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微生物酵素の生化学的及び構造生物学的研究と医療への応用

芳 本 忠

Biochemistry and Structural Biology of Microbial Enzymes and their Medical Applications

Tadashi YOSHIMOTO

Department of Molecular Medicinal Sciences, Division of Biotechnology, Nagasaki University,
114 Bunkyo-machi, Nagasaki City 8528521, Japan

(Received March 22, 2007)

Microbial enzymes were studied from two medicinal viewpoints. First, we examined proline-speciˆc peptidases
from pathogenic microorganisms. We found several proline-speciˆc peptidases in pathogenic bacteria. Among them,
prolyl tripeptidyl aminopeptidase from Porphylomonas gingivals and prolyl aminopeptidase from Serratia marcescens
were crystallized. The complex structures of those enzymes and inhibitors were clariˆed in X-ray crystallography.
Aminopeptidase N, which has wide speciˆcity for amino acids, was distributed in the pathogens. The crystal structure of
the aminopeptidase N elucidated the reasons for its wide substrate speciˆcity but inertness to the X-Pro bond. It was also
revealed that proline-speciˆc peptidases and aminopeptidase N cooperatively degrade collagen for the uptake of amino
acids as nutrition when these bacteria infect cells. Second, we applied enzymes from microorganisms to diagnostic ana-
lyses. We found a series of creatinine-metabolizing enzymes in Pseudomonas putida. Creatininase, creatinase, and sar-
cosine oxidase were coupled and have been developed for a diagnostic analysis kit that examines renal function. The
structures of the native and the Mn2＋-activated creatininases were determined in X-ray crystallography. Based on the
structure, the activated enzyme was used for an improved assay kit. The structure of D-3-hydroxybutyrate de-
hydrogenase from Pseudomonas fragi was also clariˆed in crystallography. The enzyme is useful for diagnostic analysis
of diabetes mellitus while monitoring ketone bodies.
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1. はじめに

近年，新興・再興感染症や抗生物質多剤耐性など

の出現が大きな問題となり，抗生物質とは異なる新

規治療薬の開発が求められている．われわれはコ

ラーゲンのプロリンに注目し，病原菌の持つプロリ

ン特異的分解酵素の研究を行った．一方，微生物酵

素の多様性は臨床診断に有用な面を持ち，診断薬と

して医療への実用化の研究を行った．

タンパク質分解酵素は生体内で重要な働きをして

おり，生命科学の基礎から医薬品まで幅広い研究が

行われている．筆者はポストプロリン切断酵素1)の

研究から始まり，種々のプロリンに特異性を持つペ

プチダーゼの研究に発展してきた．最初，ほ乳動物

由来のプロリン特異性酵素を主に研究していたが，

研究を進めて行く中で病原菌が同様の酵素を持つこ

と，それもかなり高い活性を共通して持つことを見

出し，プロリンのユニークな性質と合わせ分解機構

解析から新研究領域を開いてきた．

酵素の基質特異性の高さは分析試薬としての有用

性があり色々な測定系が開発されてきた．われわれ

はクレアチニンの測定法の新規開発から始めた．2)

クレアチニンはピクリン酸を用いた化学法は非常に

簡便であるが，爆薬にも使われた化合物であること

と，他の生体物質とも反応し精度に問題がある．そ

のため，酵素法の開発を行い，実用化に成功した．

これを最初に種々の測定系を開発してきた．これら

の研究は遺伝子組換え法のみならず X 線結晶構造

解析法を導入したことで発展できた．

2. ペプチド分解へのプロリン特異性ペプチダー

ゼの役割

プロリンは他のアミノ酸とは異なり，環状の構造
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を持つことから自由度が少なく特異な性質を示し，

