探
索 ・ 機 能 解 析 を 行 う 目 的 で SraA 
(Stand-alone RAM domain)タンパク質に注
目してきた。SraA はその名の通り RAM 
domain のみから構成されるタンパク質であ
り。RAM ドメインはアミノ酸結合ドメイン
として知られているが、通常ヘリックスター
ンヘリックス型の DNA 結合ドメインと融合
し、転写調節因子として働く。このことから
SraA も他のタンパク質と相互作用し、機能
を有すると予想された。プルダウンアッセイ
の結果、予想外にトリプトファン生合成経路
のアントラニル酸ホスホリボシルトランス
フェラーゼ AnPRTとアノテーションされる
TTC1249 と相互作用することを見出した。
この複合体の活性を測定した結果、SraA 存
在下でトリプトファンにより AnRPTの活性
が阻害されることを示していた。RAM ドメ
インによって酵素活性が調節されることを
示したのはこれが初めての例である。本研究
では、私はこの阻害の T. thermophilusのト
リプトファン生合成の調節における意義を
調べることにした。 
 
３．研究の方法 
（１）GDH∙APRT複合体の機能解析 
①APRTの活性測定 
ARPTはアデニンとホスホリボシルピロリン
酸(PRPP)を結合させ、AMP とピロリン酸
PPiを生成する酵素である。APRT活性は生



成したPPiをピロリン酸試薬を用いて検出す
ることで測定した。基質候補としてはアデニ
ン、グアニン、ヒポキサンチン、キサンチン
を試した。酵素は APRTh または APRT 
(TTC1250)を用いた。 
 
②GDHの活性測定 
GDHは 2-オキソグルタル酸とアンモニウム
イオンを NADH を用いてグルタミン酸を生
成する反応（グルタミン酸合成反応）とその
逆反応（グルタミン酸分解反応）を触媒する
酵素である。GDH 活性は NADH が NAD+

に変換されたときの 340 nmの吸収の減少ま
たは NAD+が NADH に変換されたときの吸
収の増加を経時的に観察することで測定し
た。酵素は GDHまたは GDH∙APRTを用い
た。エフェクターとして、AMP を含むヌク
レオチド化合物、ロイシン等を添加した。 
 
③aprth 遺伝子破壊株、高発現株の表現型解
析 
 定法に従って T. thermophilusの野生株を
aprth 遺伝子破壊または高発現用プラスミド
を用いて形質転換し、薬剤耐性マーカーを利
用することによって各遺伝子組換え株を得
た。野生株及び aprth 遺伝子破壊株、aprth
高発現株を栄養培地にて前培養し、洗浄後、
最小培地に植菌し、生育を観察した。 
 
④APRTh, APRT, GDH∙APRThの構造解析 
 GDH∙APRTh 複合体の四次構造を決定す
るためにゲルろ過クロマトグラフィーを用
い、分子量測定を行った。また、ARPTh が
GdhA, GdhB どちらのサブユニットに結合
しているのか調べるために GdhA∙APRTh, 
GdhB∙APRTh についても同様の解析を行っ
た。 
 APRTh における AMP の認識機構を明ら
かにするため結晶構造解析を行うことにし
た。精製した APRThを用い AMP存在下、
非存在下で千条件以上の結晶化条件スクリ
ー ニ ン グ を 行 っ た 。 ま た 、 APRT 、
GDH∙APRTh に関しても対応する基質また
は基質アナログの存在下、非存在下で結晶化
条件スクリーニングを行った。 
 
（２）CgGDHの機能構造解析 
①CgGDHの結晶構造解析 
大腸菌を用いてCgGDHの組換えタンパク
質を大量発現させ、Ni2+アフィニティー精製
後、ゲルろ過クロマトグラフィーを行うこと
によって単一になるまで精製した。これを濃
縮し結晶化用サンプルとし、基質存在下、非
存在下で数百条件の結晶化スクリーニング
を行った。 
 
②CgGDHの活性測定 

TtGDH の活性測定と同様の方法で行った。
測定温度は 30度とした。 
 

③CgGDHの部位特異的変異体の解析 
 CgGDHを発現させるためのプラスミドを
鋳型として、市販のキットを用いて部位特異
的変異を導入した。このプラスミドを用いて
大腸菌を形質転換し、変異酵素の調製を行っ
た。 
 
