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研究成果の概要： 
 
ビルトイン型キノン補酵素を含む銅含有アミン酸化酵素およびキノヘモプロテイン・アミン脱

水素酵素を対象に、X 線結晶解析による反応中間体の構造解析と溶液中の詳細な速度論解析を
組み合わせることによって、その反応メカニズムを解析した。酵素反応を効率的に進行させる

ために、酵素反応におけるプロトントと電子移動が、補酵素と酵素構造の連携によって、精密

に制御されていることがわかった。 
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 直接経費 間接経費 合  計 
2006年度 8,400,000  2,520,000  10,920,000 

2007年度 3,000,000  900,000  3,900,000 

2008年度 3,000,000  900,000  3,900,000 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総  計 14,400,000 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研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：①酵素  ②蛋白質  ③トンネル効果  ④X線結晶解析  ⑤補酵素 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)酵素によって触媒される化学反応は、基
本的に各種のプロトンと電子の移動を伴

う。酵素触媒反応のメカニズムを理解する

ことにおいて、反応過程における両者の移

動の詳細を調べることの重要性はいうま

でもない。これまでに、研究代表者らは、

タンパク質に共有結合し，アミノ酸残基の

ひとつとしてポリペプチド結合中に組み

込まれたペプチド・ビルトイン型キノン補酵

素を含む酵素群を対象に、プロトンと電子の

出入りを含むその反応機構を詳細に解析し

てきた。しかし、補酵素を含む酵素の反応機

構を解明する際には、補酵素自体の反応性と

直接触媒反応に関与する残基に目が向けら

れており、それらを囲むタンパク質構造がど

のように反応場を提供しているのかあまり

注目されていなかった。例えば、酵素の活性
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中心から大きく離れたアミノ酸の変異が

反応効率に大きく影響していることが多

くの酵素において報告されている。このよ

うな知見は、タンパク質構造の活性中心ば

かりでなく、構造全体が酵素反応触媒に重

要であることを端的に示している。 
(2)また、これまで酵素反応に関しては、主
に古典力学の範疇でその触媒機構が論じ
られてきたが、トンネリングなどの量子化
学的効果
により、
その反応
が加速さ
れている
ケースが
いくつか
見つかっ
てきてい
る。すな
わち、酵
素は、反
応物に遷
移状態の
ような高
いエネル
ギー障壁
を越えさせて、化学反応進行させるばかり
でなく、量子化学的効果によって障壁をす
り抜けさせることによって反応進行を可
能にしている(Fig. 1)。一般的に軽い粒子ほ
ど波動性が高く、トンネリング現象によっ
て移動できる粒子の移動距離は長くなる。
例えば、プロトンに比べて電子でははるか
に長い距離を移動することができる。した
がって、量子化学的なプロトントンネリン
グの指標として、プロトンと重水素の場合
の反応速度の比率、同位体効果が用いられ
る。古典論におけるその同位体効果の理論
的限界値は約 8であるが、プロトントンネ
リングが起こる酵素反応においては、80
を越えるような同位体効果さえ報告され
ている。重要な仮説として、タンパク質全
体の熱的なゆらぎがプロトン移動距離を
短縮させ、周囲のアミノ酸残基が作りだす
環境にも影響し、プロトントンネリングの
効率を高めているということが提唱され
ている。 
(3)本研究では、トパキノン (TPQ) 補酵素
を含む Arthrobactor globiformis由来銅含有
アミン酸化酵素(AGAO)とシステイントリ
プトフィルキノン（CTQ）補酵素を含む
Paracoccus denitrificans 由来キノヘモプ
ロテイン・アミン脱水素酵素(QHNDH)を
対象とする。両酵素とも 1級アミンを酸化
し、アルデヒドとアンモニアを生成する酵
素であるが、前者は生じた２電子を酸素分
子に手渡し過酸化水素を生じるのに対し

