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研究成果の概要： 
ラジカル酵素は、生体内においてラジカルの高い反応性を制御しつつ利用することで化学的に困
難な反応を触媒する。本研究では、Ｂ12関与酵素および他のラジカル酵素の結晶構造を解析し、
各種の方法論を駆使して精密触媒機構を解明した。また、Ｂ12関与ラジカル酵素の再活性化蛋白
質の結晶構造を解析し、それらの精密作用機作を明らかにした。さらに、両者の共発現により、
ラジカル酵素の不安定性が克服でき、有用物質生産に有効であることを示した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 6,500,000 0 6,500,000 

2006 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2007 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2008 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度  

総 計 11,400,000 960,000 12,360,000 

 
研究分野：生化学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：(1)ラジカル酵素、(2)B12補酵素、(3)ジオールデヒドラターゼ、(4)グリセロール
デヒドラターゼ、(5)再活性化因子、(6)分子シャペロン、 (7)超分子複合体、(8)立体構造 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 ラジカルは高い反応性をもち、有機化学で
は制御困難な化学種とされているが、ある種
の蛋白質は化学的に困難な反応を触媒する
のにラジカルの高い反応性を利用している。
これらはラジカル酵素と呼ばれ、種々の代謝
や光合成、ＤＮＡ修復など重要な生体機能に
関与している。酵素科学の分野でこれまでに
確立されてきた酵素触媒の化学機構の概念
は、基本的に極性機構で触媒する酵素のため
のものであり、ラジカル酵素のように非極性
機構で触媒する酵素の反応機構の理解には
新しい機構概念が必要である。本申請者は、
ビタミンＢ12 補酵素関与の酵素が最も早く
発見された代表的なラジカル酵素であるこ
とに着目し、その反応機構の研究を徹底的に
進めることで、ラジカル酵素一般に通用する
触媒原理を解明しようとしてきた。 

２．研究の目的 
 
 本研究では、研究対象をラジカル酵素一般
に広げて、新規ラジカル酵素を探索し、それ
らの立体構造を解析するとともに、生化学、
分子生物学、有機化学、生物物理学等の強力
な方法論を駆使して、化学の言葉による精密
反応機構の解明を目指す。これにより、本申
請者が提唱している酵素的ラジカル触媒と
いう概念を検証し、教科書的な触媒原理とし
て定着するよう一般化をはかる。さらに、こ
れらのラジカル酵素に専属の活性化蛋白質
が備わっているかどうかを検索し、もしあれ
ば、それらの立体構造を解析し、活性化の精
密な分子機構を解明する。すでに発見したＢ
12 酵素の再活性化因子については、酵素の再
活性化に関わる新しい型の分子シャペロン
なので、分子シャペロンの概念の拡張をはか
る。これらの研究により、酵素・蛋白質が反
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応性の高いラジカルを生成し、制御しつつ触
媒に利用し、副反応により消滅したときはこ
れを再生する仕組みを立体構造に基づいて
明らかにする。本研究では、ラジカル酵素が
一般に酸素に不安定で不活性化され易いた
め、ラジカル酵素の前駆体および活性化蛋白
質の両者をそれぞれ安定な蛋白質として発
現・精製した後、ラジカル酵素を活性型に変
換して研究するという独創的な戦略をとる。
この新しい切り口からの研究により、生物の
未知の反応機能を開発し、ラジカル酵素の物
質生産等への応用にも途を拓きたい。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) ラジカル酵素とその活性化蛋白質の
探索と遺伝子解析および高発現 
 ラジカル酵素を演繹的手法により探索す
る。具体的には、これまでに知られているラ
ジカル酵素の触媒する反応および有機化学
におけるラジカルの反応とメタボリックマ
ップとを参考にして、ラジカル反応によらな
ければ資化し得ないと想定される化合物を
考案する。これを炭素源あるいは窒素源とし
て生育する微生物は、これを分解するラジカ
ル酵素をもつ可能性が高いと考えて自然界
から単離し、その化合物の代謝経路を解明す
ることにより、新規ラジカル酵素を発見する
という新しい戦略をとる。この戦略により、
一部の新規酵素はすでに発見済みである。新
規ラジカル酵素をゲノム情報を利用して探
索する方法もとる。活性な状態のラジカル酵
素は一般に、ビラジカルである酸素分子と反
応して酵素活性を失い易い。一方、ラジカル
酵素はそれぞれに固有の活性化蛋白質因子
をもつことが、我々のＢ12酵素に関する研究
成果および文献調査の結果から強く示唆さ
れる。これまでの経験や文献調査の結果から
考えると、ラジカル酵素の遺伝子は活性化蛋
白質の遺伝子と近接して存在していること
が多いので、両遺伝子を含む DNA 断片を一挙
にゲノム DNAライブラリーからクローン化し、
解析するという方法をとる。その後、ラジカ
ル酵素を不活性な前駆体酵素として高発現
させ、大量精製することで、不安定性の問題
を解決する。 
 
