
１． は じ め に

ヒトを含む生物の体内では，種々の超活性種が生成・消

滅している．ラジカルはこの一つで，不対電子をもち反応

性が極めて高いため，組織障害，DNA損傷，細胞死など

を引き起こす．他方では，シグナル伝達や生体防御に重要

な役割を演じているラジカルもある．また，ある種の酵素

は化学的に困難な反応を触媒するのに，活性部位に生じた

ラジカルや求核種，求電子種の高い反応性を制御しつつ活

用し，種々の代謝や光合成，DNA修復などに関与してい

る．例えば，ビタミン B１２関与酵素は，アデノシルコバラ

ミン（AdoCbl）を補酵素とする酵素ではラジカル，メチ

ルコバラミン（MeCbl）を補酵素とする酵素では最強の求

核反応剤とされる cob（I）alamin（B１２s）の高い反応性を触

媒に利用する．これら超活性種が副反応を起こして消滅す

ると，酵素は不活性化される．これらの酵素は超活性種を

いかにして制御しつつ利用し，化学的に困難な反応を触媒

するのであろうか．筆者は，その理解には生化学，構造生

物学，理論化学を基盤とした三位一体の研究が必要である

と考える．さらに，これらは超活性種を含むがゆえに不活

性化を受け易いが，活性維持に関わるタンパク質（分子

シャペロン様再活性化因子や補酵素再生に関わる酵素群）

がゲノムにコードされていることも明らかになりつつあ

る．したがって，ヒトを含む生物は超活性種の副反応に

よって起こるこれらの不活性化をすでに織り込み済みであ

ると言える．本稿では，B１２酵素本体とその活性維持シス

テムに焦点を当て，生物の超活性種活用戦略について述べ

る（以前の本誌総説１）も参照されたい）．

２． B１２関与酵素の生化学

（１） B１２関与の酵素反応

ビタミン B１２は生体内で AdoCblまたはMeCblに変換さ

れて働く（図１）．これらはいずれも自然界に他に類例を

みないコバルト―炭素（Co-C）シグマ結合を有する有機金

属化合物であるが，作用機構と代謝的役割は大きく異な

る２，３）．すなわち，AdoCblは図２Cの一般式で示される約

１０種類の分子内基転移反応（炭素骨格組換え４―７），ヘテロ

原子脱離８―１３），分子内アミノ基転位１４，１５）およびリボヌクレオ
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チド還元反応１６，１７）に補酵素として関与する．AdoCblの Co-

C結合はホモリシスし，生じるアデノシルラジカル

（Ado・）が触媒ラジカルとなって反応はラジカル機構（非

極性機構）で進行する．一方，MeCblなどメチルコリノ

イドはメチオニン生合成１８，１９），嫌気的酢酸生成２０），メタン

生成２１）等のメチル基転移反応の補酵素として働く．これら

図１ 補酵素型 B１２とアナログ
A．アデノシルコバラミン（AdoCbl）．B．メチルコバラミン（MeCbl）．C．シアノコバラミン
（CN-Cbl）．D．ヒドロキソコバラミン（OH-Cbl）またはアクアコバラミン（aqCbl）．E．アデニニル
アルキルコバラミン（n＝２のときアデニニルエチルコバラミン AdeEtCbl；n＝５のときアデニニルペ
ンチルコバラミン AdePeCbl）．F．cob（II）alamin（B１２r）．G．cob（I）alamin（B１２s）．［Co］はコバラミン
部分を示す．

図２ AdoCblが関与する２，３の酵素反応と最小機構
A．ジオールデヒドラターゼ（DD）反応とグリセロールデヒドラターゼ（GD）反応および DDの標識実験の
結果．B．エタノールアミンアンモニアリアーゼ（EAL）反応と標識実験の結果．C．AdoCbl関与転位反応の
一般式．D．AdoCblの Co-C結合開裂とアデノシルラジカルによって触媒される分子内基転移反応の最小機構．
SH，基質；PH，生成物；S・，基質ラジカル；P・，生成物ラジカル；［Co］，コバラミン部分；X，転移基．
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の反応では Co-C結合はヘテロリシスし，反応はイオン機

構（極性機構）で進む．

AdoCbl関与の酵素反応は，リボヌクレオチドレダク

ターゼ反応以外は，基 Xが隣接炭素上の Hと交換する分

子内基転移反応であるという共通点がある（図２C）４―１７）．

ジオールデヒドラターゼ（DD）での Abelesら２２―２７）および

Réteyら２８，２９）による先駆的な標識実験の結果によれば（図２

A），（１）基質の水酸基が２位から１位に立体特異的に移動

し，生じた１，１-ジオールが立体特異的に脱水され，（２）基

質の１位の水素が立体特異的に引き抜かれて補酵素の５′位

に移動した後，生成物の２位に立体特異的に返される．同

様に，エタノールアミンアンモニアリアーゼ（EAL）では

図２Bのように進む３０―３３）．しかし，隣接 C-H結合が活性化

されていないので，水酸基やアミノ基の１，２-シフトが起

こるためには何らかの基質活性化が必要である．反応中の

可視部吸収および電子常磁性共鳴（EPR）スペクトルで cob

（II）alamin（B１２r）と有機ラジカルの生成が認められた（図

３A，B）ことから３４―４０），これらの酵素反応はラジカル機構

で進行し，水素は水素原子（H・）として移動すると考え

られる．

図３ 酵素反応中（A，B）と不活性化後（C）の EPRスペクトル
A．非標識基質１，２-propanediol（１）；１，１-dideuterated（２）；２-deuterated（３）；３，３，３-trideuterated（４）；
１，１，２-trideuterated （５）；１，１，２，３，３，３-hexadeuterated （６）．B．非標識基質１，２-propanediol （１）；１-１３C-
labeled（２）；２-１３C-labeled（３）．C．非標識 AdoCblアナログ cob（II）inamide imidazolyl phosphate（上）；
［imidazole-１５N２］-labeled（下）．矢印は g＝２．０．
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（２） AdoCbl関与転位反応の最小機構

