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研究成果の概要（和文）： 

 2 つのピリドキサール酵素（セリンパルミトイル転移酵素およびトレオニン合成酵素）とキ
ノン酵素（銅アミン酸化酵素）について多元的エネルギー解析を行った．多種の反応を触媒す
る能力を持つピリドキサールリン酸が，酵素に結合した場合，特定の反応を触媒するようにな
る機構を構造エネルギー論的に明らかにした．また，銅アミン酸化酵素については，超高解像
度構造解析の結果を合わせ，酵素タンパク質のダイナミズムが量子トンネル効果による触媒を
進める基盤となっていることを明らかにした． 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Multidimensional free energy analysis of the reactions of the catalytic reactions of two 

pyridoxal enzymes (serine palmitoyltransferase and threonine synthase)and a 

quinoenzyme cupper amine oxidase were carried out to elucidate the energetic mechanism 

of these enzymes. The mechanisms by which the versatile catalyst pyridoxal phosphate is 

organized to catalyze only one type of reaction, i.e., a stereochemical mechanism and the 

product-assisted catalysis, were clarified. Analysis of the reaction of cupper amine oxidase, 

together with the ultra-high-resolution structure of the enzyme, revealed that the dynamic 

motion of the enzyme provides the basis for the quantum tunneling effect that promotes its 

catalysis. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 酵素はきわめて効果的かつ特異的な触媒
能力を持っているが，これは酵素蛋白質の中
で多くの触媒過程が酵素蛋白質によって制
御されることで，単純な触媒では成しえない
高度な反応が可能となっていると考えられ
ている．最近の X 線結晶解析を中心とする構
造解析方法の進歩により，活性部位の触媒基
の場所が明らかになってきた． 

(2) ところが，触媒反応の円滑かつ特異的な
進行のためには，これらの触媒基は適切な空
間的配置を取るだけでは不十分であり，触媒
過程の各段階で適切なプロトン化や酸化還
元電位が調節される必要がある．従来の酵素
反応論ではそのような調節が都合よくおこ
なわれている反応スキームが書かれている
が，反応の進行を感知しつつ適切な配置を行
うということが具体的にどのような機構で
なされるかということについては，ほとんど
解明されていないと言ってよい． 

 

２．研究の目的 

(1) 酵素反応機構を真に理解するためには，
酵素－基質の相互作用がどのように変換さ
れて活性部位の解離性残基のプロトン化状
態や酸化還元電位を制御する力となってい
るかということを解明しなければならない． 

 

(2) その駆動力を構造と結び付けて評価する
方法として我々は「三次元エネルギー図」を
開発した．これは従来の反応進行度を表す反
応軸に加えて，各中間体のプロトン化状態を
表すプロトン数軸を取ったものである．この
プロトン数軸の代わりにコンフォメーショ
ンや電子状態の軸を取ることで，より一般化
された酵素反応解析を行うことができる． 

 

(3) 本研究はプロトン移動過程および電子移
動過程を分光学的に取り扱うのに適したピ
リドキサール酵素およびキノン酵素につい
て反応過程を追跡し，それを三次元エネルギ
ー図において解析することにより，基質・生
成物を含めた反応中間体と酵素の相互作用
の構造がどのようにして酵素の触媒機能に
結び付くかという道筋をプロトン移動・電子
移動・コンフォメーション変化という多元的
な面から明らかにしようとするものである． 

 

３．研究の方法 

 ピリドキサール酵素としてセリンパルミ
トイル転移酵素 (SPT)・トレオニン合成酵素 

(TS)，キノン酵素として銅アミン酸化酵素 

(AGAO) を選び，基質と酵素の結合がこれら
の活性部位解離基の状態をどのように変化
させ，酵素反応にとって都合のよいプロトン
移動・電子移動を起こしているかを明らかに
する．その具体的な方法論は以下の通りであ

る． 

 

(1) 基質および基質アナログと酵素の反応の
広 pH領域における解析と三次元エネルギー
図の作成 

 ストップトフロー分光分析により，酵素と
基質の遷移相での反応を追跡する．得られた
速度論パラメータより三次元エネルギー準
位図の反応軸方向の，またこれを広い pH領
域で解析することによりプロトン数軸方向
の，各々の相対的エネルギー準位を決定する． 
 

