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トリプ トフ ァ ン 合成酵素

一 X 線結晶解析 と部位特異的変異
一

岡 山大学 自然科学研究科　神崎　浩

　 ト リ プ トフ
ァ

ソ 合成酵素 （EC 　4．2，1，20）は ト リ ブ ト フ
ァ

ソ 合成経路 の 最終段階 ， すなわ ち イ ソ ドール グ リ セ Pt

3一リ ン 酸 と L一セ リ ソ か ら ト リ プ トフ
ァ

ン の 合 成 を触媒す る ピ リ ドキ サ
ール 酵素で ある ．原核生 物 に お い て 本酵素

は α
一サ ブ ユ ニ

ッ トと β
一サ ブユニ

ッ トか らな る α壷 複合体 と して 存在す る ．こ れ ま で 大腸菌 の 酵素 に つ い て，両

サ ブ ユ ニ
ッ トが別 々 の 反応 を 触媒す る （各 々 を α 反応，β反応，また 本来 の 反応を α 島反応 と呼ぶ 〕， 各 サ ブ ユ

＝
ッ ト単 独 で も活性を 示 す が 複 合 体 で は 著 し くそ の 触媒能 が 高thられ る，反応中間体 と考 え られ る イ ソ ドール が

遊離 されず に 反応 が 進行す る，などの 興味深 い 知見が 既 に 得 られ て い た．そ こ で ， 本酵素 に つ い て の 最近 の め ざ

ま しい 進歩 に つ い て 紹介す る．

　現 在 タ ソ パ ク 質研 究分野 に お い て X 線結晶解析 に よ る立 体構造 の 解 明 が 盛 ん に 行わ れ て お り，その た め に は

良い 単結晶の 取得が一
番 の 問題 と され て い る．本酵素 に お い て は ，大腸菌 の 酵素を用 い て 結晶化 が 行 わ れ て きた

が成 功 し な か っ た ．と こ ろ が 大腸菌 と近縁 で あ るサ ル モ ネ ラ 菌 の 酵素か ら単結晶が 得 られ，2．5A の 分解能で X

線結 晶解析 に 成功 し た ．L〕由 来 の 異 な る 酵素を 用 い る こ と に よ り結晶化 に 成功 し た 例 で あ る．

　も っ とも画期的 で あ っ た の は 両 サ ブユニ
ッ トの 活性 中心 間に 反応中間体 と考えられ る イ ソ ドール の 通 り道

“

イ

ン ド
ール ト ソ ネ ル

「
が 見 い だ され た こ とで あ る．こ の ト ン ネ ル （チ ャ

ン ネ ル ） の 発見に よ り従来推測 され て きた

反応機構す な わ ち，α
一反応 に よ っ て 生 じ た イ ン ド

ール は 酵素 タ ン パ ク 質か ら遊離 せ ずβ一反応 の 基質とな る とい

うこ とが 裏付け られた ．こ の ト ソ ネル の 周辺に は 疎水性 の ア ミ ノ 酸残基 が 存在 し，イ ン ドール が 通過 しや す い 構

造 を と っ て い る．

　α
一サ ブ ユ ニ

ッ トは （α 1β）s
バ レ ル （樽） とい う特徴的 な 構 造 を と っ て お り，1） こ の 構造 を と る 酵素 は 現在 まで に

11種知 られ て い る が， ト リ プ トフ
ァ

ン の 生 合成 に 関与す る 大腸 菌の フ
ォ

ス フ ォ リ ボ シ ル ア ン ト ラ ニ ル 酸 イ ソ メ

ラ
ーゼ ： イ ン ドール グ リセ ロ ール リ ン 酸合成酵素複合体の 両 サ プ ユ ＝

ッ
トが こ れ に 含 まれ て い る とい うの は 興味

深い ．また cr一反 応 の 基質ア ナ ロ グ で あ る イ ソ ドール プ ロ パ ノ ール リ ン 酸存在下 で の 差電子密度 図 か ら α
一サ ブ ユ

