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研究成果の概要（和文）：リコンビナントSULT2A4を大腸菌で発現し、基質特異性を検討した。

その結果、胆汁酸類のC-7位の水酸基を特異的に硫酸化することが明らかとなった。次に、反応

機構解明のため、触媒中心に位置するLeu99およびHis48を標的として部位特異的変異の導入を行

い、変異酵素を作製し解析を行った。その結果、全ての変異酵素でVmax/Kmの値が低下した。

さらに、L99H、H48T、H48NはKm値を著しく大きくしたことから、基質との親和性に関わる残

基であると判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Recombinant mouse SULT4A1 was expressed in E. coli.  This 

SULT can catalyze the sulfation of 7-hydroxy group of bile acids.  The site specific 

mutagenesis experiments show the Leu99 and His48 are important amino acid residues for 

substrate recognition and enzyme catalysis. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 新 規 硫 酸 転 移 酵 素 (SULT2A4) は
EST(Expression Sequence Tag) data base のクロ
ーン(clone 1499725)として機能未知の硫酸転
移酵素として同定された。現在までに、我々
の研究室において SULT2A4 をクローニング
し、リコンビナント酵素の発現系を確立した。
大腸菌で発現したリコンビナント SULT2A4

は、その基質特異性を検討した結果、通常

SULT2 ファミリーの硫酸転移酵素が効率よ
く硫酸化するプレグネノロンやデヒドロエ
ピアンドロステロン(DHEA)に対して全く活
性を示さなかった。そこで、ステロイド骨格
を基本構造として持つ化合物に対する基質
特性を幅広く検討した結果、胆汁酸であるコ
ール酸やケノデオキシコール酸に特異的な
活性を示すことが判明した。よって、胆汁酸
を中心に基質特異性を検討した結果、Ｃ-７位
に水酸基を持つ胆汁酸を特異的に硫酸化す
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ることから、Ｃ-７位の水酸基特異的な新規硫
酸転移酵素であることが酵素学的研究から
示唆された。 

 現在までに報告されている胆汁酸の硫酸
転移酵素は、Ｃ-３位の水酸基の硫酸化であり、
Ｃ-７位の硫酸転移酵素に関する報告は無い。
Ｃ-３位の硫酸化は、SULT2A1 や SULT2A2

などステロイドホルモンの代謝に関与する
硫酸転移酵素が関与し、胆汁酸特異的な硫酸
転移酵素は存在しないとされてきた。Ｃ-７位
の水酸基は胆汁酸に特異的であり、このこと
からも SULT2A4 が胆汁酸特異的な硫酸転移
酵素として初めて同定された酵素であり、そ
の生理的な意義を解明することは重要であ
る。 

 さらに、九州大学の角田准教授との共同研
究において SULT2A4 の立体構造の解明を行
った。基質であるコール酸との複合体の結晶
構造解析の結果より、コール酸（水色の構造）
のＣ-７位の水酸基が硫酸供与体である PAPS

と相互作用できる位置に存在することが示
された（図１）。このことより、SULT2A4 が
胆汁酸Ｃ-７位特異的硫酸転移酵素であるこ
とが構造生物学的に証明されたことになる。
今後の展開として、胆汁酸Ｃ-７位の硫酸化の
生理的意義の解明を目指して本研究提案を
実施する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ SULT2A4 触媒部位のアミノ酸残基と
コール酸 

 

 

２．研究の目的 

 胆汁酸Ｃ-７位の硫酸化に関与する新規
硫酸転移酵素(SULT2A4)がマウスに存在
することを明らかにしていた。よって、本
研究計画の期間内に SULT2A4の酵素学的
諸性質の詳細な検討から胆汁酸Ｃ-７位の
硫酸化の生理機能解明を目的に研究を行う。 
 SULT2A4 の酵素学的諸性質の検討とし
て、まず一次胆汁酸および二次胆汁酸とし
て知られている胆汁酸類及びその代謝物で
ある胞合胆汁酸類に対して幅広く基質特異
性を検討し、各基質に関する親和性の指標

となる Kmおよび Vmaxを決定する。 
 さらに、アミノ酸配列および立体構造解
析より判明した特徴的な点として、現在ま
でに報告されているすべての低分子硫酸転
移酵素(SULT)の中で、この硫酸転移酵素の
みが活性中心に重要なＮ末端から１００ア
ミノ酸付近のヒスチジン残基を有していな
いことがあげられる。このことは、硫酸転
移酵素の反応メカニズムを考える上で、
SULT2A4 のみがその他すべての硫酸転移
酵素において共通に保存されているヒスチ
ジンを触媒残基とする反応メカニズムと異
なる点であり、化学反応として硫酸化のメ
カニズムを理解する上で新しい知見をもた
らすと考えられる。よって、本研究計画に
おいて、本来ヒスチジン残基である位置の
Leu99および構造解析の結果、胆汁酸のＣ
-７位水酸基と近接する His48 および
Glu237 を標的とした部位特異的変位の導
入により、鍵となる触媒残基の特定及び反
応メカニズムの解明を目指した研究を実施
する。 
 これらの一連の研究により、胆汁酸Ｃ-
７位硫酸化の生理的意義を解明する。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 胆汁酸特異的硫酸転移酵素 SULT2A4の基

