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研究成果の概要（和文）：多くの生理活性ペプチドの活性発現に必要とされる C 末端アミド構造は
PHM ドメインおよび PAL ドメインをもつ酵素 PAM の触媒作用によって生成される。本研究では、酵素
PAM に含まれる金属イオンの役割を明確にすることによる酵素反応機構の解明をめざした。金属を除
去したアポ型酵素および一連の金属再構成酵素を作製し、それらの酵素活性の測定を行った。その
結果、Apo-PAM/PAL では酵素活性が消失したが、再構成 Cu-PAM では PHM 活性が、再構成
Zn-PAL では PAL 活性が認められ、また、再構成 Cu, Zn-PAM では PAM 活性が認められた。さらに
他の金属再構成酵素についても検討を行い、PAMの酵素反応機構について考察を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Peptide C-terminal α-amide groups essential for the full biological activity 
of many peptide hormones are produced by a bifunctional peptidylglycineα-amidating enyme (PAM). 
PAM consists of peptidylglycineα-hydroxylating monooxygenase (PHM) and peptidylamidoglycolate 
lyase (PAL). The purposes of this study are the clarification of the roles of the metals in PAM for 
understanding its reaction mechanism. We prepared Apo-PAM/PAL and Metal(s)-substituted 
enzymes. Apo-enzymes are remarkably diminished the PHM and PAL activities. But the 
Cu-substituted PAM restored the PHM activity, the Zn-substituted PAL restored the PAL activity, 
and the Cu, Zn-substituted PAM fully restored the PAM (PHM and PAL) activity. In addition, the 
effects of a series of divalent metals on the PAM activity were determined. Based on the findings, we 
will discuss the roles of the enzyme-bound metals in the PAM reaction.  
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１．研究開始当初の背景 
 神経伝達物質・ホルモンとして機能する多くの
ペプチドは、C末端アミノ酸残基がアミド化され
ており、このアミド構造が生物活性の発現に重
要な役割を果たしている。この C末端アミド基は
C末にグリシン残基をもつアミド化ペプチドの直
接の前駆体から、図1に示す2段階の酵素反応
により酸化的解裂を受けて生成される。まず第 1
酵素である PHMによってグリシン残基の水素の
脱離と水酸化が起こる。このモノオキシゲナ－ゼ
反応の電子供与体は ascorbate である。ついで
生じた水酸化グリシン中間体は第 2酵素である
PAL によってアミド化ペプチドとグリオキシル酸
に解裂される。 
 

 
 

 PAL については、反応機構の解明は全く進ん
でおらず、酵素学的にも不明な点が多く残され
ている。解明すべき問題の 1つは酵素に結合す
る金属イオンの役割である。PAL 反応が EDTA
処理により阻害され、Zn2+, Co2+, Cd2+の添加によ
って一部活性が復活することから、PALには何ら
かの二価金属イオンが必要である。我々を含め
いくつかの研究グループは、PAL に 1 mol の
Zn2+と 0.2–0.7 mol の Fe が結合していることを明
らかにしているが、これ以外に金属イオンの役割
に関する大きな進展はなく、PAL における金属
イオンの役割はなお不明である。第 2 の問題点
は、反応に関わるアミノ酸残基である。PAL 反応
の本質は水酸化グリシンの水酸基が塩基触媒
によって脱プロトン化されることでもっとも合理的
に理解される。そうであれば、活性中心におい
て塩基性アミノ酸あるいは金属に配位した OH-

が触媒塩基として機能しなければならない。
我々は Arg 残基の化学修飾により PAL 活性が
100%阻害されることを見出し、Arg が触媒塩基と
して深く関与していることを示唆した(Prot. Expr. 
Purif. 28, 293, 2003)。従って PAL 反応の全貌を
明らかにするためには、金属イオンの役割の解
明や結晶構造解析による活性中心部位の構造
解明が求められる。 
 また、PHM と PAL は本来はひとつの mRNA に
エンコードされており、2 頭酵素 PAM として翻訳
されるが、種によっては、限定分解を受け別々
の酵素として機能する場合と、限定分解を受け
ず二頭酵素として機能する場合が有る。両酵素
の間に何らかの基質チャンネリングが存在する
か否かは興味深い問題であるが、現在のところ
両酵素がそれぞれ単独で働くのか複合体として
働くのか、その相関はわかっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、酵素 PAMに含まれる金属の役割、
とくに PAL ドメイン中に含まれている Zn や Fe イ