こうして DDや EAL反応の最小機構が確立され（図２

D），その後，すべての AdoCbl関与転位反応に当てはまる

ことが確認された２，３）．基 Xは基質の２位の置換基（DDで

は水酸基，EALではアミノ基），移動する Hは１位の水素

に相当する．まず補酵素がアポ酵素に結合すると，その

Co-C結合が活性化され，基質がくると速やかにホモリシ

スする（フリーの AdoCblに比べて１０１２±１倍の加速）（山西，

山中，虎谷，未発表）．生じた Ado・が基質の１位水素を

H・として引き抜き，基質ラジカルと５′-デオキシアデノ

シン（AdoH）を生成する．基質ラジカルは基 Xが２位か

ら１位に移動（ラジカル転位）して生成物ラジカルとなっ

た後，AdoHから H・を引き抜き返して生成物となり，

Ado・が再生される．Ado・は B１２rと再結合して補酵素を

再生する．この最小機構の細部はほとんど不明であったの

で，AdoCbl関与酵素に共通する本質的な諸問題の解明に

取り組んだ．

（３） B１２補酵素の構造と機能

様々な補酵素アナログを合成し，DDや EALのアポ酵

素を用いてそれらの補酵素機能を調べることで，AdoCbl

という複雑な分子のどの部分がどのような役割を果たして

いるかを推定できる．図４にまとめて示したように，コリ

ン環４０）とアデニン環４１，４２）は酵素との結合に，上方配位子の

リボース部４３）は歪みを Co-C結合に伝達するのにそれぞれ

必要であり，総合するとこれらの部位は酵素との結合によ

る Co-C結合の活性化・開裂（触媒ラジカルの生成）に不

可欠であった１０）．ホモ AdoCblアナログでは AdoMeCblの

みが０．１～０．３％の活性を示した４４）．一方，下方配位子の

リン酸部４５）は酵素との結合に，リボース部４６，４７）はスペー

サーとして，５，６-ジメチルベンズイミダゾール（DBI）

部４６―４８）はそのかさ高さが触媒回転の継続的進行（ラジカル

の制御）に重要であった．かさ高な塩基の配位により Co-

C結合が不安定化されるという機構は否定された．なお，

ヌクレオチド部塩基のコバルトへの配位が DDへの結合に

は不可欠だが，メチルマロニル CoAムターゼ（MCM）へ

の結合には必須ではないという事実４９，５０）は謎であったが，

両酵素の立体構造解析の結果５１，５２），前者が塩基配位（base-

on）型，後者が塩基非配位（base-off）／His配位（His-on）

型でコバラミンを結合することが判明し謎が解けた．

（４） 速度論的同位体効果

基 X移動と水素移動のどちらが律速過程であろうか．

DDと EALでは，基質のデューテリウム置換体を用いた

ときの速度論的同位体効果（KIE）（kH／kD）がそれぞれ約

１０１１，１２，２２）および５５３）と報告されており，C-H結合の開裂が全

体反応の律速過程である．DDでは，基質から補酵素，補

酵素から生成物へのトリチウム同位体効果がそれぞれ２０

図４ B１２補酵素の構造と機能の関係
数多くの補酵素アナログを合成して，DDに対する補酵素機能を測定した結果をまとめた
もの．
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および１２５と報告されており２７），水素引き抜き返しの過程

が律速である．後者の値は特に大きく（kH／kDで２８に相

当），EALでも約１００と報告された５４）．したがって，トン

ネル効果の関与が推定されているが，詳細な理由は明らか

になっていない．

Ado・は１級炭素ラジカルで反応性が高く寿命が短いた

め，どの酵素系においてもその生成が直接確認されたこと

はない．B１２rの生成を指標として Co-C結合のホモリシス

（Ado・の生成）速度をストップトフロー法により測定す

ると，デューテリウム置換基質を用いた場合に３―４程度の

KIEが認められた（山西，表原，虎谷，未発表データ）．

したがって，Co-C結合の開裂と Ado・による基質からの

H・引き抜きは共役している．この共役は，立体構造から

見て直接的な協奏機構によるものではなく，速度論的共役

（kinetic coupling）であると考えられる．同様の共役は EAL

など他の三つの AdoCbl関与酵素でも報告されてい

る５３，５５，５６）．

（５） EPRによる反応中間体と B１２結合様式の解明

酵素反応中に生成するラジカル中間体の中で，定常状態

濃度の高いものは EPRにより観察できる．２Hや１３Cで標識

した基質を合成して EPRスペクトルを測定・解析し，DD

反応で観測される中間体は C１上のラジカル（基質ラジカ

ル）であると同定した（図３A，B）５７）．EAL反応でも基質

ラジカルが EPRで観察されている５８，５９）．DDや EALでは，

Co（II）と基質ラジカルから成るラジカルペアーが９～１２A°

の距離で弱く交換相互作用および双極子相互作用している

と説明され６０，６１），グルタメートムターゼの場合と対比をな

している６２）．

結合 B１２を何らかの反応で B１２rに変換すると，EPRスペ

クトルから下方塩基配位子の Co（II）への配位の有無を調

べることができる．１５N標識補酵素アナログを用いて不活

性化させた DDの EPRスペクトルでは，８本の微細（hy-

perfine；hf）分裂線がそれぞれ２本に超微細（superhyper-

fine；shf）分裂していた（図３C）６３，６４）．これは Co（II）の不

対電子が１５N核（核スピン I＝１／２）と相互作用しているこ

とを意味し，塩基 DBIがコバルトに配位した形（base-on

型）で酵素に結合することを示した最初の例となった．グ

リセロールデヒドラターゼ（GD）や EALも同様の結合様

式を示したが６５），一方，DBI部がコバルトから解離し，代

わりに酵素のヒスチジン残基のイミダゾール基が配位した

形（base-off／His-on型）で結合する B１２酵素もある６６）．B１２

タンパク質にはコバラミン結合様式の異なる二つのスー

パーファミリーがあり，これらは異なる祖先酵素に由来す

るという考え方が今では広く受け容れられている．

（６） B１２酵素の機構依存的不活性化

AdoCbl関与酵素は，超活性種であるラジカルの高い反

応性を触媒に利用するため，反応性が高い反面，副反応に

より不活性化され易い．例えば，グリセロールはタンパク

質の安定化剤として用いられる不活性な化合物であるが，

これを生理的基質とする DDや GDはそれぞれ平均約２万

回，約８万回の触媒回転後に機構依存的不活性化を受け

る６７―６９）．この過程で，補酵素の Co-C結合が不可逆的に開

裂して，AdoHとアルキルコバラミン様スペクトルを示す

化学種とを生じる．損傷コファクターは酵素に固く結合し

たまま離れないため，酵素が不活性化されるのである．

DDは３-不飽和１，２-ジオールやチオグリセロールによって

も速やかな機構依存的不活性化を受けるので反応機構解明

に利用される７０，７１）．EALも生理的基質であるエタノールア

ミンやそのアナログである２-アミノ-１-プロパノールによ

り機構依存的不活性化を受ける３３，７２）．これらの酵素は，基

質不在下でも Co-C結合が活性化されているため，酸素分

子（O２）と反応して不活性化される６９，７２―７４）．この過程で５′-

図５ メチオニンシンターゼ（MS）の触媒サイクルと不活性化および再活性化
Fld，フラボドキシン（大腸菌）；MSR，MSレダクターゼ（動物）；AdoMet，S-
アデノシルメチオニン；AdoHcy，S-アデノシルホモシステイン；H４-folate，テ
トラヒドロ葉酸
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ペルオキシアデノシンの中間的生成が最近報告された７５）．

