
１． はじめに

酵素反応機構は１９６０年代の速度論的解析，７０年代の化
学修飾，８０年代の遺伝子操作，そして９０年代の X線結晶
解析というさまざまな研究手法の発展に伴って詳細に解析
されるようになってきた．酵素反応機構はまさに化学反応
の過程であるが，これはもう研究しつくされたと思われて
いるようである．確かに細胞で起こる過程には多くの未知
のことが隠されており，それに比べると，酵素反応には不
思議な点というものは，少なくとも原理的なものに関して
いえば，ないように思える．ところが実際は，酵素反応を
研究すればするほどわからないことが次から次へと出てく
るのである．それはなぜであろうか？ 酵素反応が化学反
応の一つであるならば，一般の有機化学反応ほどに我々の
理解が進んでいないのはなぜなのか？ 結論を急げば，詰
まるところ“タンパク質についての我々の理解の程度にそ
の原因がある”ということになりそうである．
酵素反応機構の図を書くと，タンパク質がなければ通常

の有機化学反応のようにみえなくもない．ところが，その
「書かれていない」タンパク質の場の中では，溶液中の反
応からは想像がつかないことが起こっている．
そのような問題を考えるのに格好の材料を提供するのが

補因子を有する酵素である．補因子はさらに金属イオンと
補酵素に分けられる．多くの場合，これらは酵素の中で触

媒の中心として機能している．補因子の化学はモデル反応
として詳細に研究されているが，それがタンパク質という
「場」の中でどのように“変調されて”いるかということ
を追求することが，上記の問題の解決に結びつくと考えら
れる．
この小論ではそういった補酵素の一つであるピリドキ

サール５′-リン酸（pyridoxal５′-phosphate：PLP）を有する
ピリドキサール酵素について，ピリドキサールの化学がど
のように酵素タンパク質の中で実現しているかを紹介し，
タンパク質の中での触媒というものを考えるきっかけとな
ることを目指す．

２． ピリドキサール５′-リン酸（PLP）の化学

酵素反応においてはタンパク質を構成するアミノ酸残
基，とりわけ側鎖官能基が重要な働きを示す．しかし，通
常タンパク質を構成する２０種類のアミノ酸の R基（タン
パク質となったときに側鎖になる部分）の官能基は求核性
のものが多いが，求電子性のものはないといった「偏り」
がみられる．これは無理のない話であり，もしも求核性の
R基を持つアミノ酸と求電子性の R基を持つアミノ酸の
両方がタンパク質を構成するアミノ酸として使われると，
互いに側鎖間で共有結合を形成し，タンパク質分子内・分
子間におびただしい数の架橋が形成されてしまう．そこで
不活性な R基以外は求核性の R基か求電子性の R基かの
どちらかに限定される必要があるが，アミノ酸がアミノ基
という求核性の基を有している以上，R基も求核性のもの
にならざるをえなかったと考えられる．しかし，それは同
時に酵素を求核性触媒に限定し，触媒する反応の種類を制
限することになってしまった．そこで，酵素は求電子性の
触媒あるいはラジカルとなって触媒を行うような補酵素・
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金属イオンを有するようになった．多くの補因子が求電子
中心を有していることはその現れである．
PLPの求電子中心の一つがアルデヒド基であることは容

易にわかる．しかし，このアルデヒド基は基質アミノ酸と
共有結合するための道具にすぎず，触媒において重要な役
割を果たすのはもう一つの求電子中心であるピリジン環で
あると考えられている．このことは後であらためて議論す
る．アルデヒド基に対してアミノ酸等のアミノ基が求核攻
撃を行うと，シッフ塩基が形成される．このシッフ塩基の
イミノ基はピリジン環と共役しており，そのために Cの
周りの結合から電子が 軌道を通じてピリジン環へと引
き寄せられる（超共役）．これにより Cの周りの結合が
活性化され，図１に示す多彩な反応が開始する．この理由
で，PLPのピリジン環は“電子溜め electron sink”として
の役割を有していると表現される．

反応は教科書をはじめとして諸文献１～３）に記載されてい
るので詳細は省略するが，本質的なところを説明する．

１） PLP―Lys→A→Qの過程
ピリドキサール酵素において PLPはほとんどの場合，特

定の Lys残基とアルジミンを形成している．ここに基質で
あるアミノ酸（あるいはアミン）が入るとイミノ基交換反
応が起こり，基質アミノ酸（アミン）と PLPのアルジミン
（A）が形成される．上記の PLPピリジン環の“電子溜め”
としての作用のために，Cから電子を残して基（あるい
は原子）が外れ，Cのカルボアニオンが生ずる．この電
子は全体に非局在化するので，生じたカルボアニオンには
その共鳴の極限構造式の一つに由来する“キノノイド中間
体”（Q）という名称が与えられている．後述するが，図
１はピリジン環 N１がプロトン化されているという前提で

図１ PLPの反応
ほとんどのピリドキサール酵素における補酵素と基質の反応は基本的にここに示し
た中間体で説明される．PLP―Lys：酵素の Lys残基側鎖 -アミノ基と PLPのアルデ
ヒド基の間に形成されたアルジミン，PMP：ピリドキサミン５′-リン酸，A：アルジ
ミン，Q：キノノイド，K：ケチミン，E：エナミン，-K：，-不飽和ケチミン，
-Q：，-不飽和キノノイド，-A：，-不飽和アルジミン．
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書かれている．もしも N１がプロトン化されていなければ
キノノイド構造ではなく電子が非局在化したカルボアニオ
ンとみなすべきであるが，便宜的にキノノイド中間体 Q
で統一的に表現することにする．この A→Qの過程を起こ
す反応として脱プロトン化，脱カルボキシル化，あるいは
Cにヒドロキシ基があればアルドール解裂，が起こる．
なお，PLPと結合していた Lys残基は Aが形成された

あと PLPから遊離するが，後述するようにその後の触媒
反応において重要な役割を果たす．そこでこの残基を
LysPLPと表現することにする．

２） Qからの過程
Qは電子が余っているため，これから起こる反応とし

ては，求電子剤が結合するか，求核剤が外れるかのいずれ
かとなる．
a． 求電子剤の結合
結合する求電子剤としては H＋やカルボニル基を有した

もの（アルデヒドやアシル CoA：アシル CoAのチオエス
テルのカルボニル基は通常のエステルよりも求電子性が強
い）がある．これらのうち，H＋は Cと C４′の両方に結合
する場合が知られているが，カルボニル基を有したもの
は，現在のところ，Cに結合する場合しか知られていな
い．Cへの求電子剤の結合は A→Qでみられる反応の逆
反応として起こっていることもある（H＋やアルデヒドの
結合）．

i． Q→A：Qの Cにプロトンやカルボニル基を有
したものが結合して Aとなると，再びイミノ基転移
反応が起こり，PLP―Lysが再生するとともに，Aと
Qの間を行き来する間（あるいは後述のように Qか
らほかの経路を経て再び Qに戻ってくる間に）に修
飾を受けて元の形から変わったアミノ酸やアミンが生
成物として外れる．
ii． Q→K→PMP：Qの C４′にプロトンが結合すると
ケチミン（K）となる．Kが加水分解を受けると，ケ
ト酸やケトンが外れ，補酵素部分はピリドキサミン
５′-リン酸（PMP）となる．これはアミノトランスフェ
ラーゼにおいて起こる半反応である．第二の半反応と
して新たなケト酸やケトンが PMPと反応し，逆の経
路をたどって新たなアミノ酸やアミンを生成する．ア
ミノトランスフェラーゼは２種類以上のアミノ酸（ア
ミン）と PLPの半反応を触媒することができ，二つ
の半反応を組み合わすことでアミノ基転移反応を進行
させる．
iii． Q→K→E：Kは Cに電子を残して外れるよう
な置換基 X（Hを含む）があると，Xが外れたあとエ
ナミン（E）となる．Eの Cは電子密度が高いので
以下の反応が起こる．
① Eの Cが再び求電子剤を受け取ると Kとなる．
現在知られているピリドキサール酵素では，この求
電子剤は H＋であり，PLP―Lysから Eまでの道を逆