④CgGDH の分子動力学 (MD)シミュレーシ
ョン 
 MD シミュレーションの鋳型構造として
CgGDH の NADP+, 2-イミノグルタル酸
(2-IG) 複 合 体 の 結 晶 構 造 を 用 い た 。
Simulation 1 では NADP+を NADPH に、
2-IG を 2-オキソグルタル酸に置換した。
Simulation 2 では NADP+を NADPH に、
2-IG を グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換 し た 。
ABMERTOOLS version 1.5 の LEaP 
module を用いてタンパク質から最低 10 Å 
以内に水分子を置き、静電的に中性にするた
めに Na+イオンを置いた。 
 それぞれの Simulation につき 2 回の MD 
runが GROMACS package version 4.6.5を
用いて行われた。タンパク質、リガンド原子
の最適化を行った後、50 nsの simulationを
行った。 
 
（３）SraAの機能解析 
①アントラニル酸合成酵素 ASの活性測定 
 一般に ASがトリプトファンによるフィー
ドバック阻害を受ける阻害を受けることが
知られているが、T. thermophilusの ASが同
様な阻害を受けるかどうか調べた。AS 活性
は酵素反応によって生成するアントラニル
酸の蛍光を蛍光分光光度計を用いて測定し
た。コリスミ酸、グルタミン酸、マグネシウ
ムイオンを含む反応液に ASを添加し、蛍光
の変化を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）GDH∙APRT複合体の機能解析 
 「２．研究の目的」で述べたプルダウンア
ッセイではGdhAサブユニットにアフィニテ
ィータグを付加したためGdhBサブユニット
との分子量がほぼ等しくなってしまい、
GDH∙APRTh 複合体の形成が確認できなか
った。そこで APRThにアフィニティータグ
を付加したタンパク質を発現する組換え株
を作製し、発現精製した結果、GdhA, GdhB, 
APRThから構成されるGDH∙APRTh複合体
の形成が確認された。これに関して生化学的
解析を行うためには複合体の量が少なかっ
たため、大腸菌を用いて GDH∙APRTh 複合
体を発現させ、十分量の複合体を得た。生化
学的解析の結果、この複合体は GDHよりも
ロイシンによる活性化をより強く受けるこ
とが明らかになった。また、ゲルろ過クロマ
トグラフィーによる分子量測定の結果、この
複合体は４つの GdhBサブユニット、２つの
GdhAサブユニット、２つの APRThサブユ
ニットから構成されることが明らかになっ



た。 
 興味深いことに APRThはそれをコードす
る遺伝子の直上流にもうひとつ APRT をコ
ードする遺伝子が存在し、オペロンを形成し
ている。これらの酵素活性を測定した結果、
APRTは実際にAPRT活性を有している一方
で、APRThは APRT活性や別のプリン基質
に対する活性を示さなかった。このことから
APRTは真に APRTである一方、ARPThは
GDH と相互作用することによって GDH の
活性を調節する因子であると考えられた。
APRThと APRTの活性中心のアミノ酸配列
の比較から APRThは酵素活性は持たないも
のの活性中心ポケットの形状は維持してい
る可能性が考えられた。そこで、プリン塩基
や、プリンヌクレオチドを結合する可能性が
考えられた。エフェクター探索の結果、APRT
の反応産物である AMPにより GDH活性が
上昇することがわかった。さらに、AMP は
ロイシンと協調して相乗的に GDHの活性化
を行うことが示された。 
 これまで TtGDHを含むバクテリア由来の
GDH はアロステリック調節を受けないと考
えられてきたが、これまで述べた通り
TtGDH は複雑な複合体構造をとることによ
って様々なアロステリック調節を受けるこ
とが本研究により初めて明らかになった。ヒ
トGDHはロイシン、ADPによる活性化の他、
GTP, NADH, パルミトイル CoAによるアロ
ステリック調節、サーチュインタンパク質
SIRT4による ADPリボシル化により複雑な
調節を受けることが知られている。ADPは細
胞のエネルギー低下を示すシグナルであり、
これに応答して GDHがインスリン分泌を促
進すると考えられている。AMP もまたエネ
ル ギ ー 低 下 の シ グ ナ ル で あ り 、 T. 
thermophilus ではインスリンは存在しない
が類似したエネルギー応答機構が存在する
のかもしれない。また、APRTh は AMP を
感知するセンサーであると考えられるが、
APRThとオペロンを為す APRTはアデニン
を基質として AMPを生成する酵素である。
このことはプリン塩基の濃度感知・応答機構
の存在を示唆しているのかもしれない。
APRTh 遺伝子破壊株は最小培地において野
生株に比べ、生育遅延を起こすが高発現株で
は回復している。このことから APRThは細
胞の適切な生育に必要であると言える。
APRTh がどのように細胞の最適な生育に寄
与しているか調べることは今後の課題であ
る。 
 これまで哺乳類以外の GDHはアロステリ
ック調節をうけないと考えらえてきたが、本
研究によりバクテリアの GDHも複雑にアロ
ステリック調節を受けることが証明できた。
このことは、他の様々な生物種の GDHでも
類似したアロステリック調節が存在する可
能性を示しており、今後多くの生物種の
GDH の調節機構を研究することで複雑で解
析困難とされるヒト GDHの調節機構の解明