 (2) ラジカル酵素の結晶化とＸ線構造解
析および精密反応機構の解明 
 不活性な前駆体として精製した新規ラジ
カル酵素の結晶化条件を検討する。この際、
反応機構に関する情報を得るため、基質や補
酵素等が結合したリガンド結合型や変異型
酵素の結晶化と構造解析を重視する。 
 ラジカル酵素は酸素分子に不安定なもの
が多いが、Ｂ12 補酵素関与ラジカル酵素は不
活性な補酵素アナログとの複合体として、新
規ラジカル酵素であるピルビン酸ギ酸リア
ーゼ関連酵素 PflD は触媒活性のない前駆体
酵素としてそれぞれ結晶化し、Ｘ線構造解析
によりそれらの立体構造を解明する。 
 得られる立体構造に基づき、化学の知識を
総動員して精密反応機構を推定する。ラジカ
ルに関して最も重要な情報を与える電子ス
ピン共鳴（ESR）やその他の分光学的測定お
よびストップトフロー法のような生物物理
学的測定法、さらには部位特異的変異の導入
により、活性部位残基の推定機能の妥当性を
確かめる。これまでのＢ12 酵素の研究結果と、

本研究で得られる成果とを総合して、ラジカ
ル酵素に共通する一般的な触媒原理を確立
する。 
 
 (3) (再)活性化蛋白質の結晶化とＸ線構
造解析および精密作用機作の解明 
 活性化蛋白質の遺伝子を高発現させ、組み
換え体蛋白質を簡便かつ大量に精製する方
法を確立する。また、活性化蛋白質の結晶化
条件を検討する。活性化蛋白質の作用機作に
関する情報を得るため、リガンド結合型やラ
ジカル酵素との複合体の X線構造解析による
立体構造解析を試みる。活性化蛋白質の安定
性は予測できないが、Ｂ12酵素の分子シャペ
ロン様再活性化因子の場合は十分に安定で
ある。ATP 結合型と ADP 結合型の構造解析が
できれば、再活性化機構の解明に極めて重要
な知見となる。ATP はこの蛋白質により加水
分解されてしまうので、加水分解抵抗性の
ATP アナログを用いる。 
 活性化蛋白質は直接的または間接的にラ
ジカルを酵素蛋白質に導入する蛋白質であ
ると考えられる。ラジカル酵素の活性化の本
質を生化学および生物物理学的測定法によ
り解明する。また、それらの立体構造とラジ
カル酵素の立体構造とに基づき、活性化の精
密分子機構を推定する。さらに、活性化蛋白
質およびラジカル酵素の双方に部位特異的
変異を導入することにより、推定した活性化
蛋白質の作用機作の妥当性を検証する。精製
した活性化蛋白質と精製したラジカル酵素
前駆体との反応により、酵素を活性化して活
性を測定する。 
 
 (4) ラジカル酵素および活性化蛋白質の
有用物質生産への応用 
 ラジカル酵素および活性化蛋白質の共発
現により、ラジカル酵素の不安定性を克服で
きる系を確立し、ラジカル酵素系を実際に物
質生産等に応用するための基礎研究を行う。
当研究室で最も研究が進んでいるＢ12補酵
素関与ジオールデヒドラターゼ、グリセロー
ルデヒドラターゼについては、不活性化され
たホロ酵素の再活性化に関わる分子シャペ
ロン様再活性化因子を共発現することによ
り、すでに不安定性を克服できているので、
トリメチレングリコールの酵素法による工
業的生産のための基礎的検討を行う。この物
質は、ナイロンとテトロンの長所を合わせも
つ“夢の繊維”として期待されているポリト
リメチレンテレフタレートのモノマー原料
の１つである。 
 
４．研究成果 
 
 研究の主な成果は以下の通りである。 
 
 (1) 立体構造解析に基づく活性部位の精
密機能解析 
 ① ジオールデヒドラターゼの活性部位残
基の機能解析 
 ジオールデヒドラターゼの活性部位アミ
ノ酸残基を１つずつ Ala に置換し、触媒機能
に対する影響を調べた。その結果、Glu170、
Asp335、His143 が触媒機能に必須の残基であ
ることが分かった。これらの残基は基質や中
間体の結合に関与し、また、Glu170 は C1 上
の水酸基のプロトンを受容することにより、
C2 から C1 への水酸基転移における遷移状態