シスとトランスの構造をとることが知られている．

そのため，タンパク質中にプロリンが存在すると折

れ曲がった構造となり，活性部位などの空間を形成

したりするのに重要な役割を持っている．またプロ

リンを多く含むタンパク質としてコラーゲンが知ら

れている．コラーゲンは(GlyXPro)nの配列を

持ち，3 重らせん構造をとり，柔軟で強靭な物性を

示し，表皮や血管などの重要な構成成分となってい

る．興味あることに，プロリンの 4 位の位置がプロ

リン水酸化酵素により水酸化されるとヒドロキシプ

ロリンとなる．血管壁を構成するタイプ III のコ

ラーゲンはこのヒドロキシプロリンを多く含み，コ

ラーゲンの 3 重らせんをより強固にしているとされ

ている．このコラーゲンの水酸化反応にビタミン C

が補酵素として必要である．壊血病はビタミン C

不足によりプロリンの水酸化が進まず，弱いコラー

ゲンとなり，血管壁から出血を起こす病気である．

一方で，このようなプロリンの性質から，多くのプ

ロテアーゼやペプチダーゼはXProやその周辺に

は作用し難いことが知られている．そのため，生理

活性ペプチドの多くはプロリンを含みペプチダーゼ

からの分解を防御していると考えられている．ま

た，タンパク質の耐熱性について色々な機構がある

が，ある種のタンパク質では含まれるプロリンの数

と耐熱性の相関を示す報告がある．このようにプロ

リンは特異なアミノ酸である．

ヒトの子宮にオキシトシン分解酵素として prolyl

oligopeptidase（ポストプロリン切断酵素）が

Walter によって見出され，共同研究として子羊腎

臓から酵素を精製しセリン酵素として性質を初めて

明らかにした．1,3)酵素の高感度合成基質を開発する

ことで生体内に広く分布することや，4) dipeptidyl

aminopeptidase IV とは異なる酵素であることが明

らかになった．5)分子量が 8 万近くでアミノ酸配列

の決定が不可能と思われていたが，遺伝子組換え技

術の発展で，塩基配列を決定することができた．6,7)

ちょうど大腸菌の protease II についても研究して

いたが，trypsin と基質特異性が同じで，塩基性ア

ミノ酸を認識しカルボキシル側を特異的に切断する

酵素である．しかし，trypsin と異なり低分子基質

にしか作用できず，oligopeptidase B と呼ばれてい

る．この酵素についても遺伝子の塩基配列の決定を

行っていた．8)興味あることに，prolyl oligopepti-

dase は oligopeptidase B と8)アミノ酸配列のホモロ

ジーがあることを見出した．さらに，dipeptidyl

aminopeptidase IV9) や acylaminoacyl-peptidase10)

とアミノ酸配列のホモロジーがあることが報告され

た．特に，配列のカルボキシル末端側に高いホモロ

ジーがみられ，この部分にセリン酵素の触媒 3 残基

（Ser, His, Asp）が存在した．11)

3. 感染菌の持つプロリン特異性ペプチダーゼ類

の研究

プロリン特異性ペプチダーゼに特異的な合成基質

を開発し，5)広く微生物をスクリーニングした結

果，興味あることに日和見感染症などの病原菌が高

い酵素活性を持つことを見出した（Fig. 1）．それ

らは新生児髄膜炎，敗血症，骨髄炎，心内膜炎，呼

吸器感染症など院内感染を起こし，その抗生物質耐

性が問題となっている．Chryseobacterium（旧名

Flavobacterium) meningosepticum は病弱な乳幼児

に感染し敗血病や脳膜炎を起こす．Aeromonas

hydrophila は水性菌でヒトに日和見感染する．両菌

の由来のプロリルオリゴペプチダーゼをクローニン

グしてきた．1214) Stenotrophomonas（旧名 Xantho-

monas ) maltophilia の dipeptidyl aminopeptidase

IV，15) C. meningosepticum,16) Aeromonas sobria,17)

Serratia marcescens18)の prolyl aminopeptidase の酵

素遺伝子をクローニングし動植物からの酵素ととも

に，トