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１． モリブデン酵素について

モリブデンは海中に含まれる遷移金属のうち最も豊富に

含まれるものの一つであり，生命誕生時の海水にも同様に

豊富に含まれていた．モリブデンは生理的な条件下で酸化

状態（Mo６＋）と還元状態（Mo４＋）を安定に取ることがで

き，途中Mo５＋も遷移的にとりうるので，生体にとっては

１電子あるいは２電子のやり取りをする酸化還元システム

を構築しやすい．このような理由から，モリブデンは生命

発生当初より現在に至るまで生命のシステムに取り入れら

れてきた１，２）．モリブデン含有水酸化酵素は細菌からヒトに

いたる多くの生物種に存在する．触媒する反応は多岐にわ

たり，主なものとして亜硝酸還元酵素（EC１．６．６．１），亜

硫酸酸化酵素（EC１．８．３．１），キサンチン酸化還元酵素

（xanthine oxidoreductase；XOR）（EC１．１．３．２２），アルデヒ

ド酸化酵素（AO）（EC１．２．３．１）がある．これらすべては

代謝システムの根幹を成すものであり，炭素，窒素，硫黄

代謝の重要な段階を触媒する１，３）．

２． モリブドプテリンと周囲タンパク質構造

水酸化反応を触媒する場所はモリブドプテリンと呼ばれ

る補酵素である（図１A）．モリブデンはジチオレートの２

個の硫黄原子によりプテリン環と結合している．プテリン

の構造は生物種により異なっていて，真核生物は一リン酸

末端を持つが（図１A），原核生物ではシトシン，アデノシ

ン，グアノシン，イノシンがジヌクレオチドとして結合し

ている．モリブドプテリンの生合成経路は最近になりほぼ

解明された．モリブデンの細胞内への取り込み，貯蔵，補

酵素の生合成にいたるまで多くのタンパク質が関与する複

雑なシステムである４）．この生合成システムはすべての生

物種が保有しており，ヘム合成系ですら持たない生物種が

存在することと比べると，いかに起源が古く重要な補酵素

であるかわかる．

モリブドプテリンはモリブデンに配位する原子のパター

ンから３種に分けられる．XOR，AOはプテリンのリガン

ド原子を除くと２個の酸素原子と，１個の硫黄原子が配位

する（図１B左）．亜硫酸酸化酵素，亜硝酸還元酵素はシ

ステイン残基の硫黄原子がモリブデンに配位する（図１B

中）．DMSO還元酵素の補酵素はプテリンとモリブデン原

子の量比が２：１となっている．４個のプテリン硫黄原子

とともに１個の酸素原子が配位し，第６のリガンドはセリ

ン，セレノシステイン，システイン，水分子のいずれかと
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なる（図１B右）３）．

３． キサンチン酸化還元酵素について

XORは細菌から高等植物，ヒトを含む高等動物まで広

範囲の生物種が有している酵素である．どの生物種の酵素

も分子量，酸化還元の反応中心の構成，位置関係がほぼ同

じであり，２種の［２Fe-２S］型の鉄硫黄中心，FAD，モリ

ブドプテリンを有する．本酵素が発見・抽出されたのは早

く，１９０２年にシャルディンガー酵素として牛乳から抽出

され報告されたのが最初である５）．以来，Beinertらによる

鉄硫黄中心の ESR（electron spin resonance）解析６），Bray

らによるモリブドプテリンの ESR解析のさきがけとな

り７），酵素学，生物物理学の分野で多くの研究がなされて

いる８）．XORの基質特異性は広く，プリン，プテリン，プ

テリジン，アルデヒドなど，様々なヘテロ環化合物を水酸

化するのが特徴である３）．生体内での主な機能はプリン分

解系の最終の２段階の触媒であり，ヒポキサンチンの２位

炭素原子を水酸化してキサンチンに，さらにキサンチンの

８位炭素原子を水酸化して尿酸に代謝する（図２）．ヒトに

おいては尿酸がプリン排泄系の最終産物であり，体内に蓄

積した場合に痛風，抗尿酸血症をきたす．このため XOR

阻害剤は抗高尿酸血症薬，抗痛風薬として医学的に重要な

化合物である９）．XORでは水酸化反応において，基質に導

入される酸素原子は水分子由来であり，その際酵素側に２

電子が移行する酸化的水酸化反応を触媒する．多くの水酸

化反応（例えば P４５０）では基質に導入される水酸基は酸

素原子由来のオキシゲナーゼ反応であり，水酸化反応に伴

い還元型ピリジンヌクレオチドを消費する反応であること

と対照的である．このような反応様式は XORとそのファ

ミリー酵素である AOに特有の反応である３，１０）．

XORは NAD＋を電子受容体とするキサンチン脱水素酵

素（xanthine dehydrogenase；XDH）として組織中に存在す

るが，哺乳類の酵素のみは酸素を主な電子受容体とするキ

サンチン酸化酵素（xanthine oxidase；XO）へと活性が変

換する１１）．活性変換は分子内のジスルフィド結合の形成に

より可逆的に，プロテアーゼによる部分分解により不可逆

的に生ずる．XOは NAD＋との反応性を失う一方で，酸素

を還元してスーパーオキシドアニオン（O２－），過酸化水素

を産生する．産生される活性酸素による組織障害が，虚血

再還流障害をはじめとする種々の病態の原因であるとする

説が医学における病態生理研究の分野で示されている１２）．

また，乳汁中では他の組織とは異なり XOとして存在する

図１ A 哺乳類 XORモリブドプテリンの化学構造
B モリブドプテリンの分類

図２ XORが触媒する反応
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こと，XORのノックアウトマウスでは乳腺細胞内の脂肪

滴の蓄積，子の発育異常などが観察されることから，活性

変換は乳汁分泌に必要な過程であると推測されている１３）．

このように XORの活性変換は病態生理，生理学研究の両

面から注目を受けている．これら２種酵素の変換機構につ

いては酵素学的，構造生物学的にその詳細が解明され１４～１７）

総説として解説してある１８～２１）．

本総説では最近進展した結晶構造の知見に基づき，モリ

ブデンにおける水酸化機構に着目して解説する．

４． XORモリブドプテリンの構造

モリブドプテリンの紫外部／可視部の吸収は弱く，

FAD，鉄硫黄中心の吸収スペクトルと重なるため通常は観

察されない．モリブドプテリン単独の吸収スペクトルは，

昆虫細胞により発現させたデモリブド酵素の解析より明ら

かになった２２）．それによると６２０nmより短波長側に幅広い

吸収を持ち，３３０nm付近に弱いピークがある．ウシ，ニ

ワトリデフラボ型酵素の吸収スペクトルに差が無いことか

ら考えて，生物種間での軽微な差は周囲タンパク質環境に

よるものと考えられる．Mössbauer法２３），と circular dichro-

ism法２４）による分光学的解析も行われているが，主要な解

析は ESRによるものである．ESRにおいてMo５＋は‘rapid’

シグナルを生じ，不活性であるデサルフォ型酵素は‘slow’