て、後者は 2電子を直接、電子受容体タンパ
ク質チトクローム c550(cytc550)に受け渡す点
で大きく異なっている。電子移動については、
QHNDHではおおまかに、基質アミンが補酵
素 CTQ と反応し、生じた還元型補酵素から
２電子が２つのヘムを経て、分子外の cytc550
へと転移されると想定されている。タンパク
質分子内の環境によって、この電子の転移速
度が制御されうることが予想されるが、その
詳細は明確ではない。AGAOでは短距離の電
子移動のみが認められる。本研究で着目する
触媒塩基 Asp298によるプロトン引き抜き過
程においては、重水素化アミン基質を用いた
解析から、基質 C1 pro-Sプロトンが 99%以上
立体特異的に引き抜かれることを明らかに
した。興味深いことに、重水素化基質におけ
る同位体効果の違いから判断して、プロトン
引き抜き反応は、基質フェニルエチルアミン
では古典的な遷移状態理論で理解されたが
（同位体効果 約 4）、基質チラミンでは、ト
ンネリング効果が関与していることが予想
された（同位体効果 約 14）。類似した基質で
あるにもかかわらず、なぜ片方の基質でのみ
量子化学的な効果が観測されたのか全く不
明であり、今回の研究を計画する大きなきっ
かけとなった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、これらキノン補酵素含有酵

素における電子転移とプロトン転移に焦点

をしぼり、転移がタンパク質側の構造によっ

てどのように精密に制御されているのか、X
線結晶解析による反応中間体の構造解析と

溶液中の詳細な速度論解析を組み合わせる

ことによって解析することにある。すなわち、

量子化学的効果を中心に酵素の触媒反応の

加速化機構がどのようなキノン補酵素含有

酵素の構造的要因で作り出されているのか

明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
（１）銅含有アミン酸化酵素の調製と反応速
度論的な解析 
①野生型 AGAO は、大腸菌を宿主とした組
換え体発現系において、アポ酵素として大量
発現させた。精製されたアポ酵素は、CuSO4
存在下において一晩透析することによって、
TPQ補酵素を含有する活性型に変換した。基
質ポケットのアミノ酸残基への変異導入は、
QuikChange法によって行った。 
②嫌気的条件下における還元的半反応中の
スペクトル変化の測定は、高速ストップトフ
ロ ー 分 光 光 度 計 SX.17MV （ Applied 
Photophysics）を用いて行った。酵素溶液や基
質水溶液あるいは分光計経路内は、全て予め
嫌気状態にして測定を行った。得られた野生

Fig. 1 トンネリングの概念 



 

 

型及び各変異型酵素の還元的半反応にお
けるスペクトル変化から、グローバルアナ
リシス法により、各反応ステップにおける
反応速度定数を算出した。 
（２）銅含有アミン酸化酵素の反応中間体
立体構造の解明 
  野生型と各変異型酵素の結晶化は微量
透析法により行った。生成した結晶は、X
線結晶回折測定の前に抗凍結剤として
45 %（v/v）のグリセロールを加えた結晶化
バッファーでソーキングし、基質であるフ
ェニルエチルアミンと嫌気性条件下にお
いて反応させた。結晶は約 40 - 60分間の
基質ソーキングの後、液体四フッ化炭素に
て急速凍結した。これらの結晶は、X線結
晶回折測定の前に結晶顕微分光測定を行
った。X線回折測定は 100 Kのクライオス
トリーム中で、X 線波長 0.9 Å、DIP6040
検出器（Bruker-AXS）を用いて SPring 8ビ
ームライン BL44XUで行った。回折データ
の処理とスケーリングは MOSFLM 及び
SCALA をそれぞれ用いた。構造精密化、
電子密度マップの計算、および溶媒分子の
配置は CNS を用いた。また、マニュアル
モデリングには Cootを用いた。 
（３）キノヘモプロテイン・アミン脱水素
酵素の電子伝達の解析 
組換え体 QHNDH の発現は、元々の宿主
菌 P. denitrificannsを用いて行った。広宿
主ベクターpBBBR-322 上にブチルアミン
誘導プロモーターと His-tagが付加された
αサブユニット遺伝子を連結して導入し、
αサブユニット発現ベクターpKO81 を構
築した。αサブユニットに対する変異導入
は、QuikChange法によって行った。この
系で QHNDH を発現させた場合，ペリプ
ラズム画分にはホスト由来の野生型酵素
とα-サブユニット変異型酵素が混在する
ことになる。しかし、α-サブユニット変異
型酵素ではα-サブユニットの N 末端に
Hisタグが存在するため、Niアフィニティ
ーカラムを用いて精製することによって、
α-サブユニット変異型酵素のみを得るこ
とができる。 
 