ある種の補酵素アナログを用いた場合は，本来不活性化

を引き起こさない基質によっても速やかな機構依存的不活

性化を受ける．上方配位子修飾アナログや４１，４２），かさ高で

ない塩基を下方配位子にもつアナログ４５―４８，７６）でこの傾向が

強く，塩基性の強さとは直接相関関係が見られなかった．

よって，アデノシル基での適切な相互作用と下方配位子塩

基のかさ高さが酵素反応の継続的進行に重要であることが

示唆された．

一方，MeCbl関与酵素は超活性種である B１２sの高い反応

性を利用して化学的に困難な反応を触媒する．Co（I）を含

むコバラミンである B１２sは最強の求核種とされるが７７），酸

化されて B１２rになり易い．例えば，B１２関与メチオニンシ

ンターゼ（MS）は５-メチルテトラヒドロ葉酸からホモシ

ステインへのメチル基転移によるメチオニン生成を触媒す

る（図５）が１８，１９），この酵素は平均約１，７００回の触媒回転

後に酸化・不活性化される７８）．強い還元剤存在下では，

B１２rが B１２sに再還元され，S-アデノシルメチオニン

（AdoMet）による再メチル化を受けて触媒サイクルに戻る

（再活性化）７９）．このように，補酵素型 B１２は AdoCblも

MeCblも共に超活性種の発生剤ともいうべき存在で，そ

れらが関与する酵素は宿命的に機構依存的不活性化を受け

易いと言えよう．

３． 立体構造解析に基づく展開

（１） 全体構造と B１２結合様式

立体構造に基づいて研究を進めるため，DD，GD，EAL

の遺伝子クローン化８０―８２）と野生型あるいは改変型酵素の大

量発現・精製法を確立した８２―８４）．DDとシアノコバラミン

（CN-Cbl）との複合体は姫路工業大学安岡教授グループ（当

時）との共同研究により１９９８年に５２）（B１２酵素の全立体構

造として２例目），ついで GD８４），さらに EALは兵庫県立

大学樋口教授・柴田准教授グループとの共同研究により構

造解析した８５）．図６A，Bには最近解明した EALの全体構

造とその１／６の構造を示す（DDの構造は文献５２）参照）．全

体構造は異なるものの，いずれの酵素でも活性部位は α
サブユニットが形成する（β／α）８（TIM）バレルの内部に

あり（図６C），B１２はサブユニット αと βの界面に base-on

型で結合していた．これは EPR測定からの予測通りで，

これらの酵素が DxHxxGという base-off／His-on型コバラ

ミン結合モチーフをもたないこととも一致する６６，８０―８２）．

（２） 基質結合部位の構造と金属イオンの同定

DD，EALでは基質は TIMバレルの内部，コリン環の上

部に結合していた（図６C，D）．同様の構造は，報告され

た他の AdoCbl関与酵素にも共通して存在する５１，８６，８７）．この

ような構造による超活性種の空間的隔離が副反応防止に有

効なのであろう．

DD，GDでは基質が二つの水酸基で直接金属イオンに

配位していた．この金属イオンは７配位で５２，８４），当初は必

須コファクター７３，８８）である K＋と同定された．その後，DD

とアデニニルペンチルコバラミン（AdePeCbl）との複合

体の構造解析の結果，これとは別の６配位金属イオンがア

デニン環近傍に見出され，配位距離から K＋と同定され

た８９）．最初に見出された基質結合金属イオンは，最近の生

化学実験により帰属を見直し，Ca２＋と再同定した９０）（経緯

については４（３）参照）．したがって，DDは K＋により活性

化されるカルシウムメタロエンザイムである９０）．K＋は配位

水を通してアデニン環と相互作用しており，その役割はア

デニン部を支え，Co-C結合の活性化・開裂に貢献してい

ると考えられる（Ca２＋の役割は４（３）参照）．

（３） アデニン部結合部位と結合 B１２の構造

DDにはアデニン部結合部位がある９１）．アデニニルエチ

ルコバラミン（AdeEtCbl）（図１E）が補酵素活性をもたな

いにも関わらず，酵素に結合すると Co-C結合が開裂した

こと９２）から，その重要性が示唆されたので，DDや EALと

不活性な補酵素アナログである AdePeCbl４１）（図１E）との複

合体の結晶構造を解析し，アデニン部結合部位を同定し

た８５，８９）．アデニニルペンチル基は基質とコリン環の間に見

出され，アデニン部は遊離補酵素の場合９３）と同じくコリン

環にほぼ平行であるが，反対側のエナンチオ面をコリン環

に向けていた（図６C，D）．アデニン部と両酵素の間には

水素結合ネットワークが形成されており，DDで AdoCbl

の構造と機能の関係の研究から推定した相互作用仮説図４２）

とよく一致する．このように，このポケットは酵素のアデ

ノシル基に対する特異的認識の基礎になっている．

酵素に結合した B１２のコリン環はほぼ平面であることか

ら，かさ高な DBIの配位により Co-C結合が開裂するとい

うバタフライモデルは否定された．CN－の電子密度が見ら

れないので，コバルトは X線照射により Co（II）に還元さ

れていると考えられる９４）．Co-N（DBI）距離は遊離 B１２や

MS結合 B１２に比べて１～２割長いことから５２，８４，８５），Co-N距

離が遠くなると Co-C結合のホモリシスが有利となり，ラ

ジカル機構が促進されると考えられる９５）．酵素に結合した

AdePeCblの Co-N（DBI）距離は遊離 AdoCblと同程度な

ので８５，８９），DBIは Co-C結合の開裂・再生に伴ってこの間

で振動しているのかもしれない．

（４） Co-C結合の開裂とラジカルの基質への接近

アデニン部結合ポケットの構造に基づいて Co-C結合開

裂の機構をモデリングにより推定できる８５，８９）．遊離 AdoCbl

を，酵素に結合した AdePeCblと B１２部分が重なるように

置くと，補酵素のアデニン部はその結合ポケットとそっぽ

を向き（図７A），重ね合わせることができない．しかし，

ポケットに結合すると大きな結合エネルギーが得られるの

で，Co-C結合を切断してアデニン部を重ね，かつ Co-C
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距離が最小になるようにモデリングすると，大きなひずみ