シグナルが観察される．‘rapid’シグナルはさらに proton

hyperfine splitting の性質により“type１”と“type２”に分

類されている２５）．

当初ウシおよび Rhodobacter capsulatus XORの結晶構造

が解明されたときには解像度の点から，モリブデン周囲の

原子配置は明らかでなかったが，モリブデン周囲に原子が

ピラミッド上に配置されていることが観察された１４，２６）．分

光学的解析により２個のジチオレン（-S-），サルフォ（＝S），

オキソ（＝O），水酸基か水分子（OH）が存在していると

予想されていた２７）．初期の結晶解析では，酵素に３０％ほ

どのデサルフォ型（S＝が O＝に変換した不活性型）を含み，

その解像度の限界からその配位子のジオメトリーは Desul-

fovibrio. gigas AOの原子配置２８，２９）と同様であると仮定し，

＝Sを頂点とする仮モデルを置き，報告された１４）．その後

完全活性型の酵素の結晶の改善が行われ，さらに安定な還

元型として，自殺基質である４-［５-pyridin-４-yl-１H-［１，２，４］

triazol-３-yl］pyridine-２-carbonitrile（FYX-０５１）との複合体結

晶構造を基にそのジオメトリーが明らかになった．得られ

た電子密度ではMo＝Sは，モリブデンの還元とともにプロ

トン化され，Mo-SHとなっているが，当初予測されたモ

リブデン配位子が構成するピラミッドの頂点方向ではな

く，水平方向に存在していた３０）（図３）．これらのアサイン

メントは magnetic circular dichroism３１）と X-ray absorption

spectroscopyでも確かめられており，さらに詳細な結合距

離が算定されている３２）．また多くのモリブデン含有モデル

化合物も頂点方向に＝Oが存在している３３）．

５． ウシ XORの結晶構造

XORは牛乳中に大量に存在しており，結晶化の報告は

古いが３４），構造解析に用いられる質の良い結晶は永年得ら

れなかった．不活性型酵素の存在，乳汁中の酵素が脂質に

結合しているため可溶化が必要であることなどの要因によ

り結晶化が困難であった．その後葉酸をリガンドとしたア

フィニティークロマトグラフィーの確立３５），高純度リパー

ゼ処理による精製法の改良が行われ３６），ウシ XORの結晶

構造が XDHとして解像度２．１Åで，さらにその構造を基

に分子置換法により XO（パンクレアチン処理による）と

して２．５Åで構造決定された１４）．XORの結晶構造は１５５×

９０×７０Åの蝶型をしており，カルボキシル末端側の８５kDa

のドメインを介して２個のサブユニットが結合している

（図４A）．一つのサブユニットは３個のドメインから構成

される．それぞれのドメイン間はおよそ６０アミノ酸から

なるリンカーペプチドで連結されている．

酸化還元反応中心はほぼ一直線的に配置され，モリブド

プテリン，２個の［２Fe-２S］タイプの鉄硫黄中心，FADの

順に並ぶ（図４B）．鉄硫黄中心はそれぞれ Fe／S I，Fe／S II

とよばれ，Fe／S IIの方が高電位である．モリブデンでの

水酸化反応により酵素に渡った電子は Fe／S I，Fe／S IIの

順に経由して FADに渡り，そこで最終電子受容体である

基質 NAD＋あるいは酸素分子が還元される．モリブデンと

Fe／S I間にはプテリン環が存在しており，プテリン環はモ

リブデンの保持だけでなく，電子伝達にも関与している．

酸化還元反応中心のなかでは FADと Fe／S IIが特に接近

して存在しており，FAD C７メチル基と Fe／S II硫黄原子

間の距離は６．６Åである．Fe／S IIは電子シンク（electron

sink）として機能し，FADの反応性を調節する３７，３８）．それ

ぞれのサブユニット間の酸化還元中心は約５０Å離れてお

り，お互いのサブユニットの電子伝達はそれぞれ独立して

いる．

生理的基質であるキサンチンとの反応中間体の寿命は短

図３ XORモリブデン原子周囲の原子配置
A；活性型 左；酸化状態 右；還元状態
B；デサルフォ型（不活性型）

５３３２００８年 ６月〕



いため，結晶構造では観察できない．基質結合様式を知る

上で，阻害剤との複合体結晶構造が参考になる．構造解析

されたのはサリチル酸１４），TEI-６７２０３９），Y-７００４０），FYX-

０５１４１），オキシプリノール４２）である．サリチル酸以外は強力

な阻害剤（Ki＝～１０－１０M）であり，FYX-０５１，オキシプリ

ノールは自殺基質である．サリチル酸結合構造ではサリチ

ル酸のカルボキシル基と Arg８８０のグアニディウムのイオ

ン結合，Thr１０１０の側鎖，および Glu１２６１側鎖と水分子を

介した水素結合が観察される（図４C）．阻害剤の芳香環部

分は３．５Åの距離で Phe９１４と平行に結合しているが，

オーバーラップはわずかである．同時に Phe１００９のフェニ

ル基が３．７Åの距離にて直角に接している（edge-on interac-

tion）．２個のフェニル基との相互作用は芳香環を持つ阻害

剤との複合体結晶構造すべてで観察される３０，３９～４１）．Glu１２６１