戻りすることによってアミノ酸を遊離すると，C
の置換基 Xが Hとなったアミノ酸が生成する．こ
のような反応を起こすのは，アスパラギン酸 -デ
カルボキシラーゼ，キヌレニナーゼ，システインデ
スルフラーゼ，セレノシステインリアーゼなどであ
る．
② Eにおいて Cに脱離基 Yが存在すると，Yは電
子を持って外れ，，-不飽和ケチミン（，-K）が
できる．
（a），-Kの Cに新たな求核剤が付加を起こす
と，PLP―Lysから ，-Kまでの道を逆戻りする
ことによって Yが置換された新たなアミノ酸が
できる．これが -シンターゼの反応である．代表
的な -シンターゼとしては植物・細菌に存在する
メチオニン合成系の酵素シスタチオニン -シン
ターゼがある．この酵素の触媒によりスクシニル
ホモセリン，ホスホホモセリンのスクシニル基，
リン酸基がシステインと置換してシスタチオニン
が生成する．
（b），-Kは ，-Qを経て，後述の -リアーゼ，
-シンターゼの中間体である ，-Aになることが
できる．これによって 位での反応が -リアー
ゼ，-シンターゼの反応と結びつくことになる．
，-Kから生成した ，-Aがイミノ基転移を起こ
すとケト酸ができる．これは -リアーゼの反応で
ある．また，，-Aの Cに求核剤が付加を起こ
すと，Q→Aを経てアミノ酸を生成する．このア
ミノ酸では最初の基質アミノ酸の 位の置換基が
外れ，位に新たな置換基を有するアミノ酸とな
る．この PLP酵素のすべての中間体を通ること
になる反応を触媒する酵素は，トレオニンシン
ターゼが現在知られている唯一のものである．

b． 求核剤の脱離
Cに求核剤があれば，Qの余った電子に押し出される

ようにして，電子を持って外れ，，-不飽和アルジミン
（-A）が生じる．これがイミノ基転移反応を起こすと，
エナミン（生成物であり，Eとは別のもの）が遊離する．
これはイミンに互変異性化し，加水分解を受けてケト酸あ
るいはケトンが生成する．これは -リアーゼの反応であ
る．たとえば，，-Aとして PLP―-アミノアクリル酸ア
ルジミンを考えると，これからエナミンとして -アミノ
アクリル酸が生じ，イミンとして -イミノプロピオン酸
になり，加水分解を受けてケト酸としてピルビン酸が生じ
る．また，，-Aに新たな求核基が付加を起こし，Q→A
を経てイミノ基転移によって新たなアミノ酸を生成するこ
ともある．これは -シンターゼの反応である．

３． ピリドキサール酵素

ピリドキサール酵素はフォールドタイプで７種類に分類
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されている４）．それぞれのフォールドタイプは一次構造か
ら高次構造まで相同性がなく，個別に進化したものと考え
られている．それぞれの酵素が触媒反応においてたどる中
間体をみると，構造と反応機構にある程度の相関があるこ
とがみてとれる．

フォールドタイプ I
最も大きな集団であり，さらにいくつかのファミリーに

分かれる．
●デカルボキシラーゼ IIファミリー（反応は A，Q，A）
●デカルボキシラーゼ IIIファミリー（A，Q，A）
●アミノトランスフェラーゼ IIファミリー［A，Q，K：
-アミノ酸に対するアミノトランスフェラーゼを中
心とし，ジアルキルグリシンデカルボキシラーゼ（ア
ミノ基転移を伴う）も含まれる］

●アミノトランスフェラーゼ Iファミリー（多くの -
アミノ酸のアミノトランスフェラーゼ A，Q，Kおよび
アスパラギン酸 -デカルボキシラーゼ A，Q，K，E，K，
Q，A）

●-ファミリー（-シンターゼ A，Q，K，E，K，E，K，Q，A，
-リアーゼ A，Q，K，E，K，Q，DA，およびシ
スタチオニン -リアーゼ A，Q，DA）

●キヌレニナーゼファミリー注１（キヌレニナーゼ，シス
テインデスルフラーゼ，およびセレノシステインリ
アーゼ；A，Q，K，E，K，Q，A）

●-オキサミンシンターゼファミリー（A，Q，A）
●アミノトランスフェラーゼ IVファミリー（ホスホセ
リンおよびセリンのアミノトランスフェラーゼ A，Q，
K）

●デカルボキシラーゼ Iファミリー（グリシン解裂系 A，
Q，A，アルドラーゼ A，Q，A，芳香族アミノ酸の -リ
アーゼ A，Q，A，およびセレノシステインシンター
ゼ A，Q，A，Q，A）

進化系統樹を図２に示す．まず共通祖先からデカルボキ
シラーゼ II，IIIファミリーとその他に分かれ，続いて後
者の集団がさまざまな反応機構を有する酵素群に分かれて
いっているが，それらのほとんどが A，Q，Kの経路を共有

していることが注目される．すなわち，アミノトランス
フェラーゼを基盤として，Kに引き続いて起こる触媒反
応が発展していったと考えられる．
フォールドタイプ Iの酵素には共通して，PLP―Lysシッ

フ塩基の re 面（図１の Aでいえば紙面の手前側）にあっ
て PLPのピリジン環とスタッキングする芳香族アミノ酸
残基が一次構造上対応する位置に存在する．また，PLPの
ピリジン環 N１は Asp残基と水素結合をしており，このた
めに常にプロトン化した状態で存在する．

フォールドタイプ II
基質の 位の置換基が電子を持って外れ，置換する反

応を触媒する -リアーゼおよび -シンターゼが属する．
反応は A，Q，Aである．ただし，チロシンとトリプト
ファンが基質の場合は，フォールドタイプ Iのデカルボキ
シラーゼ Iファミリーの酵素によってフェノール，イン
ドールが外れる．
トレオニンシンターゼは最終的には -シンターゼの反

応で終了するが，そこに至るまでは -リアーゼと同じ経路
をたどり，全体として A，Q，K，E，K，Q，A，Q，Aの反応
である．また，セリンラセマーゼは酵素名に代表される反
応は A，Q，Aであるが，高い -リアーゼ活性，すなわちセ
リンデヒドラターゼと同じ活性を有している．
構造上の重要な特徴の一つは，PLPのピリジン環 N１が

Serあるいは Thr残基と水素結合を形成し，そのために非
プロトン化状態で存在することである．したがって，この
タイプの酵素では図１の各構造の N１はプロトン化せず，
また Qの構造は共役系全体に非局在化したカルボアニオ
ンとみなすことになる．

フォールドタイプ III
このフォールドタイプのピリドキサール酵素は多様であ

る．アラニンラセマーゼ，真核生物のオルニチンデカルボ
キシラーゼ，細菌の生合成型アルギニンデカルボキシラー
ゼ，ジアミノピメリン酸デカルボキシラーゼ（以上，反応
は A，Q，A），および真核生物の D-セリンデヒドラターゼ
（A，Q，A）が属する．
構造上も多様性があり，PLPのピリジン環 N１の相互作

用する残基は，Bacillus stearothermophilus アラニンラセ
マーゼでは Arg，マウスオルニチンデカルボキシラーゼと
Helicobacter pylori ジアミノピメリン酸デカルボキシラー
ゼでは Glu，ニワトリ D-セリンデヒドラターゼ６）では Tyr
と，塩基性，酸性，中性アミノ酸残基のいずれもが見いだ
されている．興味深いことに，フォールドタイプ Iでは酸
性アミノ酸残基として Asp，フォールドタイプ IIではヒド
ロキシ基を有する中性アミノ酸残基として Serが使われて
いるが， IIIではより嵩高いアミノ酸残基が使われており，
アラニンラセマーゼの Arg残基の大きさに見合ったもの
になっている．また，ニワトリ D-セリンデヒドラターゼ
には亜鉛イオンが結合し，位のヒドロキシ基の活性化を

注１ キヌレニナーゼ，システインデスルフラーゼ，アス
パラギン酸 -デカルボキシラーゼ，およびセレノ
システインリアーゼは InterProでは Aminotrans-
ferase, class V／Cysteine desulfuraseという domainに
分類されている．Aminotranferase, class Vは図２の
アミノトランスフェラーゼ IVファミリーである
が，この class分類が提唱されたころは一次構造が
未知のピリドキサール酵素が多く，図２の系統樹が
未完成であった．図２をみるとこの InterProの名称
が明らかに不適当であることがわかる．キヌレニ
ナーゼ，システインデスルフラーゼ，アスパラギン
酸 -デカルボキシラーゼ，およびセレノシステイ
ンリアーゼのファミリー名は現在のところ定まって
いないが，本稿では最も早く発見された酵素の名称
より，キヌレニナーゼファミリーと呼ぶことにする．
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行っている．

フォールドタイプ IV
アミノトランスフェラーゼ III（D-アミノ酸アミノトラ

ンスフェラーゼおよび分枝アミノ酸アミノトランスフェ
ラーゼ，反応は A，Q，K）と４-アミノ-４-デオキシコリスミ
酸リアーゼ（A，Q，A）が属する．
構造上の特徴は，アミノトランスフェラーゼ IIIがほか

のアミノトランスフェラーゼと活性部位が鏡像の関係に
なっていることである．これは一種の収斂進化と考えるこ
とができる．

フォールドタイプ V
ホスホリラーゼ（総説７）参照）であり，ピリドキサール

リン酸のピリドキサール部分ではなくリン酸エステル部分
を触媒に使用しており，ほかの酵素と反応機構は大きく異
なる．

フォールドタイプ VI
D-リシン５，６-アミノムターゼ８）で，PLPのほか S-アデノ

シルコバラミンを有する．

フォールドタイプ VII
L-リシン２，３-アミノムターゼ９）で，PLPのほか亜鉛イオ

ンと FeS-クラスターを有する．
D-リシン５，６-アミノムターゼ，L-リシン２，３-アミノム

ターゼとも，基質アミノ基と PLPのシッフ塩基を形成し
たあと，アミノ基に隣接する炭素でラジカルを形成し，そ

のラジカルがイミノ基を攻撃して三員環中間体を経てアミ
ノ基とラジカルの隣接炭素への移動が起こるという反応機
構を有する．これら反応機構については本稿では省略する
ことにする（それぞれの文献８，９）を参照）．
それでは，多彩な反応を触媒する PLPは，それぞれの