が誘起されることが分かる（図７B）．すなわち，AdoCbl

が B１２部とアデニン部の両方で酵素に固く結合すると，必

然的に Co-C結合は大きなひずみを受けて開裂せざるを得

ないと考えられる（立体ひずみモデル）．基質は，DDで

は休止状態のホロ酵素に比べてこのひずみを増大させ９６），

EALでは Eα２８７の位置を固定して開裂後の状態を安定化
することで８５），Co-C結合開裂のスイッチとして働く．コ

リン環 C１２上の pro-Sメチル基はアデニン部を下から支え

ている１１，８５，８９）．

Co-C結合開裂直後の状態（図７B）では，Ado・のラジ

カル中心 C５′は基質から遠く離れており，直接水素原子を

引き抜くことはできない．ラジカルと基質のこのような距

離問題は AdoCbl関与酵素に共通する一般問題である．

この問題も DDと EALではモデリングにより解決でき

る８５，８９）．リボース部は Co-C結合の開裂により回転可能と

なり，グリコシド結合の回りに回転して C５′が基質に大き

く接近し，１位の H・を引き抜くのに最適な位置にくる

（リボース部回転モデル）．EALでは，エーテル酸素と

Eα２８７がぶつかる直前の位置まで回転すると（図７C），基

質ラジカルの１位と補酵素の C５′が ESEEM測定から示唆

された９７）３．２A°の距離にくる８５）．

（５） 中間体と水素引き抜き返しのモデリング

水素引き抜きの結果生じる基質ラジカルの基 Xは，ラ

ジカルの p 軌道と C２-Xσ軌道とが重なることでエネル
ギーが最小となるように２位へ同側移動し，生成物ラジカ

ルを生じると考えられる．その結果，１位の立体配置は反

転すると予測されるが，実験データがまだない．

DDの場合，生成物ラジカルは Ca２＋に配位したまま，

AdoHのメチル基から H・を引き抜き返すと考えられるの

で，O１-O２軸の回りに回転し，C２-C５′距離が最小になるよ

うにするとその距離は２．６A°となる８９，９８）．EALでも，O１-N２

軸の回りに回転し，同様にモデリングすると C２-C５′距離

は２．６A°となる９９）．いずれの酵素でも，この位置で２位が

水素引き抜き返しに最適の距離，方向にくるので，AdoH

のメチル基から H・を引き抜き返して生成物となり，

Ado・が再生すると考えられる．

（６） アミノ酸残基の機能解析と精密触媒機構

変異型酵素を作成して酵素活性を測定した結果，DDで

は Eα１７０，Dα３３５，Hα１４３が触媒残基であり１００，１０１），EAL

では Eα２８７，Nα１９３，Dα３６２，Qα１６２，Rα１６０が必須残基
であった（川口，森，虎谷，未発表）．DDの Sα２２４Aで

は AdoCblのアデニン環 N３と水素結合できず，活性が低

下し，機構依存的不活性化が高頻度に起こったことか

ら１０２），アデニン部の配向維持の重要性がうかがえる．

活性部位残基の役割を考慮に入れた DDの精密触媒機構

を図８に示す９０，９８）（EALについては文献８５，９９）を参照）．ホロ

酵素１では AdoCblの Co-C結合がある程度活性化されて

いるが，まだほとんど開裂していない４１）．基質が活性部位

に結合すると，Co-C結合がさらに不安定化されてホモリ

シスし，Ado・と B１２rが生成する（２）．Ado・はリボース部

の回転によりラジカル中心 C５′が基質に接近し（３），最寄

りの水素を H・として引き抜いて，基質ラジカルと AdoH

を生成する（４）．基質ラジカルは Ado・よりも安定なので，

Co-C結合の開裂平衡は一気に開裂側にシフトする．基質

ラジカル４は，三員環遷移状態５を経由する協奏機構によ

り，基 X（DDでは水酸基，EALではアミノ基）が２位か

ら１位に移動して生成物ラジカル６となる．その際，基 X

と１位水酸基の酵素との水素結合が維持されたまま炭素骨

格が回転し，今度は生成物ラジカル６のラジカル中心 C２

が AdoHの５′-メチル基に近付き，H・を引き抜き返して生

成物と Ado・を生じる（７）．生成物７は脱水（EALでは脱

アンモニア）されてアルデヒド８となり，水分子により置

換されて活性部位から離脱する．Ado・は B１２rと再結合し

て AdoCblを再生する（１）．Co-C結合の再生により結合エ

ネルギーが放出され反応が完結する．

（７） 立体化学経路

酵素は一般にキラルな基質に対して立体特異的であり，

片方のエナンチオマーにのみ作用する．しかし，DDや

EALは例外的で両方のエナンチオマーに作用する（図２A，

B）２２，２８，２９，１０３）．この謎を解くため，各エナンチオマーが結合

した DDおよび EALの立体構造を解析した９８，９９）．両酵素と

もモデリングにより Ado・の位置が推定できるので，ラジ

カル中心が各エナンチオマーの最寄りの水素を引き抜くと

考えれば，実験で見られた水素引き抜きの特異性はすべて

説明できた．

生じる基質ラジカルは２位の置換基 Xがエネルギー的

に有利な同側移動をして生成物ラジカルに転位する．３（４）

で記したように，生成物ラジカルが水素結合を維持したま

まで AdoHのメチル基から H・を引き抜けるようにモデリ

ングすると，水素引き抜き返し過程の立体化学経路が予測

できる．DDでは活性部位はどちらのエナンチオマーから

のラジカル中間体も許容するが９８），EALでは活性部位残基

との立体反発により（S）体基質からの生成物ラジカルは許

容されず，メチレンラジカルの回転後に水素引き抜き返し

が起こる９９）．すなわち，両酵素とも立体非特異的なわけで

はなく，各エナンチオマーはそれぞれ立体特異的に反応す

るのである．

（８） 機構依存的不活性化抵抗性酵素への改変

合理的デザインによる DDの分子工学的改変を試みた．

DDは生理的基質の一つであるグリセロールにより機構依

存的不活性化を受ける．グリセロール分子はキラルではな

いが，酵素の活性部位はキラルなので，酵素は二つの“結

合コンホメーション”を区別する．Bachovchinらは水素

５９７２０１１年 ７月〕



引き抜き部位に pro-S-CH２OHがくる結合コンホメーショ

