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研究成果の概要（和文）：  超好熱細菌Thermotoga maritima由来の二機能型アスパラギン酸キナーゼ-ホモセリ
ン脱水素酵素（AK-HseDH）および単一機能型アスパラギン酸キナーゼ（AK）において、AK-HseDHのAK活性はリジ
ン非感受性であるがスレオニンにより強力に阻害を受けること、また単一機能型AKは、スレオニン非感受性であ
るがリジンにより阻害を受けることを明らかにした。このことから、二機能型AK-HseDH はスレオニン生合成に
関与しており、単一機能型AKは、リジン生合成に関与し、それぞれの最終産物によりフィードバック調節を受け
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Aspartate kinase (AK) and homoserine dehydrogenase (HseDH) are involved in 
the biosynthetic pathway for L-threonine and L-lysine in plants and microorganisms. Both enzymes are
 important as potential targets for improving the nutritional value of food crops. AK and HseDH 
function as either a monofunctional enzyme or fused-bifunctional enzyme (AK-HseDH). These enzymes 
are highly regulated by the end products. However, information on the regulation mechanism remains 
limited because of their instability.
 In the hyperthermophilic bacterium, Thermotoga maritima, we found presence of AK-HseDH and AK, both
 exhibit high stability. We revealed that the former to be an L-threonine-sensitive AK-HseDH, whose 
activity was not inhibited by L-lysine and the latter to be an L-lysine-sensitive AK, whose activity
 was not inhibited by L-threonine. Our results suggest that, in T. maritima, the AK-HseDH is related
 to the synthesis of L-threonine, whereas the AK functions in the synthesis of L-lysine. 