４．研究成果 
 
(1)銅含有アミン酸化酵素の基質ポケット
変異によるプロトン引き抜き反応への影

響 
①銅含有アミン酸化酵素において、７種類

の基質ポケット変異型酵素を作製し、その

定常状態速度論を行った。基質には、通常

の 2-phenylethylamine(PEA)、tyramine、 

およびO-methyl-tyramineとそれらの重水

素標識化合物を基質として、kcat の比率か

らみかけの同位体効果を調べた。その結果、

Y302V、Y302S、L137V 変異型酵素などにおい

て PEA を基質としたときに、プロトン引き抜

きにおいてプロトントンネリングの可能性

を示す大きな同位体効果があることが判明

した。さらに、トンネリングのメカニズムを

明らかにするため、ストップドフローを用い

た前定常状態解析によって、プロトン引き抜

きの反応のみにおける同位体効果の温度依

存を解析した(Fig. 2)。PEA に対して、同位

体効果は大きく異なるが、周囲の熱振動によ

って促進される Active dynamics によって、

プロトントンネリングが起きていることが

明らかとなった。 

②Active dynamicsによるトンネリングを引

き起こすために、どのような相互作用が必要

なのか構造情報を得るために、X線結晶解析

によってL137Vの基質アナログ結合型の立体

構造を

決定し

た（Fig. 

3）。そ

の結果、

基質シ

ッフ塩

基中間

体のコ

ンフォ

メーシ

ョン変

化に大きな変化が見られ、触媒塩基である

Asp298と引き抜かれるプロトンとの間の距

離が大きく増大していることがわかった。お

そらく、この距離の違いは静的な状態を見て

いるものであり、実際に引き抜かれる状態は

熱的な振動によって、距離が近接するものと

考えられるが、L137Vではプロトンの移動距

離は大きく増大していると考えられる。この

ため、熱的な振動な振動による促進効果は、

Fig. 3. L137Vおよび N381Q変異型
酵素の SSB 中間体構造 

 

Fig. 2. プロトン引き抜き反応の同位体効果の
温度依存 



 

 