オンの役割の解明、および PHM・PAL間の共同
作用の実体を、分光学的、生化学的および構造
学的研究により明らかにし、ペプチド C末端アミ
ド化酵素の全貌を解明することを目的とする。 
(1) PAL における金属イオンの役割と反応に関
与するアミノ酸残基の役割: PAL における Zn2+

の役割には、触媒的あるいは構造的役割の2つ
の可能性があるが、我々は一連の水和2価金属
イオン(Mn2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Cd2+)自身が、
一般塩基触媒として非酵素的に PAL 反応を促
進することを見いだし、PAL 活性中心の Zn2+に
配位した水分子が触媒塩基として機能する可能
性を示唆している（Biochemistry 48, 1654–1662, 
2009）。他の Zn 含有水解酵素で見いだされたよ
うな、金属除去･置換による活性の低下と回復あ
るいは kinetic parameter の変化は、PAL の研究
上非常に重要な意味を持つ。また、Zn2+が触媒
的に機能しているならば、多くの場合 Zn2+は四
面体配位環境にあり、水分子が１つの配位子と
して結合していると考えられる。このような配位環
境にCo2+が置換した場合、Co2+はhigh spin状態
で安定化するため、特異的な ESR spectrum が
得られることが期待される。また、Fe の反応への
関与については、我々は次の理由から否定的
に考えている。我々の野生型酵素標品には例
外なくほぼ 1 mol の Zn2+が含まれるのに対し、Fe
含量は 0.2–0.7 mol と大きくばらついている。一
部の研究者は、Zn2+と Fe が bimetallic center を
形成する可能性を指摘しているが (JBC. 281, 
20873, 2006)、我々の予備実験ではむしろFeは
PAL活性に対し阻害的に働いている。PAL反応
における金属の役割の解明は、他の金属酵素
の理解に重要な情報をもたらす。 
(2) PAMの結晶化と構造解析: 2 頭酵素PAMの
構造解析はPHMとPALの協同作用の実体を知
るために必須である。また、PAL はこれまでの予
備実験から既知の亜鉛酵素とは異なるユニーク
な構造的性質を持つ可能性が期待され、PAL
の反応理解にとどまらず、新たな亜鉛酵素カテ
ゴリーを見出す可能性を含んでいる。 
 
 
３．研究の方法 
 実験すべてにおいて必要な PAMおよび PAL
は CHO-K1 を用いて発現させたヒト由来組換え
蛋白質を用いた。PAMは C末端に膜結合領域
を持つが、その領域を除いた蛋白質を発現し、
実験に使用した。蛋白質は各種クロマトグラフィ
ーを行うことにより、高純度に精製したものを使
用した。 
(1) ヒト PAM の金属除去および金属置換実験 
 a) ヒト PAM の金属除去と金属分析：この酵素
に対する金属除去を、我々が考案した装置を用
いて行った。この装置は、4℃に保ったフラスコ
内の透析外液に、酸素を完全に除去したアルゴ
ンガスを持続的に通気することで、厳密な嫌気
状態が保たれるように設計されている。透析外
液への試薬の添加は嫌気的に行った。透析カ
セット内の酵素タンパクを、各種キレート剤およ
び還元剤を含む緩衝液に対して透析した。透析
前後で、酵素タンパク質に含まれる金属含量は
ICP-MS (誘導結合プラズマ質量分析装置, 久

図 1. 2 頭酵素 PAM におけるペプチド C末端アミド化反応 

 



 

 

留米リサーチパーク・オープンラボ設置装置の
共同利用)にて測定し、金属除去効果を確認を
行った。 
 b) 金属除去酵素の再構築と反応解析 
得られた金属除去酵素を、様々な濃度の金属イ
オン溶液中でincubateし、金属再構成酵素の構
築を行った。それぞれについて PHMおよび
PAM活性については Tyr-Val-Gly 誘導体を基
質に用い、PAL 活性については
Tyr-Val-hydroxyGly 誘導体を基質に用いて酵
素活性測定を行った。単独の金属イオンで PAL
活性が回復するか、あるいは複数の金属イオン
が同時に必要かについても検討を加えた。 
(2) ヒト PHMおよびPAL発現細胞の樹立: PHM
およびPALドメインを用いた反応解析を行うため、
ヒト由来 PHM ドメインおよび PAL ドメインの発現
系の構築を行った。 
(3) ヒト PAL の金属除去・金属再構成および反
応解析: (1)と同様の方法を用いて、PAL につい
て金属除去、金属再構成およびそれぞれにつ
いて活性測定を行った。 
(4) PAM の結晶化:我々は、2 頭酵素 PAMの発
現・精製系を確立して以来、その結晶化に着手
しており、いくつかの結晶化条件において、針状
結晶が再現性よく生じることを見い出している。
この結晶が有機物や塩の結晶ではなくタンパク
質の結晶である事はタンパク質結晶染色色素を
用いて確かめているが、この結晶は複数の結晶
の混在であるため、構造解析に適していない。
そこで、さらに沈殿剤や塩の濃度変化、金属イ
オンの添加などを行い、結晶化条件の最適化を
行った。また、糖タンパク質の不均一性を解消
するために酵素的手法や変異導入における脱
糖鎖についても行った。また基質結合型PAMの
構造解析を得るため、結合させる基質として C
末端にピルビン酸を結合させた基質アナログで
ある N-acetyl-Phe-pyruvate を用いた結晶化に
ついても試みた。このものはPALの基質とはなら
ず、競合阻害剤として働くことが知られている
(Biochem. J. 350, 521, 2000)。 
このような実験から得られた情報を総合して，二
頭酵素PAMの反応機構の詳細について考察し
た。 
 
