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研究成果の概要（和文）：キノヘムプロテイン・アミン脱水素酵素の生合成に関わるFAD 含有モノオキシゲナー
ゼQhpG の反応機構と立体構造を解析し、ペプチド環状化などペプチド工学としてのツールとしての可能性を示
すことを目的とした。解析の結果、試験管内反応系の構築に成功するとともに、質量分析によって反応生成物を
明らかにした。他の修飾酵素との複合体形成が反応の進行に重要であった。さらに、X線結晶構造解析にも成功
して、ペプチド上の特定のTrp 残基を認識し、酸化修飾する機構の詳細についても解明することができた。

研究成果の概要（英文）：We have studied the reaction mechanism and X-ray crystal structure of 
FAD-dependent monooxygenase QhpG that is involved in the cofactor biogenesis of bactral 
quinohemoprotein amine dehydrogenase. Our final aim is application of QhpG for a novel tool for 
peptide engineering. In vitro reaction system for QhpG provided the important information for the 
chemical structure of the QhpG reaction product. On the basis of X-ray crystal structure of QhpG, we
 have elucidated the QhpG reaction mechanism including the recognition of the specific Trp residue 
on the substrate peptide.

研究分野：酵素反応科学、構造生物学
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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 
高等動物から細菌にいたるまで、生物は
様々な生理活性あるいは機能性を有する低
分子ペプチドを生産している。リボゾーム・
非リボゾーム生合成系によって作り出され
た低分子ペプチドの多くは、各種官能基の付
加や架橋化など様々な修飾を受け、その多く
は、ペプチドの構造形成、標的への結合能、
抗菌性、および触媒能などの機能発現に必須
である(Science 2004,303,1805)。これまでに研
究代表者らは、アミノ酸残基の翻訳後修飾に
よりペプチド上に作り出される共有結合型
補酵素の形成機構を詳細に解明してきた。そ
の過程で、キノヘムプロテイン・アミン脱水
素酵素（QHNDH）をコードする qhp オペロ
ン(qhpGADCBEFR)に、9 Daペプチド（QhpC, 
QHNDH γ サブユニット）の生合成に関与す
る 3つのペプチド修飾酵素が存在することを
明らかにした。リーダー配列とともに翻訳さ
れた γ サブユニットは、まずラジカル SAM
酵素（QhpD）により３ケ所のチオエーテル結
合で架橋された後、セリンプロテアーゼ
(QhpE)によってリーダー配列が除去される。
さらに、架橋ペプチド上に、QhpG および
QhpA(QHNDH αサブユニット)の作用によっ
て補酵素 cysteine tryptophylquinon (CTQ)が形
成され、γサブユニットは QHNDHの反応中
心となる。同様に前駆体ペプチドから多段階
の修飾を経て生合成される補酵素として、ピ
ロロキノリンキノン（PQQ）も知られている
(Biochemistry 2012, 51, 2265)。興味深いことに、
γ サブユニットや PQQ の生合成系は、
sactipeptide などの抗菌性低分子ペプチド
(Curr. Opin. Chem. Biol. 2013, 17, 605) の生合
成系とも類似していた。これらのペプチド修
飾および補酵素生合成酵素は、同じ祖先から
分子進化してきたのかもしれない。また、ペ
プチド修飾酵素をペプチド改変ツールとし
て利用することも期待されるが、すでに、研
究代表者らは、架橋酵素 QhpDに関して、そ
の架橋形成能を利用し、任意の配列を含む環
状ペプチドを構築すること試みている（挑戦
的萌芽、平成 24〜26年度）。 
 本研究計画では、γ サブユニット修飾酵素
QhpGに着目したい。これまでの解析の結果、
本タンパク質は FAD を補酵素として含有す
る 47 kDa のモノオキシゲナーゼであること
が判明している。架橋形成された γサブユニ
ットを基質として、その Trp残基の側鎖イン
ドール環のおそらく 7位を水酸化し、QHNDH
の CTQ 補酵素を作り出す初発反応を引き起
こすと考えている。先行実験において、実際
に、QhpGを大腸菌で発現させると、FAD複
合体として精製された。CTQに類似した補酵
素としてメチルアミン脱水素酵素の補酵素
tryptophan trypto-phylquinone (TTQ)が知られ
ているが、その生合成の初期反応は、同じよ

うに Trp残基 7位の水酸化であることが判明
している(Curr. Opin. Chem. Biol. 2009, 13, 
469)。ただ、その反応を触媒する酵素が、長
年の間の探索によっても全く見つかってい
ない。また、ごく最近、日本およびスペイン
の研究グループが独立して、海洋性細菌に由
来した Lysオキシダーゼ（LodA）の活性中心
に補酵素 CTQ が存在することを見出した(J. 
Biochem., 2013, 154, 233; Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 2014, 98, 2981)。QHNDHとドメイ
ン構成やアミノ酸配列において全く相同性
がないにもかかわらず、どのように CTQ が
生合成されているのか興味が持たれている。
これまでにLodAと隣接する FAD酵素である
LodB が関与することが判明していが、その
詳細も依然として不明である。 
 
