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研究成果の概要（和文）：一部反応が未同定であったアーキアのメバロン酸経路について、無細胞抽出液による放射標
識基質の変換試験や、既知酵素ホモログの機能同定を行った。その結果、Sulfolobus属アーキアからはアーキアにおい
て例外的な古典的メバロン酸経路を、Thermoplasma属アーキアからは3-ホスホメバロン酸を経由する新奇な変形メバロ
ン酸経路を見出した。
　また、Sulfolobus属アーキア由来のタイプ２イソペンテニル二リン酸イソメラーゼとジホスホメバロン酸デカルボキ
シラーゼについてX線結晶構造解析を進め、得られた構造および種々の分析結果から、新奇な触媒機構や活性制御機構
、および耐熱化機構を見出した。

研究成果の概要（英文）：A part of reactions in the archaeal mevalonate pathways were unidentified. Thus we
 performed the conversion assay of radio-labeled substrates by cell-free extract from archaea and function
al characterization of archaeal homologs of known mevalonate pathway-related enzymes. As the result, we di
scovered the classical mevalonate pathway, which is rare in archaea, from an archaeon of genus Sulfolobus,
 and a novel modified pathway, which passes through 3-phosphomevalonate, from an archaeon of genus Thermop
lasma. 
 We also performed X-ray crystal structural studies on type 2 isopentenyl diphosphate isomerase and diphos
phomevalonate decarboxylase from archaea of genus Sulfolobus. The obtained structures and the results of v
arious analyses showed novel mechanisms of catalysis, regulation of activity, and thermostabilization.  
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１．研究開始当初の背景 
 アーキアはメバロン酸経路によりイソプ
レノイド生合成を行うことが知られている。
しかし、古典的メバロン酸経路の後半部分の
連続する過程をそれぞれ触媒する、ホスホメ
バロン酸キナーゼとジホスホメバロン酸デ
カルボキシラーゼのホモログ遺伝子が大半
のアーキアのゲノムには欠けており、アーキ
アにおけるメバロン酸経路の全容は謎であ
った。その後、大部分のアーキアで保存され
た新奇酵素、イソペンテニルリン酸キナーゼ
の発見により、イソペンテニルリン酸を経る
アーキア特異的な変形経路の存在が提唱さ
れた。同経路ではホスホメバロン酸の脱炭酸
によりイソペンテニルリン酸が生じると予
想されていたが、同反応を触媒する酵素は未
同定であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 大部分のアーキアにおいて存在が示唆さ
れている変形メバロン酸経路は、古典的な同
経路には存在しない未知の酵素反応をその
一部に利用していると考えられる。これらの
酵素、および新奇代謝経路は有用イソプレノ
イド化合物の生物生産を代謝工学的な手法
で増進させる場合に高い利用価値を持つ可
能性がある。また、アーキアの種によっては、
例外的に他のアーキアには存在しない酵素
ホモログを持つものも存在し、古典的メバロ
ン酸経路を有する可能性のあるアーキアも
存在する。そこで比較ゲノム解析などのアプ
ローチにより見出されたそれらの酵素ホモ
ログの機能を明らかにし、複数種のアーキア
におけるメバロン酸経路の全体像を解明す
ることを目的とした。 
 
(2) アーキアのメバロン酸経路関連酵素につ
いて構造生物学的、および酵素化学的な解析
を行うことも本研究の目的である。特に、ア
ーキアのメバロン酸経路の最終反応を触媒
するイソペンテニル二リン酸イソメラーゼ
はタイプ 2に分類され、2価金属イオンのみ
を要求するタイプ１酵素とは異なり、還元型
フラビンモノヌクレオチドを要求する。我々
はこれまで、このフラビン補酵素が酸塩基触
媒として働く新奇な触媒機構を提案してい
るが、その詳細な理解には至っていない。そ
こで同酵素の反応におけるフラビンの電子
状態や、触媒における分子機構を、阻害剤や
変異導入を駆使して明らかにする。また、そ
れ以外の新奇酵素についても構造解析や反
応機構解析を進める。 
 
３．研究の方法 
(1) 好熱性アーキアである Sulfolobus 
solfataricus お よ び Thermoplasma 
acidophilum を実験対象とし、それらの無細
胞抽出液に対して放射標識したメバロン酸
経路中間体とATP、Mgイオンを与えることで、
菌体内に存在する酵素によりそれらがイソ