 

 

を安定化することが示唆された。 
 ② AdoCbl 関与ジオールデヒドラターゼの
His143 残基の機能解析 
 本酵素の His143残基は活性部位に存在し、
基質の 2 位水酸基と水素結合して存在する。
この残基を他のアミノ酸残基に置換して、変
異型酵素の触媒機能を調べた結果、His143 は
触媒機能に必須であるばかりでなく、ラジカ
ル中間体の副反応防止にも重要であること
が分かった。基質の 2位水酸基が His143 と
水素結合することで、C2から C1 への水酸基
転移における遷移状態が安定化されること
が、重水素同位体効果の測定により初めて実
験的に示された。 
 ③ B12 補酵素結合部位におけるアデニン
アンカーとイオン対の役割 
 ジオールデヒドラターゼ-アデニニルペン
チル B12 複合体の立体構造から、B12 補酵素
は活性部位においてアデニン N3と Ser224 の
水酸基が水素結合し、リン酸基が Lys135 の
プロトン化したアミノ基とイオン対を形成
して結合していることが示された。酵素のこ
れらの残基を他のアミノ酸残基に置換して、
変異型酵素の触媒機能を調べた結果、Ser224
は Co-C 結合の開裂と不活性化の防止に、
Lys135 の正電荷は補酵素の結合に重要であ
ることが明らかになった。 
 
 (2) 酵素の溶解性など物性の改変 
 ① ハイブリッドデヒドラターゼの構築と
酵素化学的性質 
 ジオールデヒドラターゼおよび類似酵素
であるグリセロールデヒドラターゼは共に
(αβγ)2 の分子構造をとる。そこで、これ
らを種々の組み合わせで含むハイブリッド
酵素を作成した結果、基質特異性や１価陽イ
オン特異性などの性質はαサブユニットに
より決定されることが分かった。 
 ② B12 補酵素関与グリセロールデヒドラ
ターゼの低溶解性化 
 ジオールデヒドラターゼとグリセロール
デヒドラターゼは等機能で立体構造も類似
しているが、前者は溶解度が低く、後者は高
い。前者のβサブユニットにのみ存在する N
末端領域約 34 残基と低ホモロジー領域合わ
せて 60 残基、および前者のγサブユニット
にのみ存在する N末端領域約 33 残基とを後
者のβおよびγサブユニットの N末端に融合
すると、低溶解性のグリセロールデヒドラタ
ーゼが得られた。蛋白質の低溶解性化の一般
的な戦略として使える可能性がある。 
 
 (3) 補酵素や基質のアナログを用いた反
応機構の研究 
 ① ホモアデノシルコバラミンを用いた
B12 酵素の活性部位の検索 
 ジオールデヒドラターゼ、エタノールアミ
ンアンモニアリアーゼにおいて、B12 補酵素
のコバルトとリボース部 C5’との間にメチレ
ン鎖を 1個挿入したホモログは１％以下の補
酵素活性を示したが、極めて高い頻度で自殺
不活性化を引き起こした。メチレン鎖を２個
挿入したものは両酵素に対して補酵素活性
を示さず、コバルト-炭素結合の開裂も認め
られなかった。これらは酵素によりコバルト
-炭素結合の開裂を受けるための距離を知る
上でプローブとして有用である。 
 ② ジオールデヒドラターゼの基質アナロ
グによる機構依存的不活性化 

 ジオールデヒドラターゼが 3-不飽和-1,2-
ジオールやチオグリセロールにより機構依
存的に不活性化されることを見出した。前者
の場合は、生成物ラジカルが 5’-デオキシア
デノシンから水素原子を引き抜き返せない
ため、後者の場合は、生成物ラジカルから脱
離反応が起こるため不活性化されることが
示唆された。 
 