(2) X線結晶解析による精密立体構造の解明 

 (1) によって描かれた三次元エネルギー準
位図の中で，反応のトラジェクトリー（ポテ
ンシャル曲面の「谷」）の両側をはさむポテ
ンシャルの「壁」はプロトンの制御された動
きを生み出す重要なものである．そのポテン
シャルの壁と底に対応する酵素－基質複合
体の構造を，適切な pHおよびアナログの存
在下で結晶化した酵素のX線結晶解析を行う
ことで解明する． 

 

(3) エネルギー準位上昇・低下の構造的要因
の探索 

 ポテンシャルの壁を作っている構造的要
因を明らかにする．これらの壁をもたらす歪
みをを減弱させるような変異を酵素（あるい
は基質）に導入する．また逆にポテンシャル
の底の構造について歪みを導入するような
変異を導入する．得られた酵素について (1)，
(2) を行って，想定した構造的要因が正しい
かどうかを検証する． 

 

４．研究成果 

(1) SPT の詳細な反応機構の解析を行った。
SPT は第一の基質 L-セリンのみを結合した
状態では α-プロトンは脱離せず，第二の基質
パルミトイル CoA が結合して初めて α-脱プ
ロトン化が起こる。そのために L-セリンのア
ミノ基転移などの副反応が抑えられている。
この制御が補酵素ピリドキサールリン酸 

(PLP) と L-セリンのシッフ塩基の二面角の
制御によって立体化学的に行われているこ
とが示され，通常の反応座標に反応中間体の
二面角の座標を導入するという新たな三次
元エネルギー解析によって SPT の高度な反
応制御機構を説明することができた。また，
このエネルギーランドスケープを形作る構
造的基盤として His159 が中心的な役割を果
たしていることを明確に示すことができた。
即ち，His159は PLP–L-セリンシッフ塩基の
L-セリン由来カルボキシル基と水素結合す
ることにより，同シッフ塩基の N–Cα結合の
二面角を α-脱プロトン化に不利な角度に保
っているが，パルミトイル CoAが結合すると
そのカルボニル基が代わりに His159 に結合



 

 

し，カルボキシル基が Arg390 と結合するよ
うになり，上記の二面角が変わって Cα–Hが
シッフ塩基と PLP ピリジン環の平面に垂直
となって脱プロトン化が進行するわけであ
る。この His残基はピリドキサール酵素の中
でも SPT と類縁の酵素群にのみ保存されて
おり，その意義がこの解析によって初めて明
確に示された。（以上，雑誌論文①②） 

 さらに，この立体化学的反応制御機構を詳
細に検討し，種を越えて保存されている 

Arg390 が基質のカルボキシル基とイオン
対・水素結合を形成することで基質・補酵素
の配向を反応の各段階で決定する重要な役
割を有していることを明らにした。（以上，
雑誌論文③） 

 

(2) 第二のピリドキサール酵素である TS に
ついて，詳細な反応解析を行うことにより，
同酵素が「生成物支援触媒」という特筆すべ
き反応機構を有し，それが反応特異性を決定
していることを示した。 

  TS は基質 O-ホスホホモセリンから L-

トレオニンを合成するが，副反応として，α-

ケト酪酸を生成する。この反応は正常の反応
の 2% 以下に抑えられているが，その高い反
応特異性をもたらす機構が長らく不明であ
った。α-アミノクロトン酸中間体を直接生成
する L-ビニルグリシンを基質として用いる
と L-トレオニンを生成せず，α-ケト酪酸のみ
が生成するが，これをリン酸イオン存在下で
行うと，O-ホスホホモセリンを基質としたと
きと同様の反応特異性と  kcat 値をもって 