プレノイドへと変換されるか否かを観察し
た。また、それらのアーキアがもつメバロン
酸経路関連酵素ホモログを遺伝子クローニ
ングし、大腸菌による異種発現系を構築した。
精製タンパク質と放射標識基質を用いてそ
の酵素活性、基質特異性を明らかにし、それ
ぞれのメバロン酸経路を推定した。生成物と
して得られた新奇化合物については、MS や
13C-NMR によりその構造を明らかにした。 
 
(2) 大腸菌に異種発現させた Sulfolbus 
shibatae 由来のタイプ２イソペンテニル二
リン酸イソメラーゼおよびその変異体を精
製し、ハンギングドロップ法により結晶化し
た。その結晶を還元剤と反応機構依存性阻害
剤を含むドロップに浸すことで、結晶中で阻
害剤とフラビンのアダクトを形成させ、それ
を構造解析に用いた。さらに、同酵素への変
異導入によって過去に提案された反応機構
を提唱した。また、変異導入やX線小角散乱、
動的光散乱などの手法により、同酵素の多量
体形成に関するデータを得た。これに加え、
新たに見出された S. solfataricus 由来ジホ
スホメバロン酸デカルボキシラーゼについ
ても結晶化条件を探索し、得られた結晶につ
いて構造解析を行った。同酵素については変
異導入や還元処理を行うことで、ジスルフィ
ド結合と耐熱性の関係を調べた。耐熱性の評
価は CD による直接観察、および残存酵素活
性の測定により行った。また、ウェスタンブ
ロッティングにより菌体内における同酵素
の酸化還元状態を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) S. solfataricus を用いた実験結果はい
ずれも古典的メバロン酸経路の存在を示す
ものであった。アーキアにおける古典的経路
の存在はきわめて例外的なものであり、それ
が実証されたのは初めてである。さらに、同
菌から単離されたホスホメバロン酸キナー
ゼおよびジホスホメバロン酸デカルボキシ
ラーゼはアーキア酵素としては初の単離例
となった。一方、T. acidophilum からは、新
奇酵素であるメバロン酸 3-ホスホトランス
フェラーゼが見出された。この発見と、無細
胞抽出液による放射標識中間体の変換実験
の結果から、同菌においては、これまでに知
られていない新たな形状のメバロン酸経路
が存在することが明らかとなった。同経路は
古典的経路や、近年その存在が証明されたア
ーキア特異的変形経路とは異なり、ホスホメ
バロン酸（5-ホスホメバロン酸）を経由せず、
その異性体である 3-ホスホメバロン酸を中
間体とする。さらに、放射標識した同中間体
の変換実験の結果から、おそらく同経路はそ
の後、3,5-ビスホスホメバロン酸とイソペン
テニルリン酸を経てイソペンテニル二リン
酸を合成すると予想された。 
 
(2) S. shibatae タイプ 2 イソペンテニル二



リン酸イソメラーゼの阻害剤複合体結晶の
構造解析の結果、反応機構依存性阻害剤は還
元型フラビンモノヌクレオチドのC4a位にお
いてアダクトを形成していた。これは以前に
予測されていたN5位とは異なっており、我々
はこの結果から、C4a 位に負電荷が集中し、
それによって近傍に位置するカルボカチオ
ン中間体が安定化されるという機構を提唱
した。すなわち、この機構において還元型フ
ラビン補酵素は双性イオン状態を取り、N5 位
が一般酸として働いて基質をプロトン化す
る。これにより生じたカルボカチオン中間体
を、同じくプロトン供与により生じたアニオ
ン性還元型フラビンが安定化する。最終的に
N5 位が一般塩基として中間体からプロトン
を引き抜き、異性化反応が進行すると共に双
性イオン型の還元型フラビンが再生される、
というものである。また、新たな条件での構
造解析の結果、同酵素は基質の非存在下にお
いて８量体を、基質結合時に４量体を形成す
ることが示唆された。この仮説は種々の機器
分析の結果からも支持され、おそらく多量体
構造の変化により酵素活性が制御されてい
ると予想される。また、S. solfataricus の
ジホスホメバロン酸デカルボキシラーゼの
構造解析にも成功した。同酵素はホモダイマ
ーで、そのサブユニット間にジスルフィド結
合が存在していた。このジスルフィド結合は、
同酵素の耐熱性に大きく寄与していること
が示され、また、S. solfataricus の細胞内
においても形成されていることが示唆され
た。 
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