ンを GS，他方を GRと定義し，GS型で結合したグリセ

ロールが主に不活性化に寄与すると報告した６８）．筆者らは

GS，GRがそれぞれ（S）体，（R）体の１，２-プロパンジオール

が結合したコンホメーションに対応し，DDと GDの活性

部位がそれぞれ（S）体，（R）体基質に高い親和性を示すこ

とが両酵素のグリセロールによる不活性化への感受性と対

応していることを見出した１０４）．DDのグリセロール複合体

の X線解析の結果，グリセロールは確かに GS型で結合

し，３位水酸基は DDの Sα３０１と水素結合していた．
Sα３０１A変異により酵素は（R）体１，２-プロパンジオールへ

の親和性が上昇し，グリセロールによる不活性化に抵抗性

を示すようになった１０４）．

４． 理論化学との連携に基づく展開

（１） ラジカル触媒機構の理論化学的検証

B１２関与酵素のラジカル反応機構はエネルギー論的に妥

当であろうか．九州大学吉澤教授グループとの共同研究に

より DD反応について理論化学的に検証した．基質，エチ

ルラジカル，金属イオン等２７原子から成る小さなモデル

を用いた高精度の密度汎関数（DFT）法計算では１０５―１０７），水

素引き抜き，水酸基移動，水素引き抜き返しの３過程に遷

移状態（TS１～３）が存在し，活性化エネルギーはエネル

ギー的に十分起こり得る大きさであった．しかし，この計

算では律速過程が水酸基移動となり，実験結果と合わな

かった．Radomらも２位水酸基の部分的プロトン化，１位

水酸基の部分的脱プロトン化の重要性を示唆した１０８）．

全酵素モデルを用いた高精度計算は計算機能力から困難

なので，基質，Ado・のリボース部，基質結合金属イオン

および七つのアミノ酸残基から成る活性部位を QM領域

として DFT法による量子力学（高精度）計算を行い，そ

れ以外はMM領域として分子力学（低精度）計算を行っ

た（RM／MM法）１０９，１１０）．その結果，上記３過程に遷移状態

が存在し，活性化エネルギーは TS３＞TS２＞TS１の順と

なった（図９）ことから，活性部位残基の寄与により水酸

基移動の遷移状態（TS２）が安定化されると考えられる．

TS２は Eα１７０による１位水酸基の脱プロトン化で５．６
kcal／mol，Hα１４３と２位水酸基の水素結合で１．６kcal／mol

安定化されると見積もられた．

（２） 計算化学的変異導入による機能解析

計算化学ではモデルに摂動を与えて計算し，その効果を

見積もることが容易に行える．活性部位アミノ酸残基に変

異を導入した場合の効果を非経験的に予測し，変異型酵素

からの実測値と比べてみた（図１０）１１１）．Eα１７０Aでは Eα２２１
が Eα１７０の働きを代替するため，TS２のエネルギーは野

生型より少し高い程度であるが，配向変化のため AdoHか

らの水素引き抜き返しのエネルギー障壁（TS３）が高くなっ

た．全反応における律速過程は野生型では水素の引き抜き

返しである１０６，１０９―１１１）．Hα１４３Aでは TS２のエネルギーが高く

なって TS３のそれに近付くので，水素引き抜き返しが部

分律速となる実験事実１０１）をよく説明できる．Eα１７０Qや

Eα１７０Aも水素引き抜き返しが律速，Eα１７０A／Eα２２１Aで

は水酸基移動が律速となり，活性化エネルギーから予測さ

れる相対活性は図１０の赤柱のようになる．これらの変異

型酵素を実際に調製して実測した相対活性はピンク柱の通

りであり，予測値と実測値がかなりよく一致していた１１１）．

このことは計算化学的変異導入による活性部位アミノ酸残

基の非経験的機能解析が有効であり，実験することなく半

定量的に行える可能性を示している．

（３） DDの基質結合金属イオンの再同定と役割

DDの基質結合金属イオンは当初 K＋と帰属されたもの

の，配位距離が K＋としては短く，むしろ Ca２＋に近い値を

示した５２）．また，K＋を常磁性 Tl＋で置換しても基質ラジカ

ルとの相互作用が EPR，ENDOR，ESEEMで認められな

いという疑問が出された１１２）．この金属イオンを K＋，Na＋，

Mg２＋，Ca２＋とした場合の基質とアミノ酸残基との結合距離

を QM／MM計算で最適化した結果，Ca２＋としたときに X

線構造と最もよく一致した１１３）．

そこで，DDの基質結合金属イオンの生化学的再同定を

行った９０）．アポ酵素は基質不在下で EDTAにより強く阻害

され，基質存在下では保護された．原子吸光分析により酵

素１モルあたり約２グラム原子のカルシウムが検出され

た．EDTA処理後，限外濾過することによりカルシウム除

去酵素が得られ，これに Ca２＋を添加すると酵素活性が回

復したことから，本酵素は K＋依存性カルシウムメタロエ

ンザイムであると結論した．Ca２＋は K＋よりも電荷が大き

い分ルイス酸性が強いので，基質の水酸基の配位により水

酸基移動（ラジカル転位）を促進する可能性が考えられる．

最近の吉澤教授グループの計算で，Ca２＋は K＋に比べて水

酸基移動の遷移状態を約１０kcal／mol安定化するという結

果が得られており１１０），Ca２＋のこの働きが裏付けられた．

（４） ラジカル酵素触媒の原理

AdoCbl関与酵素の精密触媒機構を拡張して，ラジカル

酵素１７，１１４）の触媒原理を考えてみる．これらの反応は酸塩基

機構的に活性化されていない基質への反応で，温和な条件

下では非酵素的にほとんど起こらない（ke／kn～∞）．その

理解には新しい機構概念が必要であり，筆者は酵素的ラジ

カル触媒という非極性機構を提唱してきた１１，９５）．

AdoCbl関与酵素反応のように，H・引き抜きによって

隣接位の結合が活性化される反応が典型例である（図１１）．

触媒ラジカルがない場合，この反応は熱力学的には起こり

得るが，活性化エネルギーが高すぎて速度論的には起こり

難いと仮定する．活性部位に触媒ラジカル（R・）が導入

されると，このラジカルの H・引き抜きによる安定化と共
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役して基質が基質ラジカルになり，基質活性化が容易に達