 
４．研究成果 
(1) 二頭酵素 PAM を用いた金属除去実験にお
いて、透析外液に o-Phenanthroline を加え、さ
らに還元剤にNa2S2O4を用いることで、PAM中の
ほぼすべての Fe イオンを除去することに成功し
た。透析前の PAMには、560 nm にアミノ酸から
Fe への LMCT バンドが確認されているが、透
析後にはこの吸収が消失する。活性測定の結
果、Apo-PAMに Cu イオンを添加して得られた
再構成Cu-PAMには水酸化中間体の生成がみ
られ、PHM 活性が回復された。Apo-PAMにCu
と Zn イオンを添加して得られた再構成 Cu, 
Zn-PAMにはアミド化ペプチドの生成がみられ、
PAM 活性が回復された。一方、Apo-PAMに
Cu と Fe イオンを添加して得られた再構成Cu, 
Fe-PAMには水酸化中間体のみが生成し、アミ
ド化ペプチドの生成活性は確認されなかった。

このことから、PAL 活性の発現には Fe イオンを
必要としない事が明らかとなった。さらに金属を
組み合わせて詳細に反応解析を行う事で、いく
つかの金属イオンがその酵素活性を促進または
阻害することを突き止めた。複数の金属サイトが
存在する二頭酵素PAMではそれ以上の解析が
困難であったため、各ドメインを用いた反応解析
を行う必要があった。 
(2) そこで、PHMドメインおよびPALドメインの発
現系の構築について検討を行った。既存のヒト
由来 PAM発現ベクターから PHMおよび PAL
遺伝子それぞれのサブクローニングを行い、
CHO細胞にそれらの遺伝子を導入した。限界
希釈法で希釈して 96 穴プレート上で培養した
結果、各ドメインの高発現細胞を樹立することが
できた。 
(3) 今回新たに樹立したPAL発現細胞からPAL
を精製し、得られたPALから含まれる金属イオン
の除去を行った。この金属除去PALおよび金属
再構成 PAL を用いて反応解析を行うことで、
PAL 活性の発現に必要な金属イオンを明らかに
した。この実験においても二頭酵素 PAM を用い
たときと同様にPAL活性の発現にはFeイオンを
必要としない事が明らかとなった。さらに金属除
去 PAL に添加する金属イオンの種類によって
PAL 活性を促進または阻害することを突き止め
た。これら一連の研究によって 2頭酵素 PAMに
含まれる全ての金属イオンの役割が明らかにさ
れた。 
(4) PAM の結晶化についてであるが、まず糖タ
ンパク質の不均一性を解消するために行った酵
素的手法や変異導入法を用いて脱糖鎖PAMを
作成したところ、非常に早く分解することがわか
り、糖鎖が酵素の安定性に大きく寄与しているこ
とが明らかとなった。結晶化条件の最適化につ
いて検討したところ、さらにいくつかの条件にお
いて結晶が生じたが、いずれも構造解析に適し
た結晶ではなかった。基質存在下における結晶
化についても同様であった。しかし、今回の研究
で新たに得られた PHMおよび PAL ドメインおよ
び二頭酵素 PAM の金属除去および金属再構
成体は、結晶構造を得るための新たな可能性の
１つである。 
 
以上のように、本研究では酵素 PAMに含まれる
金属イオンの役割を明確し、さらに金属イオンの
種類によって酵素活性を促進または阻害するこ
とが明らかとなった。また、得られた金属除去お
よび金属再構成酵素は2頭酵素PAMの機能解
明につながるのみでなく、結晶構造解析や新規
な酵素反応の発現などに大きな可能性を見い
だした。 
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