はモリブデンの最も近くに存在する残基の一つで，この残

基を変異させると酵素は完全に活性を失う４２，４３）．Glu８０２は

阻害剤のチアゾール，ピラゾール，トリアゾール環のいず

れの窒素原子とも水素結合している．この水素結合におい

ては阻害剤ヘテロ環窒素原子のプロトン化は化学的に考え

がたく，Glu８０２のカルボキシル基がプロトン供与体とし

て作用していると考えられる．Arg８８０はサリチル酸結合

構造においてはサリチル酸のカルボキシル基と水素結合し

ている．ヒト XORにおいてこれらに相当する残基（Glu

８０３と Arg８８１）をそれぞれ変異させると，プリンに対す

る水酸化活性が大きく減少する４３）．Aspergillus nidulans４４）,

R. capsulatus XDHの変異酵素解析結果４５）からも同アルギ

ニンの重要性が確認されている．

６． キサンチン酸化還元酵素の反応中間体構造

―自殺基質との複合体構造―

酸化状態の XORではモリブデンはMo６＋であり，＝O，

-OH，＝Sと２個のジチオレンの硫黄原子（-S-）が配位し，

上述したように配位原子団のうち，＝Oが頂点方向，その

他が水平方向に配位し，全体としてピラミッド型を呈する

図４ A ウシ XOR二量体結晶構造
B 酸化還元中心のスティックモデル図
C 基質結合部位の結晶構造，サリチル酸結合型として表示している．
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（図３）３０）．ターンオーバーの過程で，リガンド原子のうち

の“一方の酸素原子が基質に導入され，溶媒中の酸素原子

が置き換わり再生されることが１８Oラベルをした水を用い

た実験と４６），ラマンスペクトル解析により確認されてい

る４７）．酸素の由来がMo＝OであるかMo-OHであるかは議

論が分かれていた３）．化学的には DMSO還元酵素と同様の

＝Oによるオキソトランスファーモデル，Howesらによる

一時的にMo-C結合が形成されるとするモデル４８，４９）が提唱

されていた．しかし，D. gigas AOの結晶構造解析から，

モリブデン近傍のグルタミン酸残基が塩基触媒として機能

することにより促進され形成されたMo-O－による求核攻

撃が基質炭素原子に対して起こり，一時的にMo-O-C結合

が生じ，その後ヒドリド（H－）としてMo＝Sに電子が渡

るとする説５０）が提唱された．最後の説は当時想定されてい

たMo＝Sを頂点とする原子配置にはふさわしくない説とさ

れていた．しかし現在では，Mo-OHが基質に組み込まれ

ることは，その後の１７Oを用いた ENDOR（electron nuclear

double resonance）解析の結果４６）， ラマン分光による解析４７），

変異酵素による解析４２，４３），モデル錯体による理論計算５１），

さらに決定的証拠として下記に述べる結晶構造による反応

中間体の構造解析３０，４１）からほぼ確かであると考えられる．

FYX-０５１（図５A）は自殺基質であり，好気条件下であっ

てもMo４＋と安定な複合体を形成する．複合体半減期は２２

時間（２５℃）ときわめて長い（松本，未発表データ）．複

合体から分離した化合物は２-OH-FYX-０５１であり，複合体

は水酸化反応中の安定な形をとり存在すると考えられた．

実際に FYX-０５１との複合体結晶構造では水酸化の過程を

説明する重要な反応中間体が捕捉された．結晶構造ではモ

リブデン原子と水酸化を受ける FYX-０５１ピリジン環 C２の

間に高電子密度のブリッジが観察された３０）（図５B）．両者

の距離は３．３Åであり，中間で１５２°の角度で屈曲してい

るため，Mo-Cの直接の結合は考えがたく，水酸化を受け

た基質とモリブデン原子が水酸基酸素原子を介して共有結

合していると考えられる．この場合，Mo-O間の距離は

２．０Å，O-C間の距離は１．３Åとなり（図５B），それぞれ

モリブデン酸素間の単結合，六員環炭素と酸素間単結合に

妥当な距離となる．

さらに結晶構造ではMo-OHに隣接して Glu１２６１のカル

ボキシル基が存在しており，Glu１２６１が酸塩基触媒として

Mo-OHからプロトンを引き抜き，Mo-O-が基質炭素原子

に求核攻撃する，その過程でMo-O-Cが形成されるとする

モデル５０）と合致するものである．Glu１２６１に対応するグル

タミン酸残基はすべての生物種の XOR，AOにて保存さ

れており５２），ヒトおよび R. capsulatus 酵素にて Glu１２６１に

相当する Glu１２６２と Glu７３０の変異を行った場合，酵素活

性の完全な消失が起こる４２，４３）．プロトン化された Glu１２６１

図５ A FYX-０５１（上）と２-OH-FYX-０５１（下）の化学構造
B ウシ XOR-FYX-０５１複合体の結晶構造電子密度図 ２fo-fc map，σ＝１．５
C ウシ XOR-FYX-０５１複合体の結晶構造 スティックモデル 水素結合を点線で示す．
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は FYX-０５１のピリジン環 N１原子と水素結合を形成して