ピリドキサール酵素においてどのように制御されて，反応
特異性を発揮しているのであろうか．前節でも見たよう
に，PLPの触媒反応は本質的にプロトン移動の過程であ
る．ピリドキサール酵素におけるプロトン移動について十
分な考察をしておくことが必要である．そのことについて
重要な知見を次に紹介する．

４． 二つのピリドキサール酵素におけるプロトン移動過程

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（aspartate
aminotranferase：AAT）は生物界に普遍的に存在する酵素
であり，多くの生物種においてアミノ酸を基質とするピリ
ドキサール酵素の中で最も量の多いものである．そのため
に，ピリドキサール酵素の中で最も古くから最も詳細に研
究されてきた酵素でもある．
図３に AATの精密反応機構を示す１０）．AATにおいて

は，PLPは Lys２５８とシッフ塩基を形成している．この
シッフ塩基のイミノ基窒素の pKaは大腸菌酵素の場合６．８
であり，生理的条件においてプロトン化した状態（ELH＋）
とプロトン化されていない状態（EL）の二つの状態をとる．
基質のアスパラギン酸は，よく知られているように，中性
においては二つのカルボキシ基はいずれもほとんど解離し
ているが，アミノ基については大部分がプロトン化した形

図２ フォールドタイプ Iのピリドキサール酵素の進化系統樹
右側に触媒の中間体を示す．DC：デカルボキシラーゼファミリー，AT：ア
ミノトランスフェラーゼファミリー，Kyn：キヌレニナーゼファミリー，-
OxS：-オキサミンシンターゼファミリー．系統樹の距離は概算である．文
献５）をもとに作成．
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（AspH＋），一部はプロトン化していない状態（Asp）で存
在する．AATの反応機構は Ivanov，Karpeiskyらによって
詳細に研究され，古典的な反応機構が提唱された１１）．それ
によると，AATの ELの形が AspH＋を結合してミハエリス
複合体 EL・AspH＋を形成する．そしてこのミハエリス複合
体の中で，アスパラギン酸のアミノ基の上のプロトンが
PLP―Lys２５８シッフ塩基のイミノ基窒素の上に移動し，
ELH＋・Aspとなる．この形においてはアミノ基がプロトン
化されていない状態であり（＝非共有電子対があらわとな
り），一方，イミノ基窒素がプロトン化されているために
イミノ基炭素（C４′）の求電子性が高まる．これによって
アスパラギン酸のアミノ基が PLP―Lys２５８シッフ塩基の
C４′を容易に求核攻撃し，イミノ基転移によってアスパラ
ギン酸と PLPのシッフ塩基（A）を形成する．このときに
Lys２５８は -アミノ基が非プロトン化状態で外れるため，
この -アミノ基が Cのプロトンを引き抜いて Qを形成
したあと C４′へと運び（１，３-プロトトロピックシフト），K
を生成する．Kにおいても Lys２５８の -アミノ基は非プロ
トン化状態であるため，一般塩基触媒として Kの加水分
解を促進し，PMPを結合した酵素とオキサロ酢酸を生成

する．これが前半の半反応であり，後半の半反応は PMP
を結合した酵素と -ケトグルタル酸から始まって，本質
的に同じ経路を逆行し，グルタミン酸と PLP―Lys２５８シッ
フ塩基を再生した酵素が生じる．
この反応機構は非常にすっきりとしており，とりわけ最

初の基質アスパラギン酸のアミノ基からシッフ塩基のイミ
ノ基窒素にプロトンが移ることで基質と補酵素の両方が同
時に活性化される機構はエレガントさを感じさせるもので
ある．このため，この機構はピリドキサール酵素の反応機
構研究の規範のように考えられてきた．ところが，よく考
えていくと，いくつかの疑問が生じてくる．まず，基質ア
スパラギン酸のアミノ基からシッフ塩基のイミノ基窒素に
プロトンが移る機構を実現するために，中性においてシッ
フ塩基のイミノ基窒素がプロトン化されていない状態の比
率を高めるよう，その pKaを低く抑えているということで
あるが，それをもたらす要因は逆に基質アミノ基からイミ
ノ基窒素へのプロトンの移動に不利に働くはずである．
Ivanov―Karpeisky機構ではこれは基質のアスパラギン酸の
カルボキシ基を結合するために用意されている正電荷の側
鎖（後に -カルボキシ基を結合する Arg３８６と -カルボキ

図３ アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼの反応機構
EL：PLPを結合し，シッフ塩基がプロトン化されていない酵素．ELH＋：PLPを結合し，シッフ塩基がプロトン化
されている酵素．EM：ピリドキサミン５′-リン酸を結合した酵素．

２１９

生化学 第８６巻第２号（２０１４）



シ基を結合する Arg２９２として同定される）のために，通
常の PLPのシッフ塩基の pKa（ピリジン環 N１がプロトン
化されている場合，９．５付近）に比べて大きく下がってお
り，基質結合による電荷の中和によってイミノ基窒素の
pKaが上昇すると説明されてきた１１）．しかし，酸性アミノ
酸だけを基質とする AATのみならず，構造的にきわめて
近い芳香族アミノ酸アミノトランスフェラーゼにおいても
中性アミノ酸である芳香族アミノ酸の結合によってこの
pKaが同程度上昇し１２），AATと同様の機構で反応が進行す
ることを説明できない．次に，イミノ基転移によって遊離
した Lys２５８の -アミノ基は，遊離の状態であれば pKa＝
１０．５であるが，なぜ非プロトン化状態を維持できるのか
ということも疑問である．酵素の中の疎水的環境ではプロ
トン化が抑制されていると説明することも可能であるが，
それは逆に Cのプロトンの引き抜きに不利に働くはずで
ある．酵素反応機構の説明において往々にして出くわすこ
とであるが，ある素過程を促進する要因を強調すればする
ほど，その次の素過程の進行に不利に働いてしまうもので
ある．Ivanov―Karpeisky機構もそのような呪縛からは逃れ
られない．
それではということで，AATのプロトン移動過程が詳

細に調べられた．まずは基質結合過程である１３）．Ivanov―
Karpeisky機構では EL＋AspH＋→EL・AspH＋→ELH＋・Aspと
いう順序であったが，中性においてわずかとはいえ存在す
る Asp（アミノ基が非プロトン化状態）が ELH＋と結合し
て直接 ELH＋・Aspを形成する可能性はないものだろうか．
よく知られているように，教科書的にはこの二つの過程は
速度論的に区別ができない（速度論的等価性原理１４））はず
である．これは，速度式を立てると，この二つの過程の速
度が同じ pH依存性を示すために，pH依存性を調べるこ
とによっては二つの過程の区別がつかないというものであ
る．ところが，幸いなことに pHジャンプを行うと，ELと
ELH＋の相互転換の速度はストップトフロー分光装置で十
分追跡が可能なほどのオーダーであることがわかった（EL
は３５８nmに，ELH＋は４３０nmに吸収極大を有し，容易に
区別ができる）．そこで，ELH＋と ELの混在する pHにおい
て基質アスパラギン酸との反応をストップトフローで追跡
すると，ELが速やかに消失して PMP結合酵素 EMとなり，
それに遅れて ELH＋が消失することがわかった．ここで，
ELH＋がまず ELに変化してからアスパラギン酸と反応する
というスキームに基づいて ELH＋の消失の速度式を立てる
と，pHが低く基質濃度が低い領域では実験結果と比較的
よい一致を示したが，pHや基質濃度の上昇に伴って実験
結果から顕著にずれるようになった．pHや基質濃度の上
昇に伴って増加するのは Asp（アミノ基が非プロトン化状
態）の濃度である．そこで，ELH＋＋Asp→ELH＋・Aspの過
程を含めたスキームに基づいて ELH＋の消失の速度式を立
てると，実験結果を説明することができ，またこの過程の
速度定数が５．１×１０５M－１・s－１と求められた．このように，
AATと基質アスパラギン酸の結合はプロトン化状態を異

