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研究成果の概要（和文）： 
 PcyAの反応機構を明らかにするため、PcyAと反応中間体との複合体結晶の構造を決定した。
加えて、化学合成した基質アナログとの複合体(PcyA-BV13)を原子分解能で解析するとともに、
基質還元の特異性を変える変異体E76QとBVとの複合体の結晶構造を決定した。これらの結果
から、PcyA-BV中にGlu76のカルボキシル基とBVのD環exo-ビニル基の間にOH..π結合があり、
これが先行的なexo-ビニル基還元の要因であると考えられた。 
 PcyAのVal225をAspに置換した変異体では、BV複合体の吸収スペクトルが大きく変化した。こ
こではBVが裏返って結合し、しかもBVの結合によるinduced fitを起こしていなかった。この結
果は変異体蛋白質の構造機能解析の解釈に警告を与えた。また、BVをPcyAとは異なる部位を還元
するビリベルジン還元酵素を発現•精製•結晶化し、これとSe-Met体結晶の回折実験を行った。 
 クロロフィル分解系で主要な酵素(RCCR)の結晶構造を決定し、これからRCCRはフェレドキシン
依存性ビリン還元酵素ファミリーに属することを示した。さらにRCCRの基質（RCC）結合型の結
晶構造、RCCRのPhe218をValに置換した変異体、およびそのRCC結合型の結晶構造をも決定し、こ
れらを総合して、RCCRの活性残基•反応機構を推定した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

In order to elucidate the molecular mechanism of PcyA, we determined the crystal structures 
of PcyA in complex with the reaction intermediate (181,182-dihydrobiliverdin), PcyA in complex with 
the synthetic analog of substrate (biliverdin XIIIα), and PcyA mutant protein of E76Q in complex with 
BV. These structural studies showed that the carboxyl group of Glu76 in PcyA-BV was in close 
proximity to the D-ring vinyl group, suggesting the presence of OH…π hydrogen bond here and that this 
bond is a key for the preceding reduction of the D-ring vinyl group. 

When Val225 was replaced by Asp, the absorption spectrum of this mutant protein in complex with 
BV was very different from that of PcyA-BV. The orientation of BV in V225D-BV was inverted and the 
induced-fit did not occur upon BV binding. This observation presented a cautionary note about 
interpreting functional data derived from a mutated protein in the absence of its exact structure. In 
parallel we expressed, purified and crystallized cyanobacterial biliverdin reductase, an enzyme that 
reduces at different site of BV from PcyA, We also prepared and crystallized the Se-Met form of 
biliverdin reductase, and performed preliminary X-ray diffraction analyses for these crystals. 

We determined the crystal structure of red chlorophyll catabolite reductase (RCCR), a key enzyme 
in the chlorophyll breakdown pathway. The structure was essentially the same as PcyA, implicating that 
RCCR belongs to the ferredoxin-dependent bilin reductase family. We also determined the crystal 
structures of RCCR and its mutant protein in complex with substrate, proposing the reaction mechanism 
as well as the active residues of RCCR.  
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１．研究開始当初の背景 
 PcyA はヘムの代謝産物であるビリベルジ
ン IXα（BV）をフェレドキシン依存的に還元
し、光合成や光応答に利用されるテトラピロ
ール色素、フィコシアノビリン、を合成する。
PcyA は、BV の D 環 exo-ビニル基を還元し
た後、中間体の A環 endo-ビニル基を還元す
る。このような部位特異的２段階反応を、
PcyA がどのように制御しているかは謎であ
った。一方、クロロフィル分解系の酵素につ
いて生化学的•構造生物学的研究はほとんど
なされておらず、進化的位置づけや、酵素反
応の仕組みはほとんど手つかずの状態であ
った。 
 
２．研究の目的 
 PcyA が基質の還元部位と還元順序を厳密
に制御する独自のメカニズムを解明するこ
と。また、PcyA と構造的に関係があると予
想されていたクロロフィル分解酵素（red 
chlorophyll catabolite reductase）の結晶構
造を決定し、反応特異性の構造基盤を明らか
にすること。 
 
３．研究の方法 
 PcyA および red chlorophyll catabolite 
reductaseに共通して、分子生物学的•生化学
的方法を用いて、酵素およびそのミュータン
トタンパク質を発現•精製した。有機合成を
適用して基質や反応中間体を調製した。酵素
および基質との複合体の構造決定にはX線結
晶解析法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) PcyAが基質の還元部位を厳密に認識し、
２段階還元反応の順序を制御するメカニズム
を明らかにするため、すでに構造決定してい
たSynechocystis sp. PCC 6803由来のPcyA
とBVとの複合体の結晶構造に加え、反応中間
体である181,182-ジヒドロビリベルジン（
18EtBV）のBVとの複合体の結晶構造を決定

した。さらに、化学合成した基質アナログで
あるビリベルジンXIIIα(BV13)を用いて、
PcyA-BV13の構造を原子分解能で解析する
とともに、基質還元に重要とされている
Glu76をグルタミンに置換したE76QのBV複
合体の結晶構造決定とE76Qの酵素学的解析
を行った。これらの結果を総合して、PcyA-BV
中で特異的にGlu76のカルボキシル基とBV
のexo-ビニル基が近接していることがわかっ
た。これはOH..π結合と考えられ、PcyAの先
行的なD環exo-ビニル基還元の構造要因であ
ると考えられた。 
(2) PcyAはBVの方向を厳密に区別して結合す
る。ところが、BVの認識に強く関与している
とは考えられていなかったVal225をAspに置
換したところ、この変異体PcyA-BVの吸収スペ
クトルに大きな変化が見られた。この変異体
PcyA-BVの結晶構造を決定したところ、BVが裏
返って結合し、しかも野生型PcyAと異なり、
BVを結合してもinduced fitを起こしていな
かった。この結果は、酵素が基質を一見厳密
に認識している場合でも、一残基置換により
予想を越えた構造変化を引き起こしうること
を示し、変異体蛋白質の構造機能解析の解釈
には注意を要することを示した。 
(3) BVをPcyAとは異なる部位を還元するシア
ノバクテリア由来の酵素、ビリベルジンレダ
クターゼ、を発現•精製した。この酵素を結晶
化し、予備的にX線回折実験を行った。また、
このSe-Met体の結晶をも調製し、マイクロビ
ーム放射光を用いて回折実験を行った。 
(4) クロロフィル分解系で主要な酵素 red 
chlorophyll catabolite reductase (RCCR)
の結晶構造を MAD 法で決定した。注目すべき
ことに、RCCR は PcyA と基本的に同じフォー
ルディングをしており、フェレドキシン依存
性ビリン還元酵素ファミリーに属すること
を示した。この酵素の基質結合部位と考えら
れるポケットの表面は、PcyA と似て正電荷に
帯電していた。なお、この酵素は PcyA と異
なり、２量体をとっていた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5) RCCR の基質（RCC）結合型の結晶構造を
決定した。さらに、RCCR の Phe218 を Val に
置換した変異体、およびその RCC 結合型の結
晶構造をも決定した。これらの構造情報を総
合して、RCCR の活性残基を推定すると共に、
変異に伴い反応生成物の立体構造が変わる
理由を示した。また、RCCR による RCC の還元
部位が RCC の中央部にあることを反映して、
PcyA とは異なり、RCCR が基質をルーズに結
合している必然性に説明を与えた。 
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