ニ
ッ ト活性部位 の 詳細 な構造が判明 した．こ れ ま で大 腸菌酵素で 取得 され て い た 不 活性 な ミ ス セ ン ス 突然変異体

（8 残基）の 変異残基 は すぺ て 活 性 部位に 存在 し，反応機構は
“
push

−pull
”
型
一

般酸塩基触媒反応 で あ り Asp60 ，
Glu49 が触媒残基 で あ る ．　 Glu49 に つ い て は ，不 活性型変異酵素 が い くつ か 知 られ て い た 上 に ，現在 で は Arg を

除 く19種 の 酵素が得 られ て お り，変異 酵素は すべ て 不 活性 で あ る．2）Asp60　 iこつ い て も部位特異的変異法に よ り

4 種 の 変異 酵素 が得られ Gln 以 外 は 不 活性 で ，　 GLu60 は 野 生型 の 15％ の 活性を示 す．　s）　Asp60 が フ レ キ シ ブ ル な

ル
ープ 上に 存在 し，基質 へ の 距離を調節 で ぎる た め ，Glu の カ ル ボ キ シ ル 基 で も活性 が 発現す る と考 k られ ，疎

水部位 に 埋 め 込 まれた Giu　49 が 他 の ア ミ ノ 酸残基 の 置換を許 さな い の と対照的 で ある，

　Tyr175
，
　Gly211 に つ い て も大腸菌酵素 で 変異酵素 が 得 られ て お り 1残基 の み の 変異 で は ま っ た く活 性 が な い の

に 対 し，あ る二 重変異酵素 （Tyr175 → Cys　Gly211 → Glu）で は 活性が 復活す る こ とが 知 られ て い た．4）サ ル モ ネ ラ

菌 の 酵素 に つ い て もま っ た く同様 の 結果が 得 られ て お り，こ れ らの 結果 は X 線解析 データ と コ ソ ピ ＝L　一タ グ ラ

フ
ィ ッ ク ス に よ り，Tyr と Gly の 占め て い た 基 質 の 結合 に 必 要 な 空 間 が 二 重 変異 に よ っ て うま く復元 され た た め

と判明 した．3｝こ れ は 旧来 の 分 子遺伝学 で 見 い だ され て きた 現 象を 直接証 明 した
一

例 で あ る．

　
一

方 ， β
一サ ブ ユ ニ

ッ
ト に は N一ド メ イ ン ，C 一ドメ イ ン の 2 つ の ド メ イ ン が 観察 され，そ れ ら 2 つ の ドメ イ ン に

は さ まれ る よ うに 活 性 中 心 ，イ ン ドール ト ン ネ ル が 存在す る．L）両 ド メ イ ソ の 中心 部 の 構造 は 非常 に よ く似 て お

り立体的に 重ね合わ せ る こ とが で きる．現在 の とこ ろ，基質 ア ナ 卩 グ存在下 で の X 線結晶解析 が なされ て い な

い た め 基質結合部位の 詳細は わ か っ て い な い が，補酵素 ピ リ ドキ サ
ー

ル リ ン 酸周辺 の ア ミ ノ 酸残基 に つ い て ア ミ

ノ 酸 置 換 に よ り研 究 が 進 め られ て い る．Lys87 は シ ッ
フ 塩基形成 に 関与す る だ け で な く，こ れ ま で His86 の 機能

と考え られて きた 基質 L一セ リ ソ の α
一プ ロ ト

’
f の 引き抜 きを触媒す る こ とが 判明 した．5〕さらに Glu350，

　 Glu109
に つ い て そ の 酵素触媒機能に お け る役割 が 検討 され て い る ．

　 本 酵 素は ，3 次 元 構造 が 判 明 し，そ れ に よ り部位特異的変異 の 解析 が 急速 に 進歩 し た 好例 で あ り，さ ら に α
一，

β
一両反応 の 反応機構，中間体の Channeling，両サ ブユニ

ッ トの 結合，タ ソ パ ク質の 折 りた た み等の 研究が さ らに

進む もの と期待され る．
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