にする二重の過程で行われることが判明した．
基質結合過程が明らかになったところで，反応が Aの

状態でとどまるような -メチルアスパラギン酸（Cに H
がないために A→Qの反応が起こらない）と AATの反応
をストップトフロー分光器で分析し，ミハエリス複合体と
Aの吸収スペクトルを得た１０）．その結果，いずれも PLP
シッフ塩基のイミン窒素が部分的にプロトン化されている
スペクトルが得られた．ところが，驚くべきことに，pH
を変えてもこのスペクトルが変化しなかったのである．つ
まり，AATにおいてはミハエリス複合体の中の PLP―Lys
（PLP―Lys２５８シッフ塩基）も Aもイミノ基窒素が溶媒の
pHに無関係に部分的にプロトン化された状態を保ってい
るということである．Lys２５８を Ala残基に変異した AAT
と -メチルアスパラギン酸の複合体はすべて Aとなるが，
この場合は pH９．５まで調べた限りイミノ基窒素はすべて
プロトン化されていた１０）．このことは，AATの Aにおい
ては Lys２５８の -アミノ基窒素と Aのイミン窒素が一つの
プロトンを共有すると考えると説明がつく（図３）．その
ようなことが可能であるのは，両方ともプロトン化される
と正電荷どうしの反発，両方とも非プロトン化状態である
と非共有電子対どうしの反発のためであると考えられる．
同様の議論をミハエリス複合体に当てはめると，PLP―
Lys２５８シッフ塩基のイミノ基窒素と -メチルアスパラギ
ン酸のアミノ基窒素の間で一つのプロトンを共有している
と考えられることになる．スペクトルからイミノ基窒素の
プロトン化の割合を算出することで，それぞれのアミノ基
とイミノ基窒素の本来の pKa（イミノ基の存在しないとき
のアミノ基の pKaおよびアミノ基が存在しないときのイミ
ノ基の pKa）の差を求め，それからイミノ基窒素の pKaを
見積もると，遊離酵素で６．８であったのが，ミハエリス複
合体では８．８，さらに Aにおいては＞１０となった．
次にこのような段階的なイミノ基窒素の pKaの上昇が何

によってもたらされているかが調べられた．いくつかの
AATの X線結晶解析による構造をみると，PLP―Lys２５８
シッフ塩基の C３―C４―C４′―Nの二面角が安定な０°から大き
くずれており，ここに歪みがかかっていることがわかっ
た．そこで，この歪みを解消すべく Lys２５８を Alaに置換
し，メチルアミンを加えることでシッフ塩基を再構成した
AATを作製したところ，イミノ基窒素の pKaが９．６と２．８
も上昇した．すなわち，イミノ基窒素がプロトン化してい
るときに形成される分子内水素結合が切断されるような歪
みのために ELH＋が不安定となり，pKaが低下するという機
構が明らかになったのである（図４A）．また，この機構に
よって，ミハエリス複合体では AATのコンホメーション
変化によって歪みが部分的に解消し，Aにおいてはほぼ完
全に歪みが解消するため pKaが大きく上昇することが説明
された（図４B）１０）．
同じ機構は芳香族アミノ酸アミノトランスフェラーゼに

おいても明らかとなった１５）．一方，AATともう一つの基
質であるグルタミン酸との反応においては，Aではアスパ
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ラギン酸との反応の場合と同様に一つのプロトンを共有す
る結果が得られたが，ミハエリス複合体では PLP―Lys２５８
のイミン窒素とグルタミン酸のアミノ基は独立にプロトン
化を起こすと考えられた１６）．これはグルタミン酸とのミハ
エリス複合体においては，アスパラギン酸とのミハエリス
複合体と異なり，酵素タンパク質が閉じた構造ではなく開
いた構造のままであり，そこに伸びたコンホメーションで
結合したグルタミン酸のアミノ基が PLP―Lys２５８のイミノ
基窒素と遠ざかる方向を向いているためであると説明され
た．これが Aになるときには，AATが閉じた構造になっ
てグルタミン酸を曲げることによって PLPとのシッフ塩
基を形成させるため，グルタミン酸に対する Kmが高いこ
とが説明される．
以上のように，AATにおけるプロトン移動では，当初

考えられたような静電的な制御のみならず PLPや酵素タ
ンパク質のコンホメーションの制御によって駆動力が形成
されていることが判明した．
ただし，AATの反応機構はピリドキサール酵素のなか

でも若干特殊であることがわかってきた．前述のとおり，
AATの PLP―Lysイミン窒素の pKaは６．８であるが，この
ように低い値を持つものはフォールドタイプ Iの中のアミ
ノトランスフェラーゼ Iの集団のみである．ほかの酵素で
はこの pKaはおおむね１０以上で，中性においてこのイミ
ン窒素は常にプロトン化した状態にある．したがって，二
重の基質結合過程によって基質―PLPのシッフ塩基 Aを形
成するという機構はほかの大多数の酵素には通用しない機
構である．それならば，中性においてアミノ基がプロトン
化された基質アミノ酸はどのようにして PLPとのシッフ
塩基を形成するのであろうか？ この点を明らかにするた
めに，フォールドタイプ Iのデカルボキシラーゼ IIに属す
る芳香族アミノ酸デカルボキシラーゼ（aromatic amino acid
decarboxylase：AADC）とドーパ（３，４-ジヒドロキシフェ
ニルアラニン）の反応がさまざまな pHにおいて調べられ
た１７）．その結果，基質ドーパはアミノ基がプロトン化され
た状態のものとプロトン化されていない状態のものの両方
が AADCに結合して２種類のミハエリス複合体を形成す
る．ミハエリス複合体においてドーパのアミノ基の pKaは
溶液中の８．７から６．６へと低下する．こうしてドーパのア

ミノ基がプロトン化されたミハエリス複合体（ELH＋・
DopaH＋）からアミノ基上のプロトンが溶液中へ放出され
てドーパのアミノ基が非プロトン化されたミハエリス複合
体（ELH＋・Dopa）になり，このミハエリス複合体におい
て非プロトン化状態のアミノ基が PLP―Lys３０３のイミノ基
炭素を攻撃して Aを形成するというものである（図５）．
この機構は PLP―Lysシッフ塩基のイミノ基窒素がプロト
ン化されている大部分のピリドキサール酵素に適用できる
反応機構と考えられる．
以上をみていくと，AATのアスパラギン酸や芳香族ア

ミノ酸に対する触媒作用においては厳密なコンホメーショ
ンの制御によってプロトン化状態が大きく制限されている
のに対し，AATとグルタミン酸の反応や AADCの反応に
おいてはプロトン化状態の制限が緩やかになっていること
がうかがえる．ピリドキサール酵素の反応機構の解明で重
要な課題の一つは個々の酵素において反応特異性がどのよ
うにもたらされているかということであるが，その特異性
の発揮において，プロトン移動の厳密な制御が必要である
ことは明らかである．プロトン移動の制御に関する AAT
と AADCの対照的な振る舞いが反応特異性を論じる上で
どのような意義を持つかを考えつつ，反応特異性の問題に
迫ろう．

５． 反応特異性をもたらす機構

１） PLP―Lys→A→Qの過程
この最初の過程においては古くから Dunathanの仮説が

提唱されていた１８）．これは Cの周りの結合のうち，イミ
ン―ピリジン環の平面に垂直のものが優先的に切断される

図４ アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼのシッフ塩基の歪み
（A）遊離酵素における PLPと Lys２５８のシッフ塩基の歪み．（B）PLPと基質アスパラギ
ン酸のシッフ塩基では歪みが解消される．

図５ 芳香族アミノ酸デカルボキシラーゼにおける基質結合
過程
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というものである（図６）．これは有機化学的に妥当な機
構である．Aの構造を Cと Nの間で仮想的に分割して二
つの部分の間での反応と考えると，C周囲の結合の 軌
道の HOMOとイミン―ピリジン環の 軌道の LUMOの相
互作用が重要になる注２．C周囲の結合の HOMOは三つの
結合に対応して三つあるが，その中でイミン―ピリジン環
に垂直のものがイミン―ピリジン環の LUMOと最も強く相
互作用し，電子がイミン―ピリジン環に流れ，その結合が
優先的に切断されるわけである．この Dunathanの仮説は
AATをはじめとする種々の酵素と基質・基質アナログと
の X線結晶解析の結果によって支持されている．すなわ
ち，イミン―ピリジン環に垂直の結合が C―Hの場合は H＋

が，C―COO－の場合は CO２が，また，位にヒドロキシ基
のある R基の場合は，R基がアルデヒドとして外れる．
基質をこのような立体配座に保つのは当然ながら酵素タン
パク質の役割である．
この過程が立体化学的な要請によって明確に規定される

のに対し，以後の過程はさまざまな要素によって反応の進
行が決まる．

２） Qからの過程
Qからは Q→K，Q→A，Q→，-Aの反応が起こる．K

ができる過程についてみていくと，AATの反応では上で
紹介したように，PLPを結合していた Lys残基の -アミノ
基が Cから H＋を受け取ってプロトン化された状態にな
り，それが C４′に H＋を渡す機構が考えられている１９）．すな
わち，溶媒の H＋とのランダムな交換ではなく，活性部位
のアミノ酸残基による方向性を持った H＋の移動である．
AATのプロトン移動機構で紹介したように，AATでは活
性部位のプロトン化状態に対する制限が強いためにこのよ
うなことが可能と思われる．ほかのアミノトランスフェ
ラーゼでも同様の機構で進行するかどうかは現在のとこ
ろ，AATほど反応機構が詳細に研究された酵素はないた