成される．基質ラジカルになるとエネルギー的に遷移状態

に近付き，活性化エネルギーが小さくなるので反応が加速

されるわけである．このような反応では，R・による水素

引き抜き，基質ラジカルから生成物ラジカルへの転位，生

成物ラジカルによる水素引き抜き返し，の３過程に遷移状

態が存在するので，ポテンシャルエネルギー変化は図１１

のようになる１１，９５）．これは理論計算からも裏付けられた（図

９）．この触媒原理の本質は遷移状態の高い山を複数の低い

山に分割して越え易くすることにあり，この点で共有結合

触媒と共通しているが，より大きな活性化エネルギーを要

する反応でも触媒し得る．

５． B１２酵素の再活性化タンパク質

（１） B１２酵素の代謝的役割と機構依存的不活性化

ラジカル酵素はラジカルが消滅して不活性化された場合

に，いかにして修復・再活性化されるのであろうか．

AdoCbl関与酵素は生理的基質によっても機構依存的不活

性化を受ける場合がある．典型例がグリセロールで，これ

は DDや GDに対してよい基質であると同時に，強力な不

活性化剤としても挙動する６７―６９）．EALも生理的基質である

エタノールアミンやそのホモログである２-アミノプロパ

ノールにより不活性化される３３，７２）．これらの不活性化は，

ラジカル中間体が副反応により消滅することで AdoCblが

再生されず，生じた損傷コファクターが酵素から離れない

ために起こる１１）．しかし，グリセロールは DD，GDを産

生する細菌の増殖基質，またエタノールアミンはこの培地

の唯一の窒素源であり，かつ，これらの酵素はそれらの基

質の代謝に不可欠の役割を果たしている（図１２A，B）の

で１１，１１５―１１７），その不活性化は生理的にも大きな謎であった．

（２） B１２酵素の再活性化因子の発見

生体内ではこれらの不活性化が起こらないか，あるいは

起こるとしても速やかに再活性化されるのではないかと考

えた．トルエン処理により細胞膜の透過障壁をなくした菌

体（in situ の系）内でも不活性化は起こるが，不活性化さ

れた DDや GDのホロ酵素は ATP依存的に速やかに再活

性化されることを見出した１１８，１１９）．この再活性化にはタンパ

ク質因子が関与し，K. oxytoca の DD遺伝子（pddABC）の

３′-隣接領域の二つの ORFをその遺伝子（ddrAB）と同定

した１２０）．pddABC と ddrAB はそれぞれ pdu オペロンの

pduCDE，pduGH に対応する（図１２C）１２１）．大腸菌で高発

現させた DdrA（α），DdrB（β）は α２β２複合体として共精製
され，グリセロールにより不活性化されたホロ DDを

AdoCbl，ATP，Mg２＋存在下で再活性化したので，これを

ジオールデヒドラターゼ再活性化因子（DD-R）と名付け

た１２０，１２２，１２３）．DDのホロ酵素は，基質不在下では O２によっ

ても不活性化されるが，O２不活性化ホロ酵素も同条件下

で DD-Rにより再活性化される．

ホモロジー検索によれば，dha オペロンの GD遺伝子

（gldABC）（dhaBCE に対応）近傍にコードされる DhaFと

OrfWがそれぞれ DdrAと DdrBに高いホモロジーを示

し１２４），また，eut オペロンの EAL遺伝子（eutBC）上流に

コードされる EutAが DdrAと高いホモロジーを示す１２５）．

これらの組換え体タンパク質はそれぞれ不活性化された

GDおよび EALの再活性化因子として働くことが確認で

きたので，DD-Rにならってそれぞれ GD-R，EAL-Rと名

付けた１２４―１２６）．再活性化因子の存在は，AdoCbl関与酵素が

ラジカル機構で触媒するが故に不活性化され易いことを考

えると，理に適っている．

（３） B１２酵素の再活性化因子の機能

DD-Rと GD-Rの機能を図１３Aにまとめた１２２，１２３，１２６）．ホロ

酵素は，グリセロールを基質とする酵素反応中に，補酵素

の Co-C結合が不可逆的に開裂し，生じた損傷コファク

ターが酵素に固く結合しているため酵素は不活性化され

る．DD-Rや GD-Rは ATP依存的に損傷コファクターを解

離させ，生じるアポ酵素に未損傷補酵素が結合して活性な

ホロ酵素が再生される．これが再活性化の仕組みである．

再活性化因子によって酵素から解離するのは，上方配位子

にアデニン部をもたない B１２類に限られ，AdoCblが酵素

から放出されることはない．

再活性化の分子機構を図１３Bに示した１２３，１２６）．ADP結合

型 DD-R（GD-R）は酵素に対する高親和性型で，不活性

化されたホロ酵素に結合して損傷コファクターを放出させ

る．生じるアポ酵素と DD-R（GD-R）の複合体は補酵素

を結合できず不活性であるが，ATP存在下でヌクレオチ

ド交換が起こる．ATP結合型 DD-R（GD-R）は酵素に対

する低親和性型なのでアポ酵素から解離する．アポ酵素は

AdoCblと結合して活性なホロ酵素を再生し，一方，ATP

結合型 DDR（GD-R）は結合 ATPが加水分解されて ADP

結合型に戻る．DD-Rは触媒的に働き，複数の不活性化ホ

ロ酵素分子を再活性化できるので，“reactivase”とも呼ぶ

べき１種の酵素である１２７）．

（４） 再活性化因子は分子シャペロン

DD-R，GD-Rは酵素と一時的に複合体を形成するが，

最終的には系の構成成分とならないので，分子シャペロン

の１種と考えられる１２３，１２６，１２７）．微弱な APPase活性（３７℃で

kcat＝１．４min－１）もこのことを示唆する．三つの再活性化

因子と大腸菌 DnaKやヒト HSP７０などのヒートショック

タンパク質７０（HSP７０）ファミリーの分子シャペロンと

の間には，アミノ酸配列に全体的なホモロジーはないもの

の，局所的にホモロジーの高い領域が３箇所ある．これら

を HSP７０の ATPaseドメインの立体構造にマッピングする

と，ADP結合領域の三つのループに対応していた．この

ことから，再活性化因子と HSP７０ファミリー分子シャペ
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図６ エタノールアミンアンモ
ニアリアーゼ（EAL）の
立体構造

A．全体構造（αβ）６．B．αβヘ
テロダイマーの構造．C．TIM
バレル内部の活性部位．D．ア
デニン部結合ポケットの構造．
E．エタノールアミンと活性部
位アミノ酸残基との相互作用．
F．基質フリー酵素の活性部位
の構造．EA，エタノールアミ
ン；Cbl，コバラミン部分．残
基番号は αサブユニット．
MOLSCRIPT と RASTER３D に
より作成．

図７ AdoCblの Co-C結合の開裂とアデノシ
ルラジカルの基質への接近

A．EALに 結 合 し た AdePeCblと フ リ ー
AdoCblのコバラミン部分を重ねたもの．B．
AdoCblの Co-C結合を切り，アデニン部をア
デニン部結合部位に重ねたもの．C．Bにおい
て，リボース部を Eα２８７とぶつかる直前の位
置まで回転したもの．残基番号は αサブユ
ニット．MOLSCRIPTと RASTER３Dにより作
成．