にも寄与するものと期待される。 
 
（２）CgGDHの機能構造解析 
 結晶化条件のスクリーニングの結果、
CgGDHの良質な結晶を得ることに成功し、
2-イミノグルタル酸 (2-IG)、NADP+複合体
の結晶構造決定に成功した。CgGDHは他の
バクテリア GDHと同様にホモ６量体構造を
有していた。そのうち４つは反応中間体、補
酵素を結合した closed form、残りの２つは
基質が結合していない open formであった。
2-イミノグルタル酸のイミノ基は NADP+の
ニコチンアミド環とスタッキングしており、
以前から予想されていた反応機構における
NADPHのヒドリド転移直前のイミノ中間体
構造を捉えたものと考えられた。この結果は、
酵素構造の観点から初めて予想反応機構の
証拠を提示したものと考えられる。 
 この構造を鋳型として MD シミュレーシ
ョンを行うことによって、グルタミン酸合成
反応の高活性化機構の解析を行った。その結
果、初期条件においてグルタミン酸を結合し
た分子は 50 nsの間に closed formから open 
formへと変化し、グルタミン酸を放出してし
まうのに対して、2-オキソグルタル酸を結合
した条件では closed formを維持していた。
CgGDHの酵素反応の動力学的解析において
も実際にグルタミン酸に対するKmが50 mM
と非常に親和性が低いのに対し、2-オキソグ
ルタル酸に対する Kmが 890 Mと非常に親
和性が高い。この違いが、細胞内でもグルタ
ミン酸合成に偏っている原因となっている
ことが原子レベルで実証された。 
 また、TtGDH の解析から別の生物種の
GDH にもアロステリック調節がある可能性
が示されたため、CgGDHでも類似の調節が
あるかどうか調べた。組換え酵素を用いて各
種アミノ酸による活性への影響を調べたが
現在のところ、活性調節は観察されていない。 
 
（３）SraAの機能解析 
 T. thermophilus 由来の AS の組換え酵素
を大腸菌を用いて調製し、その活性を測定し
た。その結果、10 Mのトリプトファンによ
り活性が 1%程度まで阻害されることがわか
った。AnRPT∙SraA が 100 M のトリプト
ファンで 50%程度まで阻害されることと比
べるとASの阻害は T. therrmophilusにおい
てトリプトファン合成調節の主要な要因で
あることが強く示唆された。一方で、AS の
次の反応を担う AnPRTの調節は通常の条件
ではトリプトファン合成量の調節のおける
寄与は小さい可能性が考えられた。しかし、
トリプトファンによる阻害を受けることが
示されているSalmonella typhimurium由来
の AnPRTではトリプトファンはコリスミ酸
に対し、競合的に阻害することが示されてい
る。このことは、コリスミ酸濃度が高いとき
に AnRPTの阻害が効果を発揮することを示
しているのかもしれない。また、AnRPT の



もう一つの基質は核酸生合成の鍵化合物の
ひとつである PRPP であることから、SraA
によるAnRPTの活性調節は PRPPの不必要
な消費を抑えるためにある可能性も考えら
れた。 
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