研究分野：構造生物学

キーワード： 超好熱菌　アスパラギン酸キナーゼ　ホモセリン脱水素酵素　アスパラギン酸経路　Thermotoga mariti
ma

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  二機能型AK-HseDHおよび単一機能型AKはヒトを含む哺乳動物には存在しないため、病原微生物に対する抗菌薬
開発の分子標的として注目される。また植物では、本経路の酵素反応によって上記必須アミノ酸含量が決まるた
め、酵素改変による食用作物や畜産飼料の栄養価改善が期待される。本研究では、T. maritimaの二機能型
AK-HseDHと単一機能型AKを解析し、それぞれ従来と異なるタイプの調節機構を持ち、2つの酵素が役割分担をし
ていることが示唆された。このような例はこれまで知られておらず、新規な調節機構を提唱する点で学術的意義
は大きい。また酵素改変による技術開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトにおける必須アミノ酸であるスレオニン・メチオニンは微生物や植物にのみ存在する代
謝経路よって、アスパラギン酸から生合成される（アスパラギン酸経路、図１）。この経路を構
成する酵素は哺乳動物には存在しないため、病原微生物に対する抗菌薬開発の分子標的として
注目される。また植物では、本経路の酵素反応によって上記必須アミノ酸含量が決まるため、酵
素改変による食用作物や畜産飼料の栄養価改善が期待される。この経路では、アスパラギン酸は
まずアスパラギン酸キナーゼ（AK）により-アスパルチルリン酸（-AP）にリン酸化される。
次いで第二段階のアスパラギン酸セミアルデヒド脱水素酵素（AsaDH）が、-AP をアスパラギ
ン酸セミアルデヒド（Asa）に変換する。Asa はホモセリン脱水素酵素（HseDH）によりホモセ
リン（Hse）に変換される。この Hseがスレオニン・メチオニン合成の前駆体となる。 
 この経路において第一段階の AK と
第三段階のHseDHは代謝調節の中心的
役割を担っており、最終産物アミノ酸
であるスレオニンやメチオニンによる
フィードバック阻害などで厳密に活性
調節を受ける鍵酵素である。これによ
り、生体内でのアミノ酸の生産がコン
トロールされている（図 1）。特にスレ
オニンによる AKおよび HseDHの制御
については、細菌、酵母、植物を用いて
広く研究がなされている。 
 AKと HseDHは、融合して二機能型
酵素（AK-HseDH）として働くタイプ、
またそれぞれ単一の酵素として機能す
るタイプが存在する。大腸菌やシロイ
ヌナズナは二機能型 AK-HseDH を持つが、スレオニンにより強力な阻害を受けるスレオニン感
受性酵素と阻害を受けないスレオニン非感受性酵素の両方を合わせ持つことが知られる。この
うちスレオニン感受性酵素については、スレオニンが結合して阻害を起こす部位の存在が予想
されている。しかし、これらの酵素は総じて不安定なため、その活性調節機構は不明な点が多い。
また、第一段階の AK が生成する-AP および第二段階の AsaDH の産物である Asa は非常に不
安定な物質であり、AK-HseDHと AsaDHが複合体を形成して、次々に産物を受け渡すメカニズ
ム（チャネリング）の存在が推測される。しかし、生体内で基質転移がどのようになされている
のかは謎のままである。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究開始時点で、我々は、80℃付近の高温で生育する超好熱細菌 Thermotoga maritima 
に超好熱菌で初めて二機能型 AK-HseDH を見出し、大腸菌における大量生産に成功していた。
また、アスパラギン酸経路の第二段階を触媒する AsaDHについても T. maritima 由来の酵素の大
腸菌における大量生産系を構築した。T. maritima の AK-HseDH がスレオニンにより阻害を受け
ることが判明したので、スレオニンによる阻害メカニズムを解明すること、AK-HseDHと AsaDH
の複合体形成および酵素間の基質伝達の可能性を検討することを目的とした。 
（２）一方、T. maritima には、二機能型 AK-HseDH 以外に単一機能型 AK をコードすると考え
られる遺伝子が存在する。この遺伝子の大腸菌における発現系を構築し、産物のスレオニンに対
する感受性を調べ、AK-HseDHとの役割の違いを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）二機能型 AK-HseDHの精製と機能解析 
 大腸菌で生産させた T. maritima AK-HseDHを、①熱処理、②疎水性クロマトグラフィー、③ゲ
ルろ過、④ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィーで精製した。精製酵素の活性に及ぼすスレ
オニン・リジンの効果を評価した。 
（２）AsaDHの精製 
 大腸菌で生産させた T. maritima AsaDHを、①熱処理、②強陰イオン交換クロマトグラフィー、
③ゲルろ過で精製した。 
（３）AK-HseDHと AsaDHの複合体形成および酵素間の基質伝達 
 精製した AK/HseDH と AsaDH を等モル量混合し、氷上で 30分間静置したのち、ゲルろ過を
行った。得られたピーク付近のフラクションを回収後、SDS-PAGEによって AK/HseDHと AsaDH
が溶出される画分を確認した。 
 AK/HseDHと AsaDHを等モル量混合した条件で活性測定を行い、反応開始から 0分、5分 10
分、15分、20分後のサンプルを回収した。回収したサンプルを氷上で急冷することで反応を停
止し、限外ろ過フィルターを用いてタンパクを除去した。得られたサンプルを UPLCにアプライ

 
図 1．アスパラギン酸経路 



し、反応時間毎の Hseの生成量を定量し、NADPHの減少量との比較を行った。 
（４）単一機能型 AKの精製と機能解析 
 T. maritima AKの大腸菌における大量生産系を構築した。発現産物を①熱処理、②陰イオン交
換クロマトグラフィー、③疎水性クロマトグラフィー、④ゲルろ過で精製した。精製酵素の活性
に及ぼすスレオニン・リジンの効果を評価した。 
（５）AK-HseDHおよび AKの結晶化 
 AK-HseDH および AK の精製酵素について、限外ろ過フィルターを用いてそれぞれ 10 mg/ml
および 20 mg/mlになるまで濃縮を行った。結晶化はシッティングドロップ蒸気拡散法で行い、
酵素液とリザーバー溶液を 1:1で混合し 20℃でインキュベートを行った。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌やシロイヌナズナにも AK-HseDH が存在する。アミノ酸配列を比較すると、T. 
maritima AK-HseDHは特徴的なドメイン配列をもつことが判明した。大腸菌やシロイヌナズナ由
来の AK/HseDHのドメイン配列は、N末端側から AK領域、スレオニン結合部位（ACTサイト）、
HseDH領域と配列されているのに対し、今回研究対象とした T. maritima 由来の AK/HseDHのド
メイン配列は N末端側から HseDH領域、AK領域、ACTサイトという順に並んでおり配列が異
なっていた（図 2）。 