め不明であるが，少なくともフォールドタイプ Iに属する
AATの類縁酵素では同様であると考えられる．
これに対して，Q→Aとなる酵素の中で，ラセマーゼの

反応とデカルボキシラーゼの反応は A→Qの過程がそれぞ
れ H＋の解離および CO２の解離で互いに異なっているが，
Q→Aの過程はいずれも H＋の Cへの結合である．これは
明らかに Q→Kの過程と競合する．アミノトランスフェ
ラーゼでは PLPを結合していた Lysが C４′に H＋を渡すた
めに Q→Kが Q→Aと競合しつつも進行するが，Q→Aの
反応が起こってもそれは生成物に戻るだけで副反応にはな
らないので，アミノトランスフェラーゼでは副反応が起こ
る心配は不要である．しかし，ラセマーゼもデカルボキシ
ラーゼも C４′にプロトン化が起こってしまったら，副反応
すなわちアミノ基転移反応（これは abortive transamination
と呼ばれる）への道を一歩踏み出したことになるので，Q
→Kの過程は抑制されなければならない．AATは活性部
位のプロトン化状態に対する制限が強いとはいうものの，
C４′のプロトン化を起こすわけであるから，AATのとった
プロトン移動の制御機構をこれらの酵素が使うわけにはい
かない．この機構として興味深いのはラセマーゼの一種，
アラニンラセマーゼである．
L-アラニンと D-アラニンの相互転換を触媒する Bacillus

stearothermophilus のアラニンラセマーゼ（alanine race-
mase：AlaR）はフォールドタイプ IIIに属し，PLPピリジ
ン環窒素と水素結合している残基が Argである．Arg残基
のグアニジノ基の pKa（～１３）から考えて，この Arg残基
は活性部位においてもプロトン化されているため，ピリジ
ン環窒素のプロトン化は不可能と考えられる．PLPの化学
からすれば，これではピリジン環の“電子溜め”としての
機能は十分発揮できないことになり，準安定中間体である
Qのエネルギー準位が十分に下がらず，触媒反応にとっ
て不利となるはずである．ところが AlaRは PLP酵素の中
でも高い回転数（kcat＝１，０００s－１）を有している．それでは
どのように Qを安定化しているのだろうか？ このこと
を明らかにするためには，AlaRにおける Qのエネルギー
準位を知らなければならない．Qは特徴的な鋭く強い
（～４０，０００M－１cm－１）吸収を４５０～５００nmの領域に示す．
そこで，L-アラニンと D-アラニンを十分量共存させてほと
んどが酵素―基質複合体（Qと２種類の Aのみで構成され
る）となったような AlaRのスペクトルをとれば，Qの存
在比率がわかり，Aに対する相対的エネルギー準位がわか
るはずである．しかし，高濃度の酵素を用いても，吸収ス
ペクトル上 Qは検出限界以下であった２０）．それでは，
AlaRでは Qを経ずに反応が起こっているのであろうか？
確かにその可能性はある．AlaRでは L-アラニンの -Hは
Tyr２６５―O－により，D-アラニンの -Hは Lys３９―NH２によっ
て引き抜かれると考えられている．ここで，たとえば L-
アラニンから D-アラニンに変わる反応でいうならば，L-
アラニンの -プロトンが Tyr２６５―O－に移動すると同時に
Lys３９―NH３＋からプロトンが Cに移動するという“協奏反

注２ 原子にさまざまなエネルギー準位の電子の軌道（原
子軌道）があるのと同じように，分子にもさまざま
なエネルギー準位の電子の軌道（分子軌道）があり，
最も低いエネルギー準位の分子軌道から順番に電子
が入っていく．HOMOは最高被占軌道（highest oc-
cupied molecular orbital）の略であり，電子の入った
分子軌道のうちで最高エネルギー準位のもの，また
LUMOは最低空軌道（lowest unoccupied molecular or-
bital）の略であり，電子の入っていない分子軌道の
うちで最低エネルギー準位のものを指す．化学反応
は一つの分子の HOMOともう一つの分子の LUMO
が重なることによって LUMOの電子が HOMOに非
局在化し，エネルギーが低下することによって引き
起こされる（一般に HOMOと LUMOはエネルギー
準位が最も近い被占軌道と空軌道の組み合わせとな
り，相互作用によるエネルギーの低下が最も大き
い）．分子内反応の場合，分子を仮想的に分割して
一方の HOMOと他方の LUMOの相互作用とみなす
ことによって，分子間反応と同様の取り扱いをする
ことができる．
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応”の機構であれば，Qが生成しない．また，Qが生成
しないのであれば，Qからの Q→Kや Q→，-Aといった
反応が起こらず，特異的にラセミ化の反応のみが進行する
ことになり，これは大変魅力的な話になる（図７A）．
では，はたして実際にそうなのだろうか？ それをどの

ように検証すればよいのだろうか？ ここで威力を発揮す
るのが速度論的同位体効果である．L-アラニン，D-アラニ
ンの -Hを重水素化すると，よく知られているようにそ
の引き抜きの速度が減少するために全体の反応も遅くな
る．ところが，この速度論的同位体効果は，反応を重水中
で行わせると減弱したのである２１）．重水中では，位から
引き抜かれるものとは反対の側から Cへ移動するものが
プロトンではなくデューテロン（重陽子）となる．もしも
協奏反応で起こっているのであれば，重水中ではこの過程
が全体の反応の中でより律速段階となる．そのために速度
論的同位体効果は変わらない（もともと完全に律速段階の
場合）か増強されるはずである．それに対して段階的な反
応であれば，第１段階の -H／Dの引き抜きのあと，重水

中では第２段階の速度が低下（Cへのプロトンの移動よ
りデューテロンの移動の方が遅い）するために，第２段階
が部分的に律速となり第１段階に由来する同位体効果が減
弱する．したがって，AlaRでは段階的な反応でプロトン
の移動が起こっていること，すなわち，分光学的には検出
されないが Qを通って反応が進行していること（図７B）
がわかった２０）．
ここで，少し脇道にそれるようであるが，AlaRにおけ

る PLPとアポタンパク質の役割について考えてみよう．
基質アラニンの -Hの pKaは水溶液中で３０付近と見積も
られている．この -Hを引き抜く Lysおよび Tyrの側鎖
の pKaは水溶液中で１０．５，１０．１である．酵素の内部では
基質やアミノ酸残基側鎖の pKaが変化するとしても，３０
と１０の相対的な差は大きすぎる．Richardらによれば，グ
リシンの Cの pKaは水溶液中で２９であるが，ピリジン
環窒素がプロトン化した PLPとシッフ塩基を形成すると
１７になる２２）．したがって，AlaRがほかの多くの PLP酵素
と同様にプロトン化した PLPピリジン環を有していれば，

図６ Dunathanの仮説
（A）では C―H結合，（B）では C―COO－結合，（C）では C―C結合がピリジン環とイミノ基を
含む平面に垂直になる．

図７ ラセマーゼの反応機構
（A）協奏反応機構．（B）２段階反応機構．

２２３

生化学 第８６巻第２号（２０１４）



PLPの“電子溜め”の働きを主体として触媒反応が進行す
るが，実際にはピリジン環がプロトン化されていないため
に，この機構で進行することは期待できない．そうすると
PLPに加えて何らかの機構でさらにこの pKaの値を下げる
ことが必要となってくる．
Majorらはこの Arg残基をほかの多くの PLP酵素と同様

の酸性残基である Glu残基に変えた変異型酵素（R２１９E
AlaR）と野生型酵素（WT AlaR）について QM／MM計算
による反応過程の比較を行った２３）．興味深いのは，触媒反
応に伴う電荷分布の移動である．L-アラニンと Aから Q
に変化する際に，Cに生じた－１の電荷が非局在化して
ピリジン環，イミノ基，基質カルボキシ基（カルボキシ
ラートの形）のそれぞれにどの程度流れ込むかを調べると，
WT AlaRにおいてそれぞれ－０．１４，－０．２０，－０．３０であ
り，R２１９E AlaRにおいて－０．０９，－０．２２，－０．３６であっ
た．すなわち，WT AlaRと R２１９E AlaRで Aから Qへの
過程における電荷移動はほとんど差がなく，意外なことに
基質カルボキシ基への流れ込みが一番多いということであ
る．一方，これをアポタンパク質がない PLPモデル反応
で行ってみると，ピリジン環窒素がプロトン化した場合も
脱プロトン化した場合もともに－０．４近くがピリジン環に
流れ込んでいた．すなわち，アポタンパク質が存在する
と，基質カルボキシ基の電子吸引性が増加するわけであ
る．カルボキシラートとして存在する基質カルボキシ基が
電子を吸引するのは不思議に思えるが，これは基質カルボ
キシ基が Arg１３６（Arg２１９と別のものであることに注意）
の側鎖およびMet３１２の主鎖アミド基と相互作用し，Qを
静電的あるいは立体的に安定化するためと考えられる．そ
うすると，AlaRのアポタンパク質の役割は PLPのピリジ
ン環の電子吸引性ではなく，基質カルボキシ基の電子吸引
性を高めることで基質 Cの pKaを下げているということ
になる．
こうなってくると不思議に思えるのは，なぜ AlaRが