質特異性の解明 

 リコンビナント SULT2A4は既に大腸菌
において発現したものを使用した。幅広く
胆汁酸類の硫酸化を検討し、硫酸化される
基質に関して Km、Vmax など酵素学的パ
ラメーターの決定を行った。 
 硫酸転移酵素の活性測定には、硫酸供与
体として PAPS (3’-Phosphoadenosine 
5’-Phosphosulfate) を用いた。高感度な硫
酸転移酵素アッセイには、35Sで放射活性
ラベルした硫酸供与体[35S ]-PAPSを酵素
的に調製して研究に使用した。 
 

(2) SULT2A4 の部位特異的変異の導入による

触媒反応メカニズムの解明 
 部位特異的変異の導入は、調製済みであ
る大腸菌発現プラスミド pGEX-4T1にサ
ブクローニングした SULT2A4 を鋳型に、
PCRを基盤として変異を導入した。 
 L99H、H48T、H48N、E237A、E237Q の５
種類の変異酵素を作製した。 

 

(3) 胆汁酸硫酸転移酵素の動物種間における

比較解析 

 ゼブラフィッシュリコンビナント SULT

は、pGEX-2TK または pET23c を発現ベクタ
ーとして大腸菌で発現し、精製したものを使
用した。 



 

 

 
４．研究成果 

(1) 胆汁酸特異的硫酸転移酵素 SULT2A4の基

質特異性の解明 

 リコンビナントSULT2A4を大腸菌で発現し

、得られた酵素を用いて基質特異性を検討し

た。その結果、予想していたとおり胆汁酸類

のC-7位の水酸基を特異的に硫酸化すること

が明らかとなった。またSULT2A4のコール酸

を基質にした場合の至適pHが6〜6.5と低いこ

とを明らかにした。また、コール酸、ケノデ

オキシコール酸、タウロコール酸、タウロケ

ノデオキシコール酸、グリココール酸に対す

るKm値、Vmax値を決定した。その結果、コ

ール酸がもっとも効率よく硫酸化を受ける基

質であることが判明した。 

 

(2) SULT2A4 の部位特異的変異の導入による

触媒反応メカニズムの解明 

 SULT2A4の反応メカニズム解明のため、触

媒中心に位置するLeu99およびHis48を標的

として部位特異的変異の導入を行い、変異硫

酸転移酵素を作製した。L99H、H48T、H48N

、E237A、E237Qの５種の変異酵素を作製し 

解析を行った。一般に硫酸転移酵素SULT

は、Leu99(SULT2A4の場合)の位置にHis

が保存され、触媒残基として機能してい
る。SULT2A4においては、保存されたHis

が無く、His48が代わりの触媒残基としてプ
ロトンを引き抜く重要な残基と予想された
。H48T、H48Nの解析結果より、His48に変
異を導入した変異酵素においては、活性が
著しく低下し、予想を指示する結果が得ら
れた。さらに興味深い結果として、L99Hに
おいては、活性は比較的保持されたまま、
野生型SULT2A4では全く活性を示さなかっ
たPregnenoloneやDHEAに活性を示すよう
になった。この結果は、ステロイドC-3位
の水酸基を硫酸化したと考えられ、変異
により導入されたHis99がステロイドC-3

位の水酸基からプロトンを引き抜き、硫
酸化反応を触媒したと考えられた。
Glu237の変異酵素においては、活性低下
はほとんど確認できなかった。 

 ミュータント酵素を用いて、コール酸をモ

デル基質にした場合のKmおよびVmaxなど

の酵素反応パラメーターを検討した。その結

果を表１に示すが、L99H、H48T、H48N、E237A

、E237QでVmax/Kmの値が低下した、すなわ

ち全ての変異酵素で反応効率が低下した。特

に、L99H、H48T、H48Nでは著しい反応効率

の低下であった。さらに、L99H、H48T、H48N

はKm値を著しく大きくしたことから、基質と

の親和性に関わる残基であると判明した。 

 

表１．SULT4A1の変異酵素の反応速度定数 

酵素名 Km Vmax Vmax/Km 

 (M) (pmol/min/mg)  

wild type 1.2 73.5 61.3 

H48N 185.9 26.9 0.14 

H48T 30.5 2.9 0.11 

L99H 393.5 158.7 0.4 

E237A 13.9 74.1 5.35 

E237Q 9.3 60.6 6.51 

 

 

 

(3) 胆汁酸硫酸転移酵素の動物種間における

比較解析 

 マウスでは、SULT2A4が特異的に胆汁酸硫

酸化に関与するが、ヒトやゼブラフィッシュ

など異なる生物種ではどの硫酸転移酵素が胆

汁酸硫酸化に関与するのか確認し、ヒトでは

SULT2A1が、ゼブラフィッシュではSULT3 

ST2およびSULT3 ST3が幅広く胆汁酸硫酸

化に関与することを明らかにした。 

 

 これらの結果より、マウス SULT2A4 は、
胆汁酸 C-7位の水酸基を特異的に硫酸化する
非常にユニークな硫酸転移酵素である。その
生理機能としては、細胞毒性の高い２次胆汁
酸の生成を抑える機構への関与が考えられ
た。すなわち１次胆汁酸から２次胆汁酸への
腸内細菌による代謝の初期に関わる C-7位の
脱水酸化をあらかじめ硫酸化しておくこと
で抑制し、毒性の高い２次胆汁酸の生成を抑
制する解毒機構として機能している可能性
が考えられた。 
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