いる（図５C）．水素結合は，ピリジン環の電子を吸引し

Mo-O－による求核攻撃を促進すると考えられる．この事実

は水酸化されるヘテロサイクル基質において，水酸化され

得る炭素の隣は常に窒素原子であること３，２５）と相応してい

る．さらにモリブデン還元の過程で頂点ではなく，水平に

あるMo＝Sと水酸化を受ける炭素原子とは，ヒドリドが移

動するのに最適な位置，距離にある．このため，共有結合

が生じた後に，炭素原子からMo＝Sへとヒドリドが移動

し，モリブデンの２電子還元とともにMo-SHが生じる．

分光学的に他の酸化還元中心への電子の移行は観察され

ず，複合体はMo４＋の状態で安定している．この後に水分

子による-OH基の置き換え，生成物の離脱が起こる．し

かし FYX-０５１複合体結晶構造においてはモリブデン周囲

に水分子が存在しないため安定な構造となっていると考え

られる．

７． 酵素―基質アナログ複合体の結晶構造

オキシプリノールはキサンチンの異性体であり，XOR

の阻害剤である（図６A）．キサンチンとは C８と N７の位

置が入れ替わっているため，水酸化を受けることなく

Mo４＋と安定な複合体を形成し，反応が停止する５３）．２．１Å

の解像度で決定されたウシ XORとの複合体結晶構造で

は，オキシプリノール N２窒素とモリブデン間に共有結合

が観察される４１）（図６B）．両者の距離は２．３Åであり，FYX-

０５１複合体のように中間の屈曲が無いので，両者は直接結

合していると考えられる．つまり N２窒素がモリブデン

-OHリガンドを置きかえる形で配位結合している．オキ

シプリノールは共有結合だけでなく，周囲アミノ酸（Glu

１２６１，Glu８０２，Arg８８０）との水素結合も観察される（図６

B）．これら残基はいずれも酵素反応に不可欠なものであ

る．これら残基を変異させるとオキシプリノールによる酵

素阻害は起こらない４３，４４），また哺乳類 AOは Glu８０２，Arg

８８０に相当する残基がバリン，メチオニンに変わっている

が，オキシプリノールによる阻害は無い５４，５５）．これら残基

は水素結合により複合体を安定化していると考えられる．

Truglioらは R. capsulatus XORとオキシプリノールとの複

合体結晶構造を３．０Åの解像度で報告しているが，複合体

の構造はほぼ同じである２６）．

８． 周囲残基の機能と天然基質である

キサンチン水酸化機構

XORの基質結合部位の残基（Glu８０２，Arg８８０，Phe９１４，

Phe１００９，Glu１２６１）（図４C）はすべての生物種間で保存さ

れている３，５２）．ここでは反応機構にも関わっていると考えら

れる Glu８０２，Arg８８０の２残基について述べる．Glu１２６１

と異なりもう一方のグルタミン酸 Glu８０２は主に基質結合

に関わっており，すでに述べたとおり水酸化の触媒として

図６ A オキシプリノール（左）とキサンチン（右）の化学構造
B ウシ XOR-オキシプリノールの結晶構造電子密度図 ２fo-fc

map，σ＝１．５，水素結合を点線で示す．
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も働くと考えられる．Glu８０２は阻害剤複合体結晶構造解