 精製酵素は、HseDH 活
性および AK 活性の両方
の活性を持つことから、T. 
maritima AK-HseDH 従来
知られた酵素とは異なる
新規のタイプの二機能型
AK-HseDH であることが
明らかとなった。またシ
ロイヌナズナの酵素はス
レオニンの結合により、4

次構造が 6 量体から 4 量体に変化するのに対し、T. maritima の酵素ではこのような変化が見ら
れないことがゲルろ過による解析で判明した。 
（２）T. maritima AK-HseDH（二機能型）の活性に及ぼすスレオニン・リジンの効果を評価した。
AK反応のスレオニンによる阻害を測定したところ、cooperative mannerで阻害が生じることが判
明した（図 3）。阻害様式は、シロイヌナズナの酵素と同様であったが、AK活性を阻害するのに
必要なスレオニン濃度は、T. maritima 酵素では K0.5 = 37 M; nH = 2.44で、シロイヌナズナ酵素の
K0.5 = 500 M; nH = 1.95 [1]と比較して 1/13.5と大幅に低い値であり、T. maritima 酵素は非常に強
いスレオニン感受性を持つことが判明した。 
一方、シロイヌナズナの AK-HseDHでは、HseDH反応もスレオニンによる阻害を受けること
が知られているが（K0.5 = 60 mM）[1]、T. maritima 酵素の HseDH反応はスレオニン非感受性であ
ることが明らかとなった。これらの結果は、T. maritima AK-HseDHにおける阻害様式は、シロイ
ヌナズナ AK-HseDHにおける阻害様式とは明らかに異なることを示している。 
これまでに知られている単一機能型 AK のいくつかは、リジンにより阻害を受けることが知
られている。そこで、T. maritima AK-HseDHの HseDH活性および AK活性の両方でリジン感受
性を調べたところ、阻害は検出されずリジン非感受性であることが確認された。 
シロイヌナズナAK-HseDHのACTサイトには 2つのスレオニン結合部位の存在が推定されて

おり、Gln443に 1つ目のスレオニンが
結合し、AK反応が阻害されるとともに、
もう 1 か所のスレオニン結合部位
(Gln524)の立体構造が変化する。これに
より、Gln524に 2つ目のスレオニンが
結合可能になり、HseDH 反応のスレオ
ニンによる阻害が促進される[1]。T. 
maritima AK-HseDH とシロイヌナズナ
AK-HseDHのACTサイトのアミノ酸配
列を比較すると、シロイヌナズナ酵素
の Gln443 は T. maritima 酵素では
Gln631 として保存されているのに対し、
Gln524は Ala709に置換されていた。両
酵素のACTサイトをモデリングして比
較すると（図 4）、類似構造を持つにも
かかわらず、T. maritima AK-HseDH に
おけるスレオニン結合様式はシロイヌ

 
図 2．AK-HseDHのドメイン構造 

 
図 3．AK反応のスレオニンによる阻害 
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ナズナ AK-HseDH のものと大き
く異なることが示唆された。 
 
(３) AK-HseDH と AsaDH の複合
体形成および酵素間の基質伝達
について検討した。AK-HseDH と
AsaDH を等モル量混合液のゲル
ろ過を行った結果、AK-HseDHと
AsaDH が SDS-PAGE 上で別々の
画分に溶出されていることが確
認され、複合体の形成は認められ
なかった。 
酵素間の基質伝達については、
まず、AK-HseDHの濃度を固定し、
AsaDHの量を変化させ、活性が最
大になる条件を検討した。その結
果、AK-HseDH と AsaDH のモル
比がおよそ 1:1となる条件で活性
が最大となった。シロイヌナズナ
AK-HseDHの場合は、この比率は
5:1 であるため [2]、T. maritima 
AK-HseDH についてはストイキ
オメトリーにかなう結果となっ
た。 
 そこで AK-HseDH と AsaDH 
を等モル量混合液の活性測定を
行い、NADPH の減少と Hse の生
成の相関を調べた。この反応系で
は、理論上、Hse の生成量と
NADPHの減少量の比は 1 : 2とな
る（図 5）。検討の結果、NADPH
の減少速度は、Hse の生成速度の
2 倍になることが明らかになり、
理論値と一致した（図 6）。これら
の結果は、第一段階の AKが生成
する -AP および第二段階の
AsaDH の産物である Asa が効率
的に HseDH に受け渡されている
ことを示している。 
 
