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タンパク質のスワッピングを伴う新規翻訳
後修飾メカニズム

１． は じ め に

ニトリル分解酵素の一つであるニトリルヒドラターゼ

（以下，NHaseと記載）１）は現在，アクリルアミドやニコチ

ンアミドのバイオコンバージョンによる工業生産に使用さ

れている．NHaseは αと βの２種類のサブユニットから
なる酵素であり，活性中心に Feイオンを持つ Fe型 NHase

と Coイオンを持つ Co型 NHaseの二つに大別できる２）．

アミド生産上有用な酵素であるため様々な微生物において

解析され，いくつかの NHaseの立体構造が既に決定され

ている３，４）．どちらの金属イオンも酵素の αサブユニット
に存在し，金属イオンに配位する（αサブユニット中の）
三つのシステイン残基のうち，二つはシステインスルフィ

ン酸・システインスルフェン酸として存在することが判明

している３，４）．即ち，本酵素は金属イオンの配位とシステイ

ン残基の酸化という翻訳後修飾を受けて活性型になる．

アジポニトリルを基質とする５-シアノバレルアミドの

工業生産に使用されている Pseudomonas chroloraphis B２３

菌の酵素５）は Fe型 NHaseであるのに対し，（アクリロニト

リルを基質とする）アクリルアミドの工業生産や（３-シア

ノピリジンを基質とする）ニコチンアミドの工業生産に使

用される Rhodococcus rhodochrous J１菌（以下，J１菌と記

載）の酵素は Co型 NHaseである（図１）６）．Fe型，Co型

いずれの酵素もどのような機構により翻訳後修飾が導入さ

れるのかは不明であった．J１菌は高分子量型（H-）と低

図１ 有用化合物の工業生産に利用されるニトリルヒドラター
ゼ（NHase）
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分子量型（L-）の２種の Co型 NHaseをもっており，極く