“ここまでして”ピリジン環の電子吸引性を発揮させない
ようにしているのか，ということである．繰り返し述べて
いるように，Qからは副反応の可能性がある．AlaRが協
奏反応ではなく段階的な反応を選んだ以上，Qからの副
反応は避けたい．さいわい基質がアラニンであるので，Q
→，-Aが起こる可能性はないが，Q→Kは起こる可能性
がある．もしも AlaRが Qの生成を必要最小限度にして，
Q→Kの起こる可能性を抑えているとしたらどうであろう
か？ 面白い考え方であるが，すぐに考えられる反論は，
速度論的に考えて，Qの Cにおける再プロトン化による
正常反応と Qの C４′におけるプロトン化による副反応の速
度の比は Qの濃度に依存しない，というものである．
Toneyはこれに対して，Qの C４′におけるプロトン化はお
そらく Lys３９―NH３＋が起こしており，それが C４′に近づく前
に Cのプロトン化が起こってしまうと説明している２０）．
確かに，Lys３９―NH３＋と Qが共存しているのは Lys３９―NH２
が D-アラニンの Cからプロトンを抜き取った直後であ

り，そのときには Lys３９のプロトン化された -アミノ基は
Cの近傍にある．Qが Aに比べて１７kJ／mol以上不安定
ということから２０），Q→Aの速度は A→Qの速度の１０３倍
以上である．そうすると，Q→Aの速度は１０６ s－１以上とい
うことになる．果たしてこの速度が Lys３９側鎖の動きより
十分に速いのかどうかは今後の研究を待たなければならな
いが，興味深い点である．R２１９E AlaRで副反応が促進さ
れているという実験事実は，Glu２１９が Lys３９のプロトン
化された -アミノ基を C４′に近づけているためと解釈され
ている．そうすると，Arg２１９の役割は，静電的反発力に
よって Lys３９のプロトン化された -アミノ基を C４′から遠
ざけ，副反応を抑制していると考えることができる．そし
て，このために低下したピリジン環の電子吸引性を補うよ
うに Arg１３６とMet３１２主鎖アミド基を配置して基質カル
ボキシ基の電子吸引性を高め，Cの pKaを下げていると
いう解釈が成り立つ．
ただ，注意しなければならないのは，このような機構が

ラセマーゼに普遍的なものとはいえないということであ
る．分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe２４）や細胞性粘菌
Dictyostelium discoideum２５），ヒト，マウス２６）のセリンラセ
マーゼはフォールドタイプ IIに属し，ピリジン Nと相互
作用する残基は Serである．これらの酵素においてどのよ
うにして Q→Kの反応を回避しているかに興味が持たれ
る．
デカルボキシラーゼの中でも，リシン生合成の最終段階

を触媒する酵素ジアミノピメリン酸デカルボキシラーゼは
Cにおいて脱カルボキシル化とそれが起こる側と反対側
からプロトンの供与を受けるというワルデン反転を伴う協
奏反応によって進行する２７）．そのため Qを経由しないの
で副反応が起こらない．しかしほかの多くのデカルボキシ
ラーゼは脱カルボキシル化が起こった側と同じ側で溶媒か
らのプロトンが Cに結合することで生成物のアミンが作
られており，協奏反応は期待されない２７）．そこで Qを経
由すると考えられるが，興味深いことに，現在知られてい
る限り，デカルボキシラーゼで Qが分光学的に観測され
た例はない．このことは脱カルボキシル化が律速であり，
その後のプロトン化が律速ではないことを示している．し
かし，アラニンラセマーゼの場合と同じ議論で，Qの C
における再プロトン化による正常反応と，Qの C４′におけ
るプロトン化による副反応の速度の比は Qの濃度に依存
しない．事実，デカルボキシラーゼにおいては，脱カルボ
キシル化後に Qの C４′におけるプロトン化による脱カルボ
キシル化依存性アミノ基転移が数千回に１回の頻度で起こ
ることが知られている（例として AADCでは１，５００回に
１回２８））．これはこの副反応の存在にも関わらず，Cへの
優先的なプロトン化機構の存在を示しているともいえる
（実際にアスパラギン酸 -デカルボキシラーゼでは Tyr３８
がその機能を果たしているという報告がある２９））が，アラ
ニンラセマーゼのような PLP結合 Lysの側鎖の動きによ
るプロトン移動の制御が不可能なために起こる反応特異性
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の低下とみなすこともできる．
巧みな機構で Q→Kの副反応を抑えて Q→Aの正常反

応を進行させているのが -オキサミンシンターゼファミ
リーと呼ばれる集団である．これらは Q→Aの過程でカル
ボアニオン性の Cとアシル CoAが反応し，CoAが脱離
して Cがアシル化される反応（クライゼン縮合に類似の
反応）を触媒する．このファミリーの酵素の一つのセリン
パルミトイル転移酵素を例にとって説明する３０，３１）．酵素に
第一の基質 L-セリンが結合して生じた Aにおいて，L-セ
リンのカルボキシ基は His１５９と水素結合し，これによっ
て C４′―N―C―Hの二面角が約６０°になり，Cの脱プロト
ン化が進みにくいようになっている３２）．ここで，第二の基
質パルミトイル CoAが入るとこのカルボニル基が Aの
L-セリン部分のカルボキシ基と置き換わって His１５９と水
素結合を形成し，L-セリン部分のカルボキシ基は新たに
Arg３９０と水素結合／イオン的相互作用によって結合する．
これによって Aのコンホメーションが変化し，C４′―N―
C―Hの二面角がほぼ９０°となって脱プロトン化が起こ
り，Qとなる（図８）．ここで注目すべきことは，第一の
基質 L-セリンが結合しただけでは Qが生成せず，Qが生
成するときは必ず第二の基質パルミトイル CoAが結合し
ており，そのカルボニル基が Cの近傍に位置するという
ことである．
２-オキソヘプタデシル CoAは，パルミトイル CoAのチ
オエステルの炭素と硫黄の間にメチレン基を挿入し，クラ
イゼン型縮合が進行しないようにしたアナログである３３）．
あらかじめ L-セリンを結合させた酵素と２-オキソヘプタ
デシル CoAを混合してストップトフロー分光器で追跡す
ると，Qの蓄積が観測され，Cの脱プロトン化の速度は
２．６s－１という値が得られた．一方，同様の反応を通常基
質のパルミトイル CoAを用いて行っても Qの生成は確認
できなかった．また，２-オキソヘプタデシル CoAを用い
た上記の反応を重水中で行うと，分光学的に得られた C
の脱プロトン化の速度２．６s－１に見合った Cのプロトン
の減少が観測されるが，通常基質のパルミトイル CoAを
用いた反応を重水中で行っても，Cのプロトンの減少は

きわめて緩やかであった．このことから，通常の反応では
Cの脱プロトン化速度よりも C―C結合の生成の方がはる
かに速く，前者が２．６s－１（アナログとの反応のストップ
トフロー分光法による解析で得られた値）であると仮定す
ると，C―C結合の生成は７５s－１以上の速度で進行する計算
になった３３）．このように Qの蓄積を避けることにより，
アラニンラセマーゼと同様の理由で Q→Kの反応が抑制
されている可能性がある．
Qからの反応のもう一つは Q→，-Aである．この反応

を触媒する酵素，すなわち -リアーゼおよび -シンター
ゼからすれば，Cのプロトン化による Q→Aの反応は元
に戻るだけで副反応とはならないが，C４′のプロトン化に
よる Q→Kの反応は副反応である．-シンターゼの一つ
O -アセチルセリンスルフヒドリラーゼ（O -acetylserine sulf-
hydrylase：OASS）では Cでの脱プロトン化と Cでの酢
酸イオンの脱離が起こって -アミノアクリル酸と PLPの
シッフ塩基 ，-Aが形成される．基質の O -アセチルセリ
ンの -Hの重水素化による速度論的同位体効果は２．８で
あり，逆反応を重水中で行わせることによる速度論的同位
体効果は２．４であった．もしも脱離反応が段階的な E１cB
機構で起こるのであれば，逆反応において Cへの溶媒か
らのプロトンの付加が律速となるので，Qの蓄積が起こ
るはずである．しかし，ストップトフロー分光器で測定し
たところ，Qに由来する吸収はまったく観察されなかっ
た．したがって，E１cB機構は否定され，協奏的な E２機
構で起こることが示された（図９A）．そうすると，OASS
においては Qが生成しないので，Qからの副反応 Q→K
は起こらないことになる．このようにして OASSの反応
特異性が担保されているということがわかった３４）．
しかしながら，OASSにおける脱離反応が E２機構で進

行するのは，基質の Cにあるのが良好な脱離基であるア
セトキシ基であるからであり，もしもこれがヒドロキシ基
のように良好でない脱離基であれば E１cB機構で進行する
必要があり，Qが生成する．これらにおいてはどのよう
にして副反応 Q→Kが起こらないようになっているので
あろうか．

