
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1995 年　　第 4号 ト ピ
ッ

ク ス 313

新規 な酵素補欠分子 TOPA キ ノ ンの 生合成機構

京都大学農学部 食品 工 学 科　玉 置尚徳

　ア ミ ン 酸化酵素 （AO ）は ，ア ミ ン 類 の 酸化的脱 ア ミ ノ 反応に よ っ て 生体内 ア ミ ソ の 調節に 関与する酵素で あ

り，銅 あ る い は FAD を 含むもの に 大別 され る．銅 を 含有す る AO に お い て は，以前 よ b本酵素が フ ＝
ニ ル ヒ ド

ラ ジ ソ と反応 して ク 卩 モ フ ォ ア を生成す る こ と よ り， そ の活性中心 に は反応性の 高 い カ ル ボ ニ ル 基の 存在 が 示唆

され て きた ．ピ リ ドキ サ ル リ ン 酸 や PQQ が 候補 に あが っ た もの の 同定 まで は 至らなか っ た．

　ig90年 oc　KI｛nmann らの グ ル ープは ウ シ 血漿由来の AO に つ い て 活性中心を含むペ プ チ ドを 分離し解析 し た 結

果，そ の 補欠分子 が こ れ ま で に 報告 さ れ て い な い ま っ た く新 し い タ イ プ の キ ノ ン 化 合 物 TOPA キ ノ ン ；3−

（2，生，5−trihydroxypheny1 ）
−L −alanine キ ノ ソ で あ る と報告 した ．1）そ の 後，大腸菌，酵 母 ，カ ビ な ど の 微生物 か ら高

等動植物 に 至 る多 くの AO が ク 卩
一ニ ソ グ され そ の DNA シ ーク ＝ ン ス が比 較 され た ．そ の 結果，　TOPA キ ノ ソ

は
一Asn一塾

一
（Asp ま た は Glu）−Tyr 一よ りな る コ ア セ ソ サ ス 配列 の 2 番 目 の Tyr 残 基 （下 線）が 翻訳後修飾を受け

て形 成 され る こ とが 示 唆 された ．2）

　TOPA キ ノ ン の 生成機構 に つ い て は ，二 つ の 可 能 性 が示 唆 さ れ て い る ．す な わ ち，翻訳 され た AO が 他 の 因

子 の 介在 に よ り TOPA キ ノ ソ へ 変換 さ れ る と す る 考え と，AO が 翻訳 さ れ た 段 階で 自動的 （自己触媒 的） に

TOPA キ ノ ン へ 変換 され る とい う もの で あ る ，谷澤 らは ，　 ATthrobactereloblfonnisの AO を ク P − ＝ ン グ し， コ ン

セ ソ サ ス 配列 の TOPA キ ノ ン IC変換 され る と考え られ る Tyr 残基を Phe残基 に 変えた 変異酵素 を 大腸菌で高発

現 させ た と こ ろ ，TOPA キ ノ ソ の 生成 お よび AO の 酵素活性 は 認 め ら れ な い と報告 した．3） また，　 AO 発現株を

培養す る 際に 培地中の 銅 を 除い て お く と，発現 した AO に は TOPA キ ノ ソ の 生成 もAO 活性 も認め られ な い が，

こ の AO に 溶存酸素存在下 in　oitro で銅を添加す る と TQPA キ ノ ン の 生 成 と酵素活性 の 回 復が 認 め られ て い る．

　さ ら に ，銅非存在下 の 培養菌体 よ り精製 した AO をネ イ テ ィ
ブ の ボ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 で 分 離 し，

PVDF 膜に 転写後同様 の 実験を行 っ た と こ ろ，キ ノ ソ 染色の 結果 よ り膜 に 転写 され た AO で も TOPA キ ノ ン の

生成が認 め られ る こ とを示 した ．i）

　ま た，Klinmann らは 酵母 HansenutaPolymerPha由 来 の AO 遺伝子を Saccharemlces　cerevisiae　tこ お い て 発現 させ た と

こ ろ TOPA キ ノ ン を 持 つ ア ク テ ィ ブ な AO が 得 られ た と報 告 して い る．5｝現在ま で の と こ ろ S．　cerevisiae 　？：は ，

AO の 存在 は 認 め られ て お らず，そ れ に もか か わ らず発現 した AO が TOPA キ ノ ン を 有す る ア ク テ ィ ブな酵素

で あ っ た こ とは ，AO に お け る TOPA キ ノ ソ の 生 成 機構が他 の 因子 に よ っ て 行わ れ る の で は な い こ とを示唆 し

て い る．

　AO に お け る TOPA キ ノ ソ の 生成 に は分子内Oこ 結合して い る銅原子 の 存在 が 必須 で あ る こ とが 示 され て きた

が，AO に お け る銅原子 の 分子内 リ ガ ソ ドに つ い て の 研究 も進 ん で い る．

　 AO に お い て は，以前 よ り三 つ の His残基 が銅 の リ ガ ソ ドとな っ て い る 可 能性が 分 光光 学 的 解 析 に よ り示 唆 さ

れ て い た ，酵 母 H 　pelymorpha由来 AO の
一

時構造の 比較に よ り，よ く保存 さ れ た His 残 基 の な か で TOPA キ ノ

ン に 変換 され る Tyr 残基か らの 距離 が一定 で あ る三 つ の His 残基 が 認 め られ た ．こ の うち の ひ とつ を Asp 残基

に 変換 した変異 酵素 は ，銅存在下 で 発現 させ た に もか か わ らず，AO 活性お よ び TOPA キ ノ ン の 生成 は 認 め ら

れ ず，ま た AO に 特有 の 472　nm に お け る 吸 光度が減少 して い た ．こ の 変異酵素 の 銅含量 は 野 生型 の そ れ に 比 べ

て 約 4 ％e しか 検 出 され な か っ tc　．　6）

　 こ れ らの 結果は ，こ の His 残基 が 分子 内銅 リ ガ ソ ドの
一

つ で あ る こ とを示すとともに ， 分子内の 銅の 存在が

TOPA キ ノ ン 生 成 に 重要 な役割を 果 た して い る こ とを 示 して い る．

　 TOPA キ ノ ン が ど の よ うな メ カ ニ ズ ム で 生成 され る の か は 解明 され て い な い が，　 AO 分子内 に 結合 して い る 二

価 の 銅原子に よ り特異的 な Tアr 残 基が酸化 さ れて 最終的 に TOPA キ ノ ソ とな る の で は な い か と考 え られ て い る ．

こ の よ うな酵素 の 活性発現機構 は 今ま で に な い ま っ た く新 し い 機構 で あ り，さ ら な る研 究成果 が 待た れ る ．
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