最近，L-NHaseがタンパク質のスワッピングを伴うこれま

で誰も予想しなかった新規なメカニズムにより翻訳後修飾

を受けて活性型になることを筆者らは発見した７，８）．本稿で

は最新の研究成果９）も併せて解説する都合上，H-NHaseを

例として新規翻訳後修飾機構を概説する．

２． NHaseの翻訳後成熟化に関与する

メディエーターの発見

Co非存在下で培養した場合や，H-NHaseの構造遺伝子

である nhhBA１０）のみを NHase活性を保持しない他の Rho-

dococcus 属微生物に導入し Co存在下で培養した場合，H-

NHaseは Coをほとんど含まないアポ酵素として生成す

る．一方，構造遺伝子と一緒にその下流に位置する nhhG

遺伝子１０）も nhhBAG として他の Rhodococcus 属微生物に導

入し Co存在下で培養すると，H-NHaseは Coを含むホロ

酵素として生成する．この結果より，nhhG 遺伝子産物

は，アポ酵素からホロ酵素への成熟化に重要な役割を果た

すことが示唆された．nhhBAG を導入した菌株から調製し

た無細胞抽出液を SDS-PAGEに供すると NhhGタンパク

質（以下，gタンパク質とも記載）の発現が確認できるこ

とから，SDS-PAGE上のバンドを指標に精製したところ，

gタンパク質は H-NHaseの αサブユニットとの複合体と
して得られた．ゲルろ過法により解析した結果，本複合体

の分子量は４８．８kDaであり，H-NHaseの αサブユニット
および gタンパク質の分子量がそれぞれ２２．８kDa，１１．７

kDaであることを考慮すると本複合体はヘテロ三量体

（αg２）と示唆された９）．αg２複合体中の αサブユニットは
Coを配位しているが，本複合体は H-NHase活性を示さな

い．しかし，αg２複合体を精製したアポ酵素と混合する

と，混合液中の NHase活性の上昇が認められた．アポ酵

素と過剰量の αg２複合体を混合し，その溶液から精製した

H-NHase（以下，R-H-NHaseと記載）の諸性質をアポ酵素

やホロ酵素と比較した．いずれの遠紫外 CDスペクトルも

一致したことから，三者間で二次構造は同じであることが

示唆された．アポ酵素は Coをほとんど含まず酵素活性値

が低いのに対し，R-H-NHaseでは Co含量と酵素活性値は

上昇し，ホロ酵素と同様の数値を示した．さらに，紫外可

視吸収スペクトルおよび近紫外 CDスペクトル解析から，

ホロ酵素と R-H-NHaseにおいてのみ（Coに配位する）酸

化システイン残基に由来するスペクトルが確認できた．即

ち，αg２複合体との混合により，アポ H-NHaseは in vitro

で Coイオンの配位とシステイン残基の酸化を伴う翻訳後

修飾を経てホロ H-NHaseに成熟化することが示唆され

た９）．この時，αg２複合体は H-NHaseのメディエーター（成

熟化複合体）として機能し，アポ酵素の翻訳後成熟化に重

要な役割を果たす．

３． self-subunit swappingの発見

アポ H-NHaseに，Coイオンの配位とシステイン残基の

酸化が導入されるには，（１）アポ H-NHaseの αサブユ
ニットのシステイン残基が酸化され，そこに αg２複合体か

ら Coだけが供給されるメカニズム，（２）αg２複合体の Co

を含む αサブユニットと，アポ H-NHaseの αサブユニッ
トが置換（スワッピング）するメカニズム，のいずれかが

考えられる．どちらのメカニズムで成熟化するのかを調べ

るために，部位特異的変異法により H-NHaseの αサブユ
ニットの５番目のアミノ酸（バリン）をロイシンに置換し

た変異アポ H-NHase（α-V５L）を作成し精製した．本変異酵素も

アポ H-NHaseと同様に酵素活性値は低いが，（Coを含み）

αサブユニットの５番目のアミノ酸がバリンのままの αg２

複合体と長時間混合すると，ホロ H-NHaseと同じ活性値

を示すようになった．この状態の混合液から H-NHaseを

精製し，その αサブユニットのアミノ酸配列を調べた結
果，５番目のアミノ酸はロイシンではなくバリンであり，

アポ H-NHaseの αサブユニットは αg２複合体の αサブユ
ニットとスワッピングしたことが証明された（図２）９）．

次に，変異アポ H-NHase（α-V５L）と αg２複合体とを混合し，

図２ Self-subunit swappingによる H-NHaseの翻訳後成熟化
コバルトイオン（●）
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さまざまな間隔でサンプリングを行った．それらの酵素活