野生型酵素に比較してL137Vでは低下して

いることがわかった。 

 
(2) コンフォメーション変化による銅含有
アミン酸化酵素のセミキノンラジカル反

応中間体の形成 
①銅型酵素結晶と Niおよび Co金属置換型

結晶を嫌気条件下、過剰の基質アミンでソ

ーキングし、それらを瞬間凍結した。結晶

の顕微分光スペクトルの解析結果より、銅

型酵素においてはTPQsq反応中間体が形成

され、Ni および Co 金属置換型結晶ではプ

ロダクトシッフ塩基反応中間体が含まれ

ていることが予想された。実際に X線結晶

解析によって構造決定してみると、銅型酵

素においては、TPQ は基質と adduct を形成

しておらず、TPQsq 反応中間体が形成され

ていることを裏付けた（Fig. 4）。一方、

Ni および Co 金属置換型結晶ではプロダク

トシッフ塩基反応中間体と還元型 TPQ /生

成物アルデヒドが混在していた。興味深い

ことにTPQsq反応中間体は銅イオンに直接

配位した構造を形成していた。得られた構

造より、TPQsq の形成は TPQ がコンフォメ

ーション変化し、還元型 TPQ から銅イオン

への移動距離が短くなることによって、効

率的に進行することがわかった。 

②銅含有アミン酸化酵素の反応中間体に

おける電子移動とプロトントンネリング

反応に必要なコンフォメーション変化を

解明するため、ストップドフローにおいて

各反応素過程の反応定数の粘度依存性を

解析した。その結果、電子移動を伴う還元

型TPQからセミキノンラジカルが形成さ
れる過程にのみ溶液の粘度の影響が見ら

れるばかりでなく、この効果は活性中心に

入りうる低分子増粘剤でのみ観測された。

この結果は、反応中間体の電子移動には還

元型TPQのコンフォメーション変化が重
要であ

ること

を強く

支持す

る。 

 
(3) プ
ロトン

と電子

の移動

に関与

す る

TPQ
のコン

フォ

メー

ショ

ン変

化の

解析 
①

TP
Q の
N 末
端側

に隣接する Asn 残基は、TPQ のコンフォメ
ーションの制御に関与し、触媒活性に対して

重要な影響を与えると考えられているが、そ

の分子機構の詳細は明らかではない。そこで、

AGAOの保存性 Asn381を、Ala、Asp、Gln
に置換し、それら変異型酵素の X線結晶構造
解析や反応速度論的解析を行うことにより、

Asn381 が、プロトンと電子の移動に関与す
る TPQ のコンフォメーション変化に果たす
役割を検討した。 
②PEA を基質として定常状態速度論的解析
を行った結果、いずれの変異型酵素も野生型

酵素に比べ触媒活性がかなり低下しており、

Asn381 が触媒に必須な残基ではないものの、
重要な役割を担うことが裏付けられた。嫌気

条件下で基質を加え還元的半反応における

TPQのスペクトル変化を調べたところ（Fig. 
5）、どの変異型酵素も野生型酵素に比べ TPQ
のセミキノンラジカルの生成量が顕著に減

少していた。Stopped flow装置を用いた前定
常状態の吸収スペクトルの変化から、還元的

半反応において N381D では野生型と同様の
スペクトル変化を示したが、N381A、N381Q
では野生型と大きく異なり、それぞれ還元型

TPQ と基質シッフ塩基の蓄積が示唆された
（Fig. 5）。嫌気基質ソーキングによって、還
元的半反応を結晶中で行わせたところ、TPQ
が還元型もしくはセミキノンラジカル型で

存在する野生型酵素の結晶と異なり、N381A
では Flipped formの還元型 TPQのコンフォ
メーションが見られ、N381D では野生型と
同様の Copper-on 型のセミキノンラジカル
が形成していたが、N381Q の結晶中ではシ
ッフ塩基反応中間体が主要な TPQ の分子種
として蓄積していることが判明した。これら

の知見から、反応中間体のコンフォメーショ

ンの制御に対しても381番残基は大きな影響
を与えていることが分かった。 
③N381Q変異型酵素の反応中間体のX線結
晶解析によって、触媒塩基とプロトンの距離

は近接していることがわかった(Fig. 3)。しか
し、速度論解析の結果、トンネリング効果はFig. 4. TPQsq反応中間体の立体構造 

Fig. 5. N381変異型酵素の還元的半反応に
おけるスペクトル変化 



 

 