L-トレオニンが生成した。このリン酸イオン
の効果は硫酸イオンで代替することはでき
ず， α-ケト酪酸のみが生成した。さらにグロ
ーバル遷移相速度論的解析，自由エネルギー
解析を行ったところ，TS の触媒反応では基
質 O-ホスホホモセリンから α-アミノクロ
トン酸中間体が生成する際に遊離したリン
酸イオンが活性部位に残り，それが α-アミノ
クロトン酸中間体への水分子の付加の過程
において一般塩基触媒として働くことが示
された。これは生成物支援触媒が反応特異性
を支配する興味深い例である。このことは酵
素反応の解析において新たな反応軸を提供
するものである．（以上，雑誌論文④） 

 続いて，この「生成物支援触媒」の機構を
更に詳細に解析した。この酵素の広 pH 領域
における遷移相速度論的解析をもとに，三次
元エネルギー解析を行った。こうして得られ
た三次元エネルギー準位図のトラジェクト
リーの両側を挟むポテンシャルの壁を構成
する構造の解析を，生成物支援触媒の中心で
あるリン酸イオンを結合する残基の変異を
通じて行った。その結果，Arg160 がこの構
造の土台となっていること，また Asn154が
リン酸イオンの位置を調整し，ポテンシャル

の壁の構造を，トレオニン生成へのトラジェ
クトリーを切り拓くように整形しているこ
とが明らかになった。 

 さらに，本研究で用いた TS は Thermus 
thermophilus HB8 のものであるが，広 pH

領域における反応の解析の結果，高い pH に
おいては，L-トレオニンとの反応において，
ホモトロピックなアロステリック効果が見
出された．従来は植物の TS においてメチオ
ニン由来の S-アデノシルメチオニンによる
ヘテロトロピックなアロステリック効果が
見出されてきたが，それ以外の種の TS にお
いてのアロステリック効果は初めてのもの
である．このことは植物の TS のアロステリ
ック効果の起源の解明への扉を開くもので
ある． 

 

(3) キノン酵素の AGAO の反応は前半の還
元的半反応と後半の酸化的半反応からなっ
ている．このうち，還元的半反応については
10 年前からの研究を通じて量子トンネル効
果による反応機構等が解明されて来ている
が，その反応機構を支える構造的基盤との関
連が不明のままである．また，酸化的半反応
については全くといっていいほど解明がな
されていない状態であった． 

 我々はまず，還元的半反応の過程における
広 pH 領域での遷移相速度論的解析を行い，
TS のビルトイン補酵素トパキノンが気質ア
ミノ基からプロトンを受け取ることで，気質
アミノ基の活性化と自己の活性化の両方を
行っていることを解明した．これは代表的な
ピリドキサール酵素であるアスパラギン酸
アミノ基転移酵素（AAT）の反応初期におけ
る補酵素と基質の同時活性化に対応するも
のであり，同機構が普遍性を持つものである
ことを示した．また，この結果を三次元エネ
ルギー解析によって解釈した結果，AATと同
様，AGAOも酵素に内在した歪みのエネルギ
ーの解放によって活性化エネルギーを下げ
ている可能性が示された．（以上，学会発表
⑥） 

 さらに，AGAOの三次元エネルギー図にお
ける反応トラジェクトリーの構造的要因を
探るための構造解析を行った（雑誌論文⑥）
が，引き続き，抗凍結剤を以前の 1.8 Åの分
解能の結晶で使用していたグリセロールか
ら PEG200に替えることによって，分解能の
大幅な向上（1.08 Å）に成功した。この結果，
活性中心付近において酸化的判反応の基質
である酸素分子と考えられる電子密度が観
測された。これによって銅イオンと酸素分子
の反応の通り道が明らかになった。また，高
分解能の結晶が得られたことから，異方性温
度因子からアミノ酸残基のゆらぎについて
の情報が得られるようになった。特に，
Arg381 の側鎖がビルトイン補酵素トパキノ



 

 

ン方向に大きく揺らいでいることは，本酵素
のプロトントンネリングを可能にする構造
的要因を明らかにするものである。 

 また，酸化的半反応の詳細な解析の結果，
従来，触媒反応中の袋小路の中間体 dead-end 

product と考えられていたセミキノン型補酵
素が反応の主経路に位置し，それを通って酸
素との反応が進行することが明らかになっ
た．（学会発表①） 
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