図８ ジオールデヒドラターゼ（DD）
の精密触媒機構

（S）-１，２-プロパンジオールとの反応を
示した．（R）体基質との反応は文献９８），
EALの精密触媒機構は文献８５，８９）を参
照．-Co-，コバラミン部分；Ade，９-
アデニニル基；Im，Hα１４３のイミダ
ゾール基．
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図９ DDの全酵素モデルを用いた QM／MM法による理論計算
TS１，基質からの水素引き抜きにおける遷移状態．TS２，基質ラジカルからの水酸基移動（ラジカル転位）
における遷移状態．TS３，５′-デオキシアデノシンからの水素引き抜き返しにおける遷移状態．

図１０ DDへの計算化学的変異導入による活性部位アミノ酸残基の機能解析
水色柱と青色柱はエネルギー障壁の高さ，青色柱は律速過程となるエネルギー障壁を示す．
赤色柱は律速過程のエネルギー障壁から求めた酵素活性の予測値．ピンク色柱は実際に変異
型酵素を調製して測定した酵素活性の実測値を示す．

図１１ 酵素的ラジカル触媒の原理
A．触媒ラジカルがない場合．B．触媒ラジカルがある場合．SH，基
質；PH，生成物；R・，触媒ラジカル．S‡，遷移状態．エネルギー障
壁の高さは任意に作図．
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図１３ AdoCbl関与酵素の活性維持システムと再活性化因子の作用機
構

A．不活性化されたホロ酵素のコバラミン交換機構による再活性化と
補酵素リサイクルの必要性．B．DD-R，GD-Rの作用機構．E，アポ
酵素；RF，再活性化因子．X-Cbl，損傷コファクター；AdoH，５′-デ
オキシアデノシン．

図１４ ADP結合型 DD-Rの立体構造と DD βサブユニットとの構造類似性
A．全体構造（αβ）２．B．αβヘテロダイマーのドメイン構造．C．DD-Rの βサブユニットと DDの βサブユ
ニットとのフォールド類似性．赤字はサブユニット界面のMg２＋に配位する Glu残基を示す．MOLSCRIPT
と RASTER３Dにより作成．
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図１６ 動物細胞と大腸菌の細胞内 B１２輸送・代謝システムの類似性
A．動物細胞．B．大腸菌．AdoMet，S-アデノシルメチオニン；MSR，MSレダクターゼ；Fld，フラ
ボドキシン．

図１５ DD-Rの立体構造に基づく損傷コファクター解離の分子機構
A．サブユニットスワッピングによる DD・DD-R複合体の生成．B．DD・DD-R複合体のドッキングモデルの構築．DD α，黄土
色；DD β，緑色；DD γ，青．DD-Rのカラーコードは図１４Bに同じ．赤矢印は立体反発を示す．C．DDの αサブユニットと βサ
ブユニットの界面に存在する５×１５A°程度の隙間．Bと CはそれぞれMOLSCRIPTと CHIMERAにより作成．
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ロンとの間でヌクレオチド結合様式が保存されており，共

通のスイッチ機構をもつことが示唆された１２３，１２６）．

（５） 再活性化タンパク質の立体構造解析

ADP結合型 DD-Rの X線解析により得られた全体構造

とその半分のドメイン構造を図１４A，Bに示す１２８）．αサブ
ユニットは四つのドメインから成り，ATPaseドメインは

予想通り HSP７０と同様のフォールドをもっていた．DD-R

の βサブユニットでは，三つの連続した Glu残基の真ん

中の Eβ３１がサブユニット界面のMg２＋に配位しており，

周辺も含めてその領域のアミノ酸配列が DDの βサブユ
ニットにも保存されている（図１４C）．この部位に変異を

導入すると DD-Rの機能が失われた（大林，細川，森，虎

谷，未発表）ので，両者が類似したフォールドをもつこと

が機能発現に重要であると考えられる．

（６） サブユニットスワッピング

フォールドの類似性から，DD-Rの βサブユニットが
DDの βサブユニットにより置換されるというサブユニッ
トスワッピングの可能性が示唆されたので，ADP存在下

で DDと DD-Rの複合体を生成させ，native PAGEで分離

後，そのバンドを切り出して SDS-PAGEすることにより

サブユニット組成を解析した１２７）．その結果，まず初めに両

者の１：１複合体が生じ，次いで１：２複合体が生成するこ

とが分かった（図１５A）．その組成と，複合体形成に伴っ

て DD-Rの βサブユニットが放出された事実から，サブユ
ニットスワッピングが実証された．

（７） 損傷コファクター解離の分子機構

DD-Rの βサブユニットに DDの βサブユニットを重ね
合わせると，両者の複合体のドッキングモデルを構築でき

る（図１５B）１２８）．この複合体において，双頭の赤矢印で示

した箇所で DDと DD-Rの αサブユニット同士の間に大き
な立体反発が誘起される．これにより，DDの αサブユ
ニットが βサブユニットに対して傾く結果，界面に結合
している損傷コファクターが酵素から解離すると考えられ

る．では，損傷補酵素が活性部位から抜け出てくる隙間は

あるだろうか．DDや EALの αと βサブユニットの間に
はもともと高さ５×１５A°程度の隙間がある（図１５C）８５，１２７）．

酵素が DD-Rに結合し，αサブユニットが βサブユニット
に対して傾くことでさらに６A°程度動くとすれば，アデニ

ン部を失った損傷コファクターが丁度抜け出てくる程度の

隙間ができるのではないかと想像される．なお，ADP結

図１２ ジオールデヒドラターゼ，グリセロールデヒドラターゼ，エタノールアミンアンモニアリアーゼの代
謝的役割

A．１，２-ジオールおよびエタノールアミンの代謝における DDと EALの役割．B．グリセロールの代謝におけ
る GDの役割．GDの役割は DDによって代替できる．C．pdu オペロン．１，２-プロパンジオール資化に必要な
酵素や BMC構築に必要なタンパク質がコードされている．
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合型か ATP結合型かで酵素との親和性が大きく変化する