図８ セリンパルミトイル転移酵素における反応制御機構
第一の基質 L-セリンの脱プロトン化は抑制されているが，第二の基質パルミトイル
CoAが結合することで L-セリン部分が回転し，脱プロトン化が進行する．
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良好でない脱離基はプロトン化が起こることによって脱
離しやすくなる．Qが生成する際には Cのプロトンは
PLPを結合していた Lys残基の -アミノ基に移動する．こ
の -アミノ基と Cの脱離基との距離は C４′との距離より
も近いので，脱離基へのプロトン化の方が優先的に起こる
ことが期待される（図９B）．もしもそうであるなら，これ
によって E１cB機構で進行する場合でも反応特異性が保た
れることが説明される．
Qから ，-Aが生じる反応においては立体化学的な要素

も考慮する必要がある．Cの脱離基は Qの平面に垂直に
なっていなければならない．実際にチロシンフェノールリ
アーゼでは脱離するヒドロキシフェニル基がそのような位
置にある３５）．興味深いことに，セリンパルミトイルトラン
スフェラーゼでは基質セリンとの反応による Aにおける
構造３２）からすると，Qにおいて平面に垂直になる可能性が
ある．しかし，このヒドロキシ基は PLPのリン酸基と水
素結合を形成し，リン酸基に対する水素供与体となり，Q
からの脱離基とはなりにくくなっているため，Qから
，-Aへの反応が抑制されていると考えられる．

６． Kからの機構

Kからは PMPになる経路と Eになる経路に分かれ，さ
らに Eからは元の経路に引き返す機構，ひとたび ，-K

となって元の経路に引き返す機構，また，，-Kから先に
進む機構とさまざまである．そしてこれらの機構の違いは
プロトンの移動がどのように行われるかによっているの
で，プロトン移動の制御機構が反応制御の本質である．し
かしながら，Kまでの機構と異なり，Kからの機構はそ
の複雑性もあってあまり研究が進んでいない．そこで現時
点では，実験的裏づけのない考察になってしまうが，理論
的にどのようなことが可能性として考えられるかというこ
とを中心に説明していこう．
A→Q→Kの経路で作られた Kにおいては LysPLPの -ア

ミノ基は非プロトン化状態にあり，Cを求核攻撃する水
分子が存在すれば，塩基触媒として働いて Kを加水分解
し，PMPと -ケト酸を生ずる．したがって，Kにおいて
この場所に水分子が存在することが，PMPを形成する，
すなわちアミノ基転移が起こるための必要条件となる．そ
こで，K→PMPの反応が副反応であるような酵素では，
この場所への水分子の侵入を防ぐことが副反応の防止策と
なる．
アスパラギン酸 -デカルボキシラーゼは L-アスパラギ

ン酸を基質とし，A→Q→Kの経路で作られた Kから C
の脱カルボキシル化によって Eが生成し，その後 Cにプ
ロトンが付加して再び K→A→Lys―PLPの経路を通って
L-アラニンを生成する．ストップトフロー分光分析３６）と１３C
同位体標識３７）の結果により，脱カルボキシル化は律速では

図９ -リアーゼの反応機構
（A）位に良好な脱離基のある場合，協奏反応で進行する．（B）位の脱離基
がプロトンの付加を受けることが脱離に必要な場合，LysPLPの -アミノ基が C
から引き抜いたプロトンがその目的に使われる．
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なく，その後の K→A→Lys―PLPのいずれかの過程が律速
となっていることがわかった．本酵素は反応特異性が低
く，アミノ基転移反応が高率で起こってピルビン酸が生成
することが知られている．これは Kが蓄積するとすれば
オキサロ酢酸との Kよりはむしろピルビン酸との Kと考
えられることと合致している．Eにおいて PLP結合 Lys
の -アミノ基はプロトン化されていないままであり，C
へプロトンを付加する残基も見当たらない．そこで，溶媒
の水から供給されることが考えられるが，そうなると活性
部位に水分子が侵入し，Cに接近して K→PMPの副反応
を起こす可能性が高いと説明される．アスパラギン酸 -
デカルボキシラーゼと同じ機構で進行するキヌレニナー
ゼ３８），セレノシステインリアーゼ３９）において同様にアミノ
基転移反応が起こりやすいことはこの仮説を支持してい
る．なお，キヌレニナーゼにおいては Cの置換基（アン
トラニリル基）が外れる際には加水分解が起こっているが，
この反応の塩基触媒は LysPLPではなく（近傍の Tyr残基ま
たは PLPのリン酸基と考えられている），Eにおいて
LysPLPはプロトン化されていないと考えられる．
-リアーゼおよび -シンターゼにおいては，Eは LysPLP

が Cからプロトンを引き抜くことで生成する．基質の
Cの脱離基が良好な脱離基（たとえばシスタチオニン -
シンターゼのスクシニル基やリン酸基）であれば，Eが生
成すると容易に ，-Kが生成する．つまり，LysPLPのプロ
トンは使用されずに残る．そうすると，シスタチオニン -
シンターゼにおいては，再び求核性の基質システインのチ
オール基が Cを攻撃して Eが生成する際の塩基触媒とし
て LysPLPが使えないということになり，何が一般塩基触媒
であるかという問題が生じる．一方，基質の Cの脱離基
が一般酸触媒の働きを必要とする脱離基である場合，たと
えばシスタチオニン -リアーゼやメチオニン -リアーゼの
場合，その一般酸触媒として LysPLPが使えないことにな
り，何が一般酸触媒となっているかという問題がある．後
者についてはメチオニン -リアーゼの場合，特定の Tyr残
基がその機能を持つ可能性が指摘されているが，普遍的な
ものかどうかはわからない．
「机上の化学」でこのように考える際にいつも問題にな
るのが，活性部位と溶媒の水との間のプロトンの交換であ
る．４節においてプロトン化状態が制限された AATと制
限の緩い AADCを説明したが，AADCのように溶媒との
間でプロトンを活発に交換する酵素であれば，LysPLPはそ
れまでの履歴に関係なくプロトン化，非プロトン化の状態
を取ることができ，上記のような問題は起こらないことに
なる．ただし，そのようなプロトン化状態の制限の緩やか
な酵素においては逆にプロトン移動の制御は難しくなるこ
とが考えられる．
以上のように，Kから先の反応制御機構は不明の点ば

かりであり，今後の研究の進展が待たれる．その中で，最
近になって高度好熱菌 Thermus thermophilus HB８のトレオ
ニンシンターゼの反応機構が解明されつつあり，それに

よってこの領域に新たな光が当てられている．

７． トレオニンシンターゼにおける反応制御４０）

トレオニンシンターゼ（threonine synthase：ThrS）は動
物を除く多くの生物種において，L-アスパラギン酸からの
L-トレオニンの生合成の最終段階を触媒する酵素であり，
フォールドタイプ IIに属する．この酵素は PLP酵素の触
媒反応で考えられるすべての中間体とすべての反応過程を
経由するという，PLP酵素の中で最も複雑な反応機構を
持っている．
基質 O -ホスホ-L-ホモセリンが ThrSに結合し，Aから

１，３-プロトトロピーによって K，次いで Cでの脱プロト
ン化によって Eを形成し，エナミンの Cの高い電子密度
によって Cからのリン酸イオンの脱離が起こり，,-K
となる．この後，プロトトロピーによって ,-Aとなり，
Cへの水分子の付加によって L-トレオニンとの Aとな
り，これから L-トレオニンが遊離する．ただし，ThrSは
微弱ながら唯一の副反応として -リアーゼ活性を持ってお
り，全体の１％が ,-Aから -アミノクロトン酸を遊離
して直接 ThrSを再生し，-アミノクロトン酸は -ケト酪
酸に変化する．つまり ,-Aが本来の反応と副反応の分岐
点となっている．この反応特異性の機構を探るために，直
接 ,-Aを生成する L-ビニルグリシンを基質とした反応を
調べたところ，L-ビニルグリシン単独では -ケト酪酸の生
成のみが観測された．ところが，リン酸イオンを共存させ
ると，O -ホスホ-L-ホモセリンを基質としたときと同様の
反応特異性（９９％）および kcat値で L-トレオニンの生成が
観測された．一方，リン酸イオンと同様の大きさと形を持
つ硫酸イオンを共存させた場合は，L-ビニルグリシン単独
の場合と同様に -ケト酪酸の生成のみが観測された．さ
らに ThrSのアポ酵素に ，-Aのアナログ（PLPとピルビ
ン酸のアルドール縮合反応物）を加え，リン酸イオンの共
存下で結晶を作製し，X線解析を行ったところ，２-アミ
ノ-５-ホスホノペンタン酸を結合した ThrSの結晶構造（E
のアナログ構造）のホスホノ基の場所とまったく同じとこ
ろにリン酸イオンが存在していた．以上のことと，リン酸
イオンを外から加えることなしに基質 O -ホスホ-L-ホモセ
リンから高い反応特異性と効率で L-トレオニンが生成す
ることから，E→，-Kにおいて脱離したリン酸イオンが
その場所にとどまり，，-A→Q→A→PLP―Lysの反応，
すなわち ，-二重結合への水分子の付加を促進している
という機構が明らかになった（図１０）．，-A→Q→Aの過
程はこのリン酸イオンがないと検出不可能な（硫酸イオン
によって代替できない）反応であり，リン酸イオンによる
反応速度の上昇はきわめて高く，ThrSの反応特異性に決
定的な役割を担っていることが特筆される．
リン酸イオンがこの過程を促進する機構が，，-二重結