析より生理的 pHにおいてカルボキシル基はプロトン化さ

れている３０，３９，４０）．ヒト酵素にて相当する Glu８０３をバリンに

変異させた場合，ヒポキサンチンを基質とした場合活性が

殆ど消失し，キサンチンを基質とした場合は kcatが１％以

下となる４３）．

Arg８８０は非共有結合性阻害剤結合構造においては阻害

剤カルボキシル基とグアニジウムグループがイオン結合を

形成する１４，３９，４０）．ヒト酵素にて相当する Arg８８１をメチオニ

ンに変換した場合，先に述べた E８０３V変異酵素とは逆の

結果になり，キサンチンを基質とした活性は殆ど消失し，

ヒポキサンチンを基質とした活性の kcatは約１％となる４３）．

A. nidulans にて相当する残基 Arg９１１をグルタミン酸に変

異させると，やはりヒポキサンチンを基質とした活性は残

るが２-hydroxypurine（８位が選択的に水酸化される）とキ

サンチンを基質とした活性は消失する４４）．また天然型酵素

においてヒポキサンチン（６-hydroxypurine）は８位ではな

く２位が水酸化され５６），その後８位が水酸化される．これ

図７ A キサンチン水酸化機構のモデル
B ヒポキサンチン結合様式
C AOによるアルデヒド水酸化機構
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らのことより Arg８８０はプリンの２位オキソと相互作用

し，８位水酸化のために必須であり，構造的に８位をモリ

ブデン方向に固定するよう機能していると考えられる４３，４４）．

Pauffらは R. capsulatus 酵素にて相当する Arg３１０の変異酵

素の解析と２-hydroxy-６-methylpurine複合体結晶構造から，

マイナスに荷電した６位-O－と Arg８８０がイオン結合する

モデルを唱えている４４，５７）．しかしそのモデルでは Glu８０２が

キサンチンと相互作用をしておらず，Glu８０２の変異が大

きく活性を低下させる理由を説明できない．実際ラットデ

モリブド酵素と尿酸との結晶構造では Arg８８０と２位オキ

ソとの水素結合が確認できている（著者ら実発表データ）．

９． 基質結合様式と反応機構モデル

上に述べた事項を総合したキサンチンの反応モデルをこ

こに述べる．キサンチンは水酸化を受ける C８をモリブデ

ン方向に向ける．Arg８８０が２位オキソと水素結合する位

置に，Glu８０２が６位オキソ，N９と水素結合するよう結合

する．Glu８０２はプロトン化されており，２個の水素結合を

形成するのに適している（図７Aa）．-OHのプロトンが近

傍の Glu１２６１に移行し，-O－による C８への求核攻撃が起

こる（図７Ab）．その際，プロトン化された Glu１２６１と N７

が水素結合を形成する．C８両側に水素結合ができること

で，求核攻撃は促進される．反応中間体Mo-O-Cが形成さ

れた後，C８から H－が隣接する＝Sへと移動し，＝Sが-SH

になると共にモリブデンが還元される（図７Ac）．最後に

水分子が，尿酸と置き換わり，他の酸化還元中心に電子の

移動が起こることで反応が完了する（図７Ad）．酸化的半

反応は異なる経路を取る可能性がある．人工基質である

２-hydroxy-６-methylpurineのターンオーバーではモリブデン

から電子の移行が起こりMo５＋が生じるとともに生成物の

解離が起こる５８）ため，副経路として１電子の移行とMo５＋

の生成が起こり，そののち水との置き換わりサイクルが戻

るという経路を想定している（図７A点線で示した経路）．

どれほどの量が二つの経路を通るかは基質の種類により異

なってくる３０）．

もう一方の基質であるヒポキサンチンは C２が選択的に

水酸化され，Arg８８０の変異による影響が少ないことから，

考えられる結合様式は図７Bである．Arg８８０とは相互作用

がなく， Glu８０２と２個の水素結合により安定化している．

２-hydroxy-６-methylpurine結合構造では，２位の水酸基は

Arg８８０と水素結合しており，また９位の Nは Glu１２６１と

水素結合しており，以上述べたキサンチン結合様式と一致

している．活性の弱さは Pauffらの主張である結合モード

が本来の基質結合モードと異なるためという彼らの説明よ

りは，むしろ Glu８０２との水素結合の消失で説明できる．

最後に AOの反応機構につき述べる．AOは Glu１２６１に

相当するグルタミン酸は保存されている．しかし Glu８０２，

Arg８８０に相当する残基は疎水性アミノ酸となっているた

め，図７Cで示した水素結合による求核攻撃の促進は必要

ない．アルデヒドの場合，求核攻撃を受ける炭素に電気陰

性度の高い＝Oが存在しており，-O－による求核攻撃を受

けやすい状態になっていると考えられる．理論計算によれ

ば，基質ホルムアミドの結合により-OHから Glu１２６１への

プロトンの移行が促進される５１）．
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