性を測定すると同時に，サンプリングした混合液から H-

NHaseを精製して αサブユニットのアミノ酸配列を調べ５
番目のアミノ酸中のバリンあるいはロイシンの量を測定し

た．その結果，精製した H-NHaseの当該アミノ酸中のバ

リンの存在比率［バリン／（バリン＋ロイシン）］の増加と

比活性の上昇との間で時間経過に応じた有意な相関性が見

られ，αサブユニット同士のスワッピングの割合と翻訳後
の H-NHaseの成熟化の割合が同じであることを実証した．

即ち，アポ H-NHaseへの Coイオンの配位とシステイン残

基の酸化は，αg２複合体からの αサブユニットのスワッピ
ングを介することが判明した９）．同一サブユニットの置換

により翻訳後修飾が導入される現象はこれまで誰も予想し

なかったユニークなタンパク質の挙動を伴うことから，

我々は本メカニズムを self-subunit swappingを命名した（図

２）７，９）．

４． self-subunit swapping中間複合体の発見

本翻訳後成熟化メカニズムを詳細に解明するために，反

応溶液中に含まれるタンパク質の粒子径を動的光散乱法に

より解析した．アポ H-NHase溶液，αg２複合体溶液ではそ

れぞれ１４．７nm，６．６nmの単一の粒子径ピークが確認で

き，各々のサイズは４５分間の計測中変化しなかった．ア

ポ H-NHaseと αg２複合体を混合し，self-subunit swapping

が起こっている反応溶液を測定したところ，混合後に αg２

複合体に相当する７．６nmの粒子径ピークとアポ H-NHase

より大きい３０．７nmの粒子径ピークの二つが観察できた．

４５分間の計測中，αg２複合体に相当するピークの粒子径は

変化しなかったが，もう一つのピークの粒子径は（アポ H-

NHaseより大きい）２１．３―３２．０nmの間で変動した．また，

self-subunit swapping後に生成するホロ H-NHaseとアポ αg２

複合体は，アポ H-NHaseとホロ αg２複合体と同じ粒子径

としてそれぞれ観察された．これらの結果より，self-

subunit swapping中に確認されたアポ H-NHaseより大きい

粒子は，アポ H-NHaseと αg２複合体が結合した中間複合

体と考えられる．また，この中間複合体が幅広いサイズ分

布を示すことから，様々な大きさの中間複合体の存在が示

唆された９）．例えば，アポ H-NHaseに対して一つしか αg２

複合体が結合していない中間複合体［αg２-（αβ）n］，二つの

αg２複合体が結合している中間複合体［２αg２-（αβ）n］，さら

に複数の αg２複合体が結合している中間複合体［nαg２-

（αβ）n］などである．さらに，アポ H-NHaseと αg２複合体

を混合して３分経過後には既にアポ H-NHaseより大きい

粒子径が確認できていることから，これらの中間複合体の

形成過程は非常に早いと示唆される．

５． self-subunit swappingによる翻訳後成熟化モデル

αサブユニットと複合体を形成する gタンパク質は複合

体中において（モル比で）αサブユニットの２倍存在する．
gタンパク質と相同性を示す NhlE（eタンパク質）も αe２

複合体として L-NHaseの翻訳後成熟化に関与し， さらに，

本複合体から変性条件下で αサブユニットと eタンパク

質を分離した後に変性剤を除去すると eタンパク質は二量

体として存在していた７）．（H-NHaseの翻訳後成熟化に関与

する）gタンパク質や（L-NHaseの翻訳後成熟化に関与す

る）eタンパク質が単量体ではなく二量体を形成する性質

を有する点を考慮し，self-subunit swappingによる H-NHase

の翻訳後成熟化メカニズムの詳細なモデルを以下のように

提唱した（図３）９）．

［１］ αg２複合体は，（g-α-gではなく）α-g２の構造をとる．

［２］ gタンパク質には，αサブユニットへの結合部位が１
ヶ所存在する．（従って，二量体状態の g２だと，αサブユ
ニットへの結合部位を２ヶ所保有することになる）

［３］ ホロ αg２複合体において，g２が保有する２ヶ所の α
サブユニット結合部位のうち，片方は αサブユニットと
結合しているが，もう片方は空いている．

［４］ ホロ αg２複合体とアポ H-NHaseを混合した場合，

（ホロ αg２複合体中に存在する）αサブユニットと結合し
ていない方の gタンパク質の αサブユニット結合部位に
アポ H-NHaseの αサブユニットが結合する．
［５］ アポ H-NHaseの βサブユニットとホロ αg２複合体の

（翻訳後修飾をもつ）αサブユニットが，電気的相互作用７）

により互いに引き合う．

［６］ アポ H-NHaseの（翻訳後修飾をもたない）αサブユ
ニットは，ホロ αg２複合体中の（翻訳後修飾をもつ）αサ
ブユニットに押し出される形でスワッピングが起こる．こ

の時，同時に，アポ H-NHaseから外れた（翻訳後修飾を

もたない）αサブユニットと gタンパク質からなるアポ αg２

複合体が生成する．

［７］ アポ H-NHaseの（翻訳後修飾をもたない）αサブユ
ニットの全てが（翻訳後修飾をもつ）αサブユニットとス
ワッピングするまで［４］～［６］が繰り返され，最終的にホロ

H-NHaseが生成する．

６． お わ り に

筆者らが発見した self-subunit swappingでは，アポ酵素
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の“αサブユニット”は翻訳後修飾導入の過程で“外部で
翻訳後修飾を受けた αサブユニット（翻訳後修飾以外は
同一のタンパク質）”とスワッピングする７，９）．そのため，

翻訳後修飾が完了した後に，“アポ酵素に元々存在してい

た αサブユニット”はホロ酵素には存在しない．一方，
これまでに数多くのタイプの翻訳後修飾が発見されてきた

が，これらのすべては元々存在していたタンパク質に対し

て翻訳後修飾がなされる．つまり，翻訳後修飾が完了した

後でも元々存在していたタンパク質は翻訳後修飾を受けて

存在し続けることと対比させると，self-subunit swapping

は翻訳後修飾“導入”の新しい概念である．スワッピング

による翻訳後修飾の“導入”を証明するためには，翻訳後

修飾前後のタンパク質を区別する（１アミノ酸変異などの）

目印をつける必要があり，現時点では， J１菌の L-NHase，

H-NHaseのみでしか実証されていない．しかし，NHaseだ

けでなくチオシアネート加水分解酵素においても，サブユ

ニットのスワッピングにより翻訳後修飾が導入されホロ酵

素が生成する可能性がある．これまで報告されてきた数多

くの翻訳後修飾（リン酸化，グリコシル化，ユビキチン化

など）においても，外部でそれらの修飾を受けたタンパク

質とスワッピングすることで修飾が導入される例が見つか

れば，本概念はさらに多くの興味を集めるであろう．
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動脈硬化症，とりわけ心筋梗塞や狭心症など冠状動脈疾

図３ Self-subunit swappingメカニズムの提唱モデル
アポ酵素（αβ）n中の n個の αサブユニットの一つが交換する場合を記載．コバルトイオン（●），システイン（SH），シス
テインスルフェン酸（SO－），システインスルフィン酸（SO２－），アルギニン（R）
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