２．研究の目的 
キノヘムプロテイン・アミン脱水素酵素
（QHNDH）の生合成を制御するqhp オペロン
は、酵素サブユニット以外にもFAD 含有モノ
オキシゲナーゼをコードするqhpG 遺伝子を
含んでいる。QhpG タンパク質は、QHNDH の
低分子量γサブユニットにおいて、Trp 残基側
鎖インドール環を特異的に水酸化し、キノン
補酵素形成の初発反応を引き起こす可能性が
ある。本研究では、この新規なペプチド修飾
酵素について、詳細な反応機能解明を行う。
反応開始時の電子伝達機構について解明した
い。本酵素は、環状化を引き起こすペプチド
修飾ツールとして応用できる可能性があり、
ペプチド上の特定のTrp 残基を認識する機構
の詳細についても、基質複合体モデル構造を
もとに理解したい。 
 
３．研究の方法 
まず今後の解析の基盤となる①試験管内
反応系の構築と②基質フリーの状態の結晶
構造解析を優先的に行う。その後構築した試
験管内反応系を用いて、詳細な反応機構の解
明を行う。また、X線結晶構造解析による構
造情報をもとに基質ペプチドの認識機構を
解明し、結合部位への変異導入によって配列
特異性の改変を試みる。これまでに
Pseudomonas putida QhpG (PpuQhpG)の大腸
菌発現系を構築している。 N 末端に
(His)6-TEVプロテアーゼ切断配列が付加して
あり、ニッケルキレートカラムによる精製の
後、TEVプロテアーゼによって付加配列を除
去している。さらに、予備的な結晶化スクリ
ーニングの結果、PpuQhpGの微小な板状単結
晶を得ており、X 線回折の結果、2.7 Å分解
能のデータセットを得ている。これらの先行
実験の成果を出発点として、研究を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 架橋形成 QhpCの調製 
PpuQhpG の基質となりうる架橋された

PpuQhpC を調製した。これまでは P. 
denitirificans由来のQhpDおよびQhpCにおい



て、架橋の形成を行なってきたので、その方
法を Ps. putida QhpDとQhpCにも当てはめた。
しかしながら、同様の反応条件では、一部は
３ヶ所の架橋が形成されるものの不完全で
あった。様々な反応条件を検討した結果、Ppu 
QhpG存在下においては、QhpDによる架橋形
成が効率的に起きることが判明した。なお、
P. denitirificans QhpD/QhpCにおける架橋形成
は、QhpG に依存しないので、この QhpG に
よる架橋形成の促進効果は、由来する細菌種
に依存するものと考えられた。 
 
(2) 試験管内反応系の構築 
 ジチオナイト還元による反応は、single 
turnover である上、嫌気条件下で酸素を徐々
に加えていく必要があり、反応機構の解析に
は不向きである。そこで、共役して電子伝達
を行うシステムを構築する。具体的には、シ
トクロム b5還元酵素、NADH、およびフェノ
サフラニンなどの電子伝達色素を加え、還元
された色素を介して、大気条件下でも
PpuQhpG の FAD が連続的に還元されるよう
にした。実際の FAD 還元反応は、FAD 由来
の可視吸収が消失することによって明らか
であった。 
 次に全長の QhpCにも基質となるペプチド
について検討した。その結果、先行実験で
QhpCのCTQ形成部位の部分配列ペプチドを
用いて、酸化修飾反応が起きたと考えていた
が、MS/MS解析の結果、修飾部位が Trp43残
基ではないことが判明した。さらに、前出の
FAD 還元系では酸化修飾反応が起こらない
ことがわかった。そこで、再度、全長架橋
QhpC を用いて、何らかの修飾反応が起きな
いかどうか解析した。その結果、PpuQhpGお
よび還元系存在下においても、質量変化はな
く何にも修飾反応が起きていないことが判

明した。そこで、何らかの添加物（金属イオ
ンなどを含む）の必要性の有無など各種の反
応条件を検討した。その結果、PpuQhpDが共
存すると、還元系存在下で、PpuQhpGによる
修飾反応がおきることが判明した。反応産物
をAsp-Nプロテアーゼで消化後、MALDI-TOF
質量分析装置で解析した結果、CTQに変換さ
れる領域を含むペプチドに+32 の質量増加が
あり、２原子の酸素の導入があるものと考え
られた(Fig. 1)。さらに、MS/MS解析の結果、
Trp43 を含むチオエーテル架橋ループ内に修
飾部位があることが判明した。少なくとも、
酸化を受けやすい Met 残基ではなく、Trp43
が２箇所の水酸化を受けている可能性が示
唆された。 
 