“ヌクレオチドスイッチ”の分子機構は未解明である．

６． B１２酵素の活性維持システムと一般性

（１） 細菌 AdoCbl関与酵素の活性維持システム

再活性化因子の機能は固く結合した損傷コファクターを

酵素から解離させることにある．では，系中の AdoCblが

すべて損傷を受けたらどうなるか．アポ酵素が生じても補

酵素がなければ活性なホロ酵素ができず，反応は停止して

しまう．酵素から解離した損傷コファクターを酵素の外側

で還元的に再アデノシル化して補酵素を再生しなければ，

物質収支は成り立たないのである．すなわち，コバラミン

レダクターゼとアデノシルトランスフェラーゼという補酵

素再生系の二つの酵素を含めて，初めて AdoCblが細胞内

でリサイクルし，完全な活性維持システムが成り立つ（図

１３A）．細菌の pdu オペロン（図１２C）には，DD，DD-R

と共に，PduSコバラミンレダクターゼと PduOアデノシ

ルトランスフェラーゼもコードされており１２１），細菌が

AdoCbl関与酵素の機構依存的不活性化を織り込み済みで，

活性維持システムを備えていることが分かる．これらのシ

ステム構成タンパク質間でどのような相互作用があり，ど

のように効率的にシステムが動作しているかについては今

後の課題である．

最近，他グループにより DD，DD-R，PduO，PduSが細

菌の微小区画（bacterial microcompartment；BMC）または

メタボロソームと呼ばれる多角体オルガネラに存在するこ

とが明らかにされ１２９），そこへの局在化機構に興味がもたれ

る．筆者らは，DDの低溶解性が βおよび γサブユニット
の N末端側の短い配列により決定されることを見出

し１３０，１３１），BMCへの局在化との関連を考察したが，このこ

との実験的証拠が Bobikらにより最近報告された１３２）．

（２） ヒト AdoCbl関与酵素の活性維持システム

ヒトを含む哺乳類にも B１２酵素の活性維持システムは存

在するであろうか．ヒトでは B１２代謝システムの機能不全

は代謝異常を引き起こし，病気の原因となるので，この問

題は特に重要である．B１２酵素の活性低下による代謝異常

症患者の遺伝子変異は八つの相補群に分けられている１３３）．

これらの cbl 遺伝子産物の機能で既知のものを挙げると

（図１６A），B１２はトランスコバラミン（TCII）との複合体

として細胞表面の受容体から取り込まれ，リソソームに移

行する．細胞質に放出された B１２は，そのコバルト原子が

２価に還元された後，細胞質の酵素であるアポMS（cblG

遺伝子産物）と結合してホロ酵素となり，ホモシステイン

のメチル化（メチオニン合成）に関与する．一方，ミトコ

ンドリアに取り込まれた還元型 B１２はアデノシル化された

後，アポMCM（mut遺伝子産物）と結合してホロ酵素と

なり，メチルマロニル CoAのスクシニル CoAへの異性化

に関与する．このように，cbl 遺伝子の産物は B１２の細胞

内輸送，あるいは酵素本体として重要な代謝に関わってい

ることが明らかにされつつある．

動物の B１２代謝システムを大腸菌の場合（図１６B）と対

比させてみると，両者が非常によく似ていることが分か

る．最近，ある細菌のMeaBタンパク質がMCMを不活性

化から保護する Gタンパク質シャペロンであることが示

唆された１３４）．一方，筆者らは大腸菌の YgfDタンパク質１３５）

が大腸菌MCM（Sbmタンパク質）１３６）の再活性化因子とし

て機能することを見出した１３７）．MeaBや YgfDはヒトの

MMAAタンパク質（cblA 遺伝子産物）１３８）と高い相同性を

示すことから，MMAAは動物MCMの再活性化因子であ

る可能性が高い．ごく最近，ヒトMMAAタンパク質の立

体構造が報告された１３９）．また，ヒトのMMABタンパク質

（cblB 遺伝子産物）１４０）はアデノシルトランスフェラーゼで

あることが知られているので，哺乳類の AdoCbl関与酵素

も再活性化因子，補酵素再生系を含む活性維持システムを

もつと考えられる．

（３） MeCbl関与酵素の活性維持システム

ヒトはもう一つの B１２関与酵素であるMSももってい

る．MSは B１２sという１価コバルトを含む超活性種を触媒

に利用する．B１２sは容易に酸化を受けて２価コバルトを含

む B１２rになるため，酵素は不活性化され易い（平均約

１，７００回の触媒回転後）７８）．大腸菌MSでは，フラボドキシ

ン（FMNタンパク質）とフラボドキシンレダクターゼ（FAD

タンパク質）から成る還元系が働くことにより B１２rが B１２s

へと再還元され１４１，１４２），AdoMetによる再メチル化７９）を受け

て酵素活性を回復する（図５）．ヒトを含む哺乳類はこの

還元系をもたないが，Gravelらは FMNと FADの両方を

含むジフラビンレダクターゼが再還元に関与しているとい

う予測をたて，メチオニンシンターゼレダクターゼ

（MSR）遺伝子をクローン化することに成功した１４３）．MSR

は図１６の cblE 遺伝子産物に相当し，MSのコバラミン還

元酵素として，また分子シャペロンとしても働く再活性化

タンパク質である１４４）．したがって，ヒトがもつ二つの B１２

関与酵素にはいずれも活性維持システムが備わっているこ

とになる．

７． お わ り に

これまでに確立された酵素触媒の化学機構は本質的に極

性機構で触媒する酵素のためのものであり，ラジカル酵素

のように非極性機構で触媒する酵素の反応機構の理解には

新しい概念が必要である．筆者はこのような考えに基づ

き，B１２関与酵素の反応機構研究を徹底的に進めることで，

ラジカル酵素一般に通用する触媒原理を解明しようとして

きた．生体触媒の究極的な理解には生化学，構造生物学，

理論化学を基盤とした三位一体の研究が不可欠であるとい
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う信念のもと，三つの B１２酵素の立体構造を解析し，超活

性種がタンパク質分子装置により副反応が厳密に抑制さ

れ，特定の反応だけを起こす強力な“飛び道具”として活

用されている謎を解いてきた．活性部位アミノ酸残基の寄

与を考慮に入れた精密触媒機構を確立し，補酵素の構造と

機能の関係や立体化学経路も説明できたことは大きな喜び

であった．しかし，この方向性だけで酵素の再設計や人工

酵素設計の可能な時代に突入できるとは思えない―何か新

しいブレークスルーが必要である．それは酵素学の非経験

的学問化ではないかと考えて，理論化学者と連携し，B１２

酵素の精密反応機構の検証と計算化学的変異導入による活

性部位残基の非経験的機能解析を試み，成功を収めた．将

来，酵素の分子工学的改変のための指針が計算により（実

験することなく）得られるようになることを期待したい．

さらに，高活性な反面不活性化され易い B１２酵素やラジ

カル酵素を研究していると，酵素は本体だけでなく，活性

維持に関わる補助タンパク質とのシステムとして研究すべ

きことが痛感される．微生物ではこれらが一つのオペロン

にコードされていることから，超活性種を触媒に利用する

酵素の不活性化は織り込み済みで，活性維持システムによ

り対処していることがうかがえる．ヒトを含む哺乳類でも

同様であることが最近の研究で明らかになりつつある．

本稿で述べてきた筆者らの研究が，超活性種関与酵素だ

けでなく，酵素研究一般にいささかでも刺激をもたらすも

のであれば望外の喜びである．
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