合への水分子の付加におけるリン酸イオンによる一般塩基
触媒であるのか，あるいはリン酸イオンが一般塩基触媒と

２２７

生化学 第８６巻第２号（２０１４）



は異なる機構でこの過程あるいはほかの過程の遷移状態を
安定化するのかを探るため，ThrSの ，-A以降の L-トレ
オニン生成と -ケト酪酸生成の二つの経路について QM／
MM（Quantum Mechanics／Molecular Mechanics）を行った４１）．
その結果，，-Aの ，-二重結合への水分子の付加では
LysPLPである Lys６１の -アミノ基が一般塩基触媒として働
き，Cに形成されたヒドロキシ基にリン酸イオンがプロ
トンを介して水素結合し，生成物部分のコンホメーション
を Cのプロトン化（Q→A）とイミノ基転移（A→PLP―
Lys）の遷移状態に近づけ，それによって Q→A→PLP―Lys
の過程を促進していることが示された．このメカニズムに
おいて，一般塩基触媒として働いた Lys６１の -アミノ基は
引き続いて Cにプロトンを渡して Aを形成するとともに
自身は非プロトン化状態になり，これが C４′を求核攻撃し
てイミノ基転移を起こして PLP―Lysを再生するとともに
生成物 L-トレオニンを放出するという無駄のない働きを
している．
リン酸イオンが活性部位にとどまるということは，，-

Kにおいて Cへのほかの求核剤（たとえば水分子など）
の接近を阻むということにもなる．すなわち，生成物リン
酸イオンは ThrSが -シンターゼ反応を起こさないという
反応特異性をもつかさどっていたことになる．

ThrSの PLPのピリジン環 N１と相互作用しているのは
Thr残基であり，したがってこの N１はプロトン化されて
いないと考えられる．QM／MM計算で N１がプロトン化さ
れた状態と非プロトン化の状態の両方を比較すると，プロ
トン化状態では Qが安定化されすぎるため，ここで反応
が止まってしまうことが判明した４１）．このことは C―C
で水分子の付加・脱離が LysPLPの -アミノ基を塩基触媒と
して行われる際には PLPのピリジン環の電子吸引性はそ
れほど必要でないことを示しており，ThrSの他，L-およ
び D-セリンデヒドラターゼ， トリプトファンシンターゼ，
シスタチオニン -シンターゼといったセリンの脱水を起
こす同じファミリーの酵素においてピリジン環 N１と相互
作用しているのが Ser残基であることと辻褄があってい
る．なお，同じファミリーの O -アセチルセリンスルフヒ
ドリラーゼは前述のとおり協奏的な E２機構で進行して Q
が形成されないため，ピリジン環の電子吸引性が大きくな
くてもよいことが理解されるが，E１cB機構で進行して Q
が形成されるほかの酵素でもピリジン環の電子吸引性が大
きくなくてよいことは注目される．古くMartellはモデル
反応の解析により，PLPピリジン N１のプロトン化は C
のカルボアニオンの電子のピリジン環への流出を招き，
Cの置換基が良好な脱離基でない場合，その置換基を追

図１０ トレオニンシンターゼの反応機構
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い出すだけの電子を Cに確保できないため，置換基の脱
離には不利に働くと論じた４２）．このファミリーの酵素の立
体構造はおろか一次構造もわかっていなかったころのこの
予言があたっていたことは，酵素反応機構の解明において
モデル反応の果たす役割を示していて興味深い．

８． 酵素の中の解離基

以上，ピリドキサール酵素の触媒反応機構について述べ
てきた．本質的にプロトン移動過程であるこれらの過程を
正しく理解するためには，プロトン移動の駆動力の由来を
知るということがいかに大切であるかがわかってくる．こ
れはほかの酵素の触媒反応機構にも通ずることである．そ
れを端的に示すエピソードを紹介してこの小論の括りとし
たい．
AATのエレガントな基質活性化の機構に触発されて，

基質アミノ酸のアミノ基を，求核攻撃を目的に遊離の状態
（プロトン化されていない状態）にする機構が，AAT以外
のさまざまな酵素について考えられている．たとえば，大
腸菌のシスタチオニン -シンターゼにおいては，PLPにス
タッキングする芳香族アミノ酸残基が Tyr１０１である．そ
のフェノール性ヒドロキシ基がミハエリス複合体基質アミ
ノ酸のアミノ基の近傍に来ることから，このヒドロキシ基
が脱プロトン化したフェノラートの形のものが基質アミノ
酸のプロトン化されたアミノ基からプロトンを奪って基質
を活性化するという機構が提唱された４３）．同様の仮説はほ
かのさまざまな酵素，たとえばサルモネラ Salmonella ty-
phimurium の D-セリンデヒドラターゼにおける Tyr２１４あ
るいは Asp２３６４４），シュードモナス属 Pseudomonas sp. の１-
アミノシクロプロパン-１-カルボン酸デアミナーゼにおけ
る Tyr２９４４５），シロイヌナズナ Arabidopsis のシスタチオニ
ン -リアーゼにおける Tyr１８１４６）についても提唱されてい

る．
ところで，AATのプロトン移動をエネルギー論的に明

確に表す三次元ギブスエネルギー図で示すと，AATにお
いては，基質のアミノ基に結合していたプロトンを受け取
るシッフ塩基の pKaが遊離酵素とミハエリス複合体で異な
るようにすることができ，さらに，その pKaの制御を遷移
状態のエネルギー準位に無関係に行うことができる（図１１
左）．さらに重要なことは，遊離酵素におけるシッフ塩基
の pKaの低下がシッフ塩基の歪み（これは遷移状態におい
ては解消される）によってなされているのであり，それは
kcat／Kmをもたらすことになる．
これに対して，上にあげた酵素で提唱された Tyr残基の

ように，活性部位に“ただ単に存在する”塩基は，何らか
の機構で反応の進行に応じた塩基性の変化を起こさなけれ
ば），図１１右に示すように，その残基がプロトン化した状
態のエネルギープロファイルとプロトン化していない状態
のエネルギープロファイルが平行移動した形で並ぶだけに
なってしまう．そうすると，その塩基がどのような pKaを
持とうとも，kcatや kcat／Kmが変化しないことになる．すな
わち，触媒にとって役に立たないということになるのであ
る．実際に，シスタチオニン -シンターゼでは，Tyr１０１
を Pheに変えても速度論的パラメータに大きな影響がな
かった４７）．
このことは何を意味するか？ 活性部位に存在する解離

基は，触媒基になるためには，その空間的位置のみなら
ず，反応の進行に伴って pKaが適切に変化するように作ら
れていなければならないことを示している．そうでなけれ
ば，その解離基は反応機構において意味のないものになる
のである．
もう一度三次元ギブスエネルギー図をみると，AATで

はミハエリス複合体（および図には示していないが A）に
なったときにプロトン数が１に制限されている．これは前

図１１ 三次元ギブスエネルギー図で考えた活性部位解離基の役割
左側はアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ．シッフ塩基の歪みによるギブスエネルギーの増加が起
こる部分を矢印で示す．右側は PLP―Lysシッフ塩基が常にプロトン化されている酵素について，基質の
プロトン化されたアミノ基からプロトンを受け取ると想定されている塩基（B）を入れて考えたギブスエ
ネルギー図．もしもこの塩基の pKaが反応の進行に伴って変わらなければ，左二つと右二つのエネルギー
準位は互いに平行移動したものにほかならず，この塩基は触媒に寄与しない．
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述の静電的相互作用によってもたらされているが，もしも
このような制限が働かなければ Lys２５８の -アミノ基がプ
ロトン化された安定なエネルギー準位が出現し，kcatの低
下を招くことになる．AATで行われる厳密なプロトン移
動の制御は AATの高い活性のために必要な機構であった
ことがわかる．残念ながら，といえば観念論的にすぎる
が，この AATの“設計思想”はほかのフォールドタイプ
の酵素はもとより，同じフォールドタイプ Iの酵素におい
ても，アミノトランスフェラーゼ I以外のファミリーの酵
素には生かされているとはいいにくいのである．
以上，ピリドキサール酵素の反応機構の物語を述べてき

たが，これを通じて，本当に意義のある反応機構を得るた
めには，活性部位の構造を解明するだけではなく，しっか
りとした反応エネルギー論を展開することが必要であるこ
とが示されたと思う．
ピリドキサール酵素の反応機構の研究は，上述のように

特に K以降の過程など，多くの魅力的な題材を有してい
る．その研究成果は酵素反応機構一般の研究にとっても意
義のあるものとなるであろう．

稿を終えるにあたり，著者の行った研究の多くは数々の
研究者との共同研究であることを記し，ここに謝意を表し
たい．
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