（４）T. maritima AK（単一機能型）
の活性に及ぼすスレオニン・リジ
ンの効果を評価した。まずスレオ
ニンによる阻害を測定したとこ
ろ、ほとんど阻害を受けないスレ
オニン非感受性であることが確
認された。一方、リジンでは強力
に阻害を受けることが明らかと
なった。 
 他の微生物由来の単一機能型
AK は 、 Corynebacterium 
glutamicum [3]と Brevibacterium 
flavum [4] 由来の酵素では、リジ
ンとスレオニンの両者が存在す
るとき、協調的に阻害を受けるこ
とが知られている。また、Thermus 
thermophilus 由来の酵素はスレオ
ニンのみで阻害を受けることが
報告されている [5]。 
 T. maritima の単一機能型 AK
では、リジンを共存させてもスレ

 

図 4．AK/HseDHの ACTサイトの比較モデル 

 
図 5．酵素反応のストイキオメトリー 
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図 6．NADPH減少と Hse生成の相関 
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図 7．単一機能型 AK の活性に及ぼすスレオニン・リジ

ンの効果 
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オニンによる阻害は増強されず協調的阻害は確認されなかった点から、リジンのみで阻害を受
けることが判明した。リジンにのみ感受性を示す単一機能型 AKは、これが初めての例となる。 
リジンとスレオニンで協調的に阻害を受ける C. glutamicum 由来の AK（以下 CgAK）と T. 

maritima 由来の AK の ACT サイトのアミノ酸配列を比較すると、CgAK において緑で示した部
分のスレオニン結合に関与するアミノ酸残基 [3] は T. maritima 由来の AKでは Val367しか保存
されていない。一方で、黄色で示したリジン結合に関与するアミノ酸残基[3] は Asp291やMet348、
Pro352 など、9 個中 6 個という高い割合で保存されていた。このことから、T. maritima 由来の
AK は ACT ドメインにリジン結合部位しか持っていないため、リジンのみで阻害を受けること
が示唆された。 

 アスパラギン酸経路では二機能型 AK-HseDH により生成した Hse からスレオニンが生合成さ
れるが、経路中のアスパラギン酸セミアルデヒドからはリジンが生合成される（図 8）。このこ
とから、二機能型 AK-HseDH はスレオニン生合成に関与しており、単一機能型 AKは、リジン
生合成に関与し、それぞれの最終産物によりフィードバック調節を受けることが示唆された。す
なわち T. maritima のアミノ酸生合成経路において二機能型 AK-HseDHと単一機能型 AKが役割
分担をしていることが示された。 

 
（５）結晶化条件をスクリーニングした結果、二機能型 AK-HseDHでは、0.1 M Tris/HCl (pH 8.5)、
2.0M ammonium phosphate monobasicのマザーリカー組成で結晶を得た（図 9） 
また、単一機能型 AKでは、0.1 M Bicine (pH 9.0)、2 % 1,4-dioxane、10 % w/v PEG20000の条件
で結晶を得た（図 10）。二機能型 AK-HseDHについては、香川県のコロナ蔓延防止措置により、
高エネルギー加速器研究機構（KEK）のビームタイムの利用ができなかったため、今後のビーム
タイムでデータを収集する。また単一機能型 AK については、微結晶であったため、KEK の微
結晶解析ビームライン（BL-1A）で解析を行う予定である。 
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図 8．二機能型 AK-HseDHと単一機能型 AKの役割分担 

図 9．二機能型 AK-HseDHの結晶 

 
図 10．単一機能型 AKの結晶 
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