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研究成果の概要： 
 植物のグルタミン合成酵素(GS)は、細胞質局在型 GS1 とプラスチド局在型 GS2 が存在し、

GS1 は多重遺伝子族によりコードされている。 
 GS1a His249Ala/MetSox-P/ADP, GS1a WT/PPT/AMPPNP の２種類の結晶解析を行った。前者か

ら、His249 の側鎖と基質の水素結合が基質認識に重要な役割を担っていること、後者から PPT
のリン酸化前とリン酸化後で酵素側の構造変化が無いことも判明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 植物は独立栄養を営んでおり、土壌や

大気から獲得した無機態（無機物質）の

栄養を有機化合物にしている。植物の三

大栄養素は、窒素、カリウム、リンであ

り、窒素源は植物の成長を制限する重要

な栄養素で、学術的にも農業生産にとっ

ても大きな関心がある。高等植物では、

窒素は硝酸イオンとアンモニアの形で根

から吸収される。硝酸イオンは根や葉に

おいてアンモニアに還元される。引き続

くアンモニア同化反応において、アンモ

ニアはグルタミン酸と反応しグルタミン

酸側鎖のカルボキシル基のアミド化に使

われ、グルタミンとして炭素骨格に組み

入れられる。この反応はグルタミン合成

酵素により触媒され、ATP が ADP に加水分

解されるエネルギーを利用する。 
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グルタミンは植物体の組織に移動し、窒

素源として各種アミノ酸、核酸塩基など

の窒素供給源となる。グルタミン合成酵

素は次の反応を触媒し、窒素原子が有機

化合物の炭素骨格に組み込まれる最初の

反応であり、窒素同化のキー酵素とよば

れている。 
 
アンモニア＋グルタミン酸＋ATP → 

グルタミン＋ADP＋Pi 

 
グルタミン合成酵素は原核生物では、チ

フス菌、結核菌の結晶構造が決定されて

いるが、真核生物（動物、植物）では、

我々のグループが明らかにしたトウモロ

コシの結晶構造は最初のものである

（Unno H., et al., J. Biol. Chem., 281, 

29287-29296 (2006)）。 

 原核細胞のグルタミン合成酵素はホモ

１２量体である。真核生物のグルタミン

合成酵素はこれまでホモ８量体であると

いわれていたが、我々の結晶解析でホモ

１０量体であることが明らかになった。 
  核、真核生物の１２量体、１０量体と

いう数は、グルタミン合成酵素のアンミ

ニアに対する高い親和性に必須であると

推定される。 
 
２．研究の目的 
 阻害剤が機能しないグルタミン合成酵

素の探索 
 

 これまで、トウモロコシのグルタミン

合成酵素の３種類の複合体 1) リン酸化

MetSox + ADP   2) リン酸化 PPT + ADP    

3)AMPPNP + MetSox の結晶構造解析をした。

ここで、PPT（ホスヒノスリシン）と MetSox

（メチオニンスルフォキシミン）は基質

グルタミン酸を mimic する阻害剤で、PPT

は広く農薬として使われている。PPT を結

合するグルタミン合成酵素のアミノ酸残

基の分布から、基質のグルタミン酸を認

識する残基を推定し、アラニン置換し、

阻害剤が機能しないグルタミン合成酵素

のミュータントを探す。このようなミュ

ータントが見つかれば、除草剤が利かな

いトウモロコシを作りだせる。 
 
３．研究の方法 

1）トウモロコシ グルタミン合成酵素のイソ

酵素 GS1a 各種ミュータントの結晶解析  

 ○1  イソ酵素 GS1a 各種ミュータントの発

現、精製、複合体調整、結晶化、X 線回折

データ測定、結晶解析をおこなう。 

 ○2  こ れ ま で 、 E129A, E131A,E192A, 

H249A,R291A, E297A, R311A, R332A のミュ

ータント作成と酵素活性の測定、結晶化を

行った。H249A だけが、原子分解能の結晶

解析が可能であった。引き続き、さらに結

晶化を行なった。基質以外にも、アンモニ

アポケットまわりのミュータント作成と結

晶化を行なった。 

 ○3  原子分解能の結晶が得られれば、結晶解

析を行い、構造と機能の関係の解析を行な

った。 

 

４．研究成果 

 今回の研究で GS1a His249Ala/MetSox-

P/ADP, GS1a WT/PPT/AMPPNP の２種類の

結晶解析を行った(MetSox, methionine 

sulfoximine; PPT,phosphinothricin; A

MPPNP, adenylimidodiphosphate)。前者

の結晶解析により、His249 の側鎖と基質

の水素結合が基質認識に重要な役割を担

っていることがわかった。後者の結晶解

析より PPT のリン酸化前とリン酸化後で

酵素側の構造変化が無いことも判明した。 

まとめると、 
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図１ トウモロコシグルタミン合成酵素ホ
モ１０量体の立体構造 
   (a)は５回軸、(b)は５回軸に垂直な２
回軸から見た図。活性部位は５量体のサブユ
ニット間にある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ グルタミン合成酵素のリン酸基転
移とアンモニア付加反応 

 

 

1) WT/PPT/AMPPNP と H249A/MetSox-P/ADP

の結晶構造を得た。 

2) PPTとMetSoxの阻害活性の差がリン酸

基転移前の構造から説明ができる。 

3) PPT との複合体ではリン酸基転移前後

で酵素側の構造変化がない。 

4) H249 側鎖と基質のα-カルボキシル基

との水素結合が基質認識の重要な役割を

担っていることが説明できる。 
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