減少しており、プロトン移動において、触

媒塩基とプロトンの距離だけでなく、周囲

との相互作用効果によるポテンシャルカ

ーブの重なりの大きさが重要であること

が判明した。 

 
(4) QHNDH の電子伝達機構の解析 
① QHNDH のヘムを中心とした電子伝達機

構の解析を行うため、２つの c型ヘムを結

合しているαサブユニットの発現系を構築
した。実際に P. denitrificans に導入したと
ころ、ブチルアミン誘導下、His-tag が付

加されたαサブユニットは正常にペリプラ
ズムに分泌され、αβγへテロ三量体を形成
していた。さらに、精製された His-tag 付

加 QHNDH は、通常の QHNDH とほぼ同じ比活

性を示した。  

②QHNDH においては、電子移動の機構を解

析するために、αサブユニットに対する変

異導入を行った。具体的には、ヘム結合残

基（ヘム A に対して Cys11 および Cys14、

ヘム B に対して Cys100 および Cys103）、

鉄配位子残基(ヘム A に対して Met43 と

His15、ヘム B に対して His104 と His126)

をそれぞれ Ala あるいは Ser 残基に変換し

た。その結果、発現した変異型酵素のうち

（C11A、 C14A、 M43A、H104A、 H104M、 

H126A、および C103S）では、C103S につい

てのみ、野生型αサブユニットと同レベル

のヘムの挿入が認められ、M43A 変異型酵素

について、微量のヘムの存在が明らかとな

ったが、他の変異型酵素についてはヘムの

挿入が観測されなかった。ヘム結合に関し

て、配位子残基ならびにヘム架橋残基にお

ける重要性が明らかとなった。 

③αサブユニットのヘム結合に関与する

残基に変異導入した酵素の触媒活性を調

べてみると、ほとんどが活性を消失したが、

一部には活性を示すものが存在した

(C103S および M43A)。これらの活性を示す

変異型酵素は補酵素CTQとヘムを含んだが、

活性のない変異型酵素は補酵素 CTQもヘム

もいずれも含有していなかった。これらの

結果は、ヘムの存在が CTQ 生成に必須で
あることを示唆している。加えて、PVDF
膜上においてペルオキシダーゼ活性の検

出を試みたところ、活性をもつ変異型酵素

のα-サブユニットにおいてペルオキシダ
ーゼ活性が検出された。以上のことから、

α-サブユニットは、TTQ生成に必須の役割
を担う二へム-ペルオキシダーゼタンパク
質と類似した機能を有し、そのヘム分子が

補酵素形成の際の電子移動を仲介するこ

とがわかった。CTQ と類似した補酵素である

メチルアミン脱水素酵素）の TTQ 形成に機能

する MauG と比較して、QHNDH のαサブユニッ

トがともに２分子の c型へムを含んでいる点

が注目される。我々は MauG と QHNDH のαサ

ブユニットは、アミノ酸配列の相同性は低い

が部分的に類似した立体構造をもち、同様な

機構によってキノン補酵素の生成反応を触

媒するという仮説を立てている。 

 
(5)得られた成果の国内外における位置付け 
酵母アルコールデヒドロゲナーゼや大豆リ

ポオキシゲナーゼなどの酵素触媒反応にお

いて、プロトントンネリングが起きている事

例は続々と見いだされている。しかし、その

詳細な機構解明はまだ不十分である。そのよ

うな状況の中で、X線結晶構造と詳細な速度
論解析に基づく、我々の研究成果は海外学会

においても高く評価されている。また、TPQ
セミキノンラジカル反応中間体の構造決定

は、アミン酸化酵素に限らず、他の酸化還元

酵素を含めてもラジカル反応中間体として

初めての解析例である。 
 
(6)今後の展望 
銅含有アミン酸化酵素における反応中間体

の構造解析と詳細な速度論解析を組み合わ

せた我々の研究手法は、極めて強力であり、

詳細かつ精緻な酵素反応メカニズムが解明

された。しかし、大きな問題として、本研究

で着目したプロトンはX線結晶構造解析でそ
の位置を決定することは、原理的非常に困難

である。そこで、プロトンの座標決定が可能

な中性子散乱も組み合わせることも検討す

る必要がある。幸いにも、日本国内において、

タンパク質の構造解析に利用できる中性子

のビームラインが稼働を始めている。プロト

ントンネリングのより詳細な理解のために

は、量子化学的な理論にもとづく解析も必要

になると考えられる。 
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