(3)QhpC-QhpD-QhpG間の相互作用の解析 
(1)および(2)の結果は、QhpC-QhpD-QhpG間
で何らかの相互作用があり、溶液中で複合体
を形成している可能性を示唆している。そこ
で、そのことを調べるために、Native電気泳
動において、相互作用の有無を解析した。そ
の結果、架橋 QhpC-QhpG、未架橋 QhpC-QhpG
間、さらには、架橋 QhpC-QhpD-QhpGの三者
間でも相互作用があることがわかった。すな
わち、QhpC-QhpD-QhpGが翻訳後に三者複合
体を形成し、それによって、QhpD による架
橋形成と QhpGによる Trp43の修飾反応が起
きることがわかった。 
 
(4)結晶構造解析 
 先行実験で調製された PpuQhpG 結晶は、
微細な板状結晶であり、まず、その結晶化条
件の最適化を試みた。しかしながら、引き続
き、沈殿しやすさ、結晶形成にかかる期間が
6 ヶ月かかるなど難航した。そこで、最適化
は一旦断念し、位相決定を先行させることに
した。ただ、SeMet 標識はタンパク質の発現
量が大幅に低下したため、重原子ソーキング
による位相決定を試みた。各種の重原子化合
物をスクリーニングした結果、5 mM carbon 
tetra (acetoxymercuride)を含むクライオ溶液
によってソーキングしたとき、結晶の回折デ
ータを精査したところ、差パターソンマップ
上で、重原子ピークを見出した。最終的に
SIRAS法によって、位相を決定することがで
きた。得られた初期位相をもとに、
tryptophylquinoe cofactorの生合成に関与する
FAD 依存性oxygenaseとして初めての立体構
造を決定することに成功した(Fig. 2)。 
全体構造は、N 末端側大ドメインと C 末端
側小ドメインから構成されており、Flexible 
linker によって連結されていた。N 末端側大
ドメインとC末端側小ドメインの間にもう一
方の小ドメインが入り込み、二量体が形成さ
れていた。N末端側大ドメインは FAD結合触Fig. 1. QhpG 反応物の質量分

析 



媒 ド メ イ ン で あ り 、 FAD-dependent 
monooxygenase およびハロゲナーゼと構造的
に高い相同性を示した。触媒ドメインは
Rossmann foldを含み、FADは２つの lobeの
間に結合していた。触媒ドメインと小ドメイ
ン囲まれた内側に、プラスにチャージし保存
性が高い領域があり、基質となる QhpCの結
合部位であると考えられた。そこに QhpCを
結合させたモデルを構築すると、FAD近傍に
Trp43が位置することがわかった。すなわち、
QhpGの反応機構は、FADと Trp43との間の
直接的な反応によるものであると考えられ
た。相同性が高いハロゲナーゼのように、反
応性の分子が生成し、それが基質と反応する
ような機構ではなかった。すなわち、他の
FAD依存性モノオキシゲナーゼと同様に、還
元型 FAD が酸素分子と反応して形成される
C4a-hydroperoxy-FAD から、酸素原子が転
移して Trp43側鎖インドール環の水酸化反応
が起きることが推定された。おそらく、6,7
位二重水酸化は同じ反応を繰り返されてい
るために起きていると推定される。 
こ の よ う に 推 定 さ れ た 反 応 機 構 と

QhpC/QhpG結合モデルを確かめるために、複
数の変異型 QhpGを作成して QhpCとの相互
作用ならびに水酸化活性を調べた。その結果、
分子表面の正電荷を消失させると、QhpC の
結合性が減少した。さらに FAD近傍で QhpC
の結合に重要と考えられた残基を変異させ
ると、QhpG の活性が消失した。以上の結果
は、結合モデルと予測している反応機構を裏
付けるものであった。 
 
(5)推定される CTQ形成機構 
 反応生成物の質量分析の結果から、補酵素
CTQの形成は、まず QhpDによって架橋され

た QhpCが QhpGによって、CTQ前駆体であ
る Trp43のインドール環を二水酸化する（6,7-
水酸化）。さらに、そのまま QhpEによってリ
ーダーペプチドが切断され、ペリプラズムに
輸送される。最終的に、ヘムを含有する QhpA
あるいは自発的な酸化によって Trp43 と
Cys37が架橋、6,7-水酸化インドール環が酸化
されることによるものと推測された。 
 
(6) 水酸化 Trp含有 QhpCの環状化・CTQ形
成実験 
 QhpG による生成物である 6,7-水酸化 Trp
含有 QhpCを用いて、環状化実験を行った。
想定されるペリプラズムの環境である酸化
的条件を作り出すため、大気下で酸化剤とし
てフェリシアン化カリウムを添加した。各種
の条件を検討したが、環状化・CTQ 形成は、
質量分析やキノン染色などでは観測されな
かった。おそらく、酸化剤ではなく QhpAと
の結合およびヘムを介した酸化が、CTQ形成
に重要であるものと考えられた。また、QhpC
の QhpGからの完全な解離も反応に必要な可
能性が高いことが考えられた。 
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