 (4) ラジカル酵素反応の理論化学的研究 
 ① B12 関与炭素骨格組み換え反応におけ
る cob(II)alamin の役割の研究 
 密度汎関数法による理論計算で、①協奏的
Co-C 結合ホモリシスにおける遷移状態の構
造、および②cob(II)alamin の存在による水
素引き抜きの遷移状態の安定化の可能性を
検証した。その結果、Co-C 結合の開裂と水素
引き抜きが協奏的に起こる場合、
cob(II)alamin は遷移状態のエネルギー障壁
を 7 kcal/mol 低下させ、単なる傍観者では
なくコンダクターとして働くことが示唆さ
れた。 
 ② ジオールデヒドラターゼの計算化学的
変異によるアミノ酸残基の機能解析 
 理論化学計算の特長を生かして、計算化学
的変異という新しい試みにより、活性部位ア
ミノ酸残基の機能解析と変異型酵素の活性
予測を非経験的に行った。その結果、密度汎
関数法による理論計算からの予測値と遺伝
子工学実験による実測値とがかなりよく一
致したことより、本解析法が将来的には判定
量的に行える可能性が示された。これらの事
実を踏まえて、酵素科学と理論化学の連携に
より酵素研究に新しいパラダイムが生まれ
ることを提唱した。 
 ③ 活性部位金属イオンの妥当性の計算化
学的再評価 
 ジオールデヒドラターゼの結晶構造解析
によれば、活性部位では基質の水酸基がカリ
ウムイオンに配位しているとされている。
QM/MM 法による理論計算で最適化された金属
-リガンド距離の値が、むしろカルシウム-リ
ガンド距離に近いことから、基質が配位して
いる金属イオンはカルシウムであることが
示唆された。 
 
 (5) 再活性化因子の研究 
 ① ジオールデヒドラターゼ再活性化因子
の結晶化と予備的 X線解析 
 ジオールデヒドラターゼの分子シャペロ
ン様再活性化因子を大腸菌で高発現させ、精
製後 ADP 存在下と非存在下で結晶化した。結
晶はよい回折像を与え、空間群と格子定数と
を決定できた。 
 ② ジオールデヒドラターゼ再活性化因子
の立体構造と精密作用機構の解析 
 ジオールデヒドラターゼは生理的な基質
の 1つであるグリセロールによって機構依存
的不活性化を受ける。この不活性化は、副反
応のためにラジカル中間体が消滅する結果、
補酵素の Co-C 結合が不可逆的に開裂し、損
傷を受けたコファクターが酵素から離れな
いために起こる。我々は先にジオールデヒド
ラターゼ再活性化因子を発見し、それが ATP
依存的に損傷コファクターを酵素から解離
させることにより酵素を再活性化すること
を示した。本研究では、この因子の結晶構造
を多波長異常分散法によって初めて解明し、
その構造に基づいて、損傷コファクターを酵



 

 

素から解離させる精密分子機構を明らかに
した。 
 ③ 再活性化因子の特異性の分子的基礎の
解明 
 ジオールデヒドラターゼと類似酵素のグ
リセロールデヒドラターゼおよび両酵素の
再活性化因子の精製蛋白質を用いて調べた
ところ、ジオールデヒドラターゼ再活性化因
子はグリセロールデヒドラターゼを再活性
化できるが、グリセロールデヒドラターゼ再
活性化因子はジオールデヒドラターゼを再
活性化できないという再活性化因子の特異
性は、酵素との複合体形成能によって決定さ
れていることが強く示唆された。これは立体
構造に基づく両者の接触面積の計算結果か
らも支持された。よって、再活性化には安定
な酵素-再活性化因子複合体の形成が不可欠
であると結論できた。 
 ④ メチオニンシンターゼレダクターゼの
分子シャペロン様作用 
 B12 メチオニンシンターゼは、酵素反応中
に超活性種である cob(I)alamin を生成する
ため酸化失活を受け易いが、メチオニンシン
ターゼレダクターゼによって還元的に再活
性化される。この再活性化蛋白質は不安定な
アポ酵素を安定化し、分子シャペロン様の作
用を示した。 
 
 ⑤ 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望 
 本研究により、立体構造を踏まえたＢ12 関
与ラジカル酵素の精密触媒機構が明らかと
なった。我々はこの結論を他のラジカル酵素
にも拡張して、ラジカル触媒（radical 
catalysis）と呼ぶ新しい触媒原理を提唱し
ている。今後はさらに多くのラジカル酵素に
ついてこの触媒原理が一般化できるかどう
かを検証していく必要がある。また、全原子
モデルを用いた理論計算や計算化学的変異
導入が、それぞれ反応機構の研究や活性部位
アミノ酸残基の機能解析において新しくか
つ強力な方法論を提供することが示された。
理論化学との連携は、今後の酵素研究におい
て重要な潮流の１つになると考えられる。さ
らに、不安定なラジカル酵素は専属の（再）
活性化蛋白質と共発現させて用いることに
より不安定性を克服でき、有用物質の生産に
応用できる可能性が示された。ラジカル酵素
は、今後は酵素本体だけではなく（再）活性
化蛋白質や補酵素再生系も含めたシステム
として研究され、物質生産への応用が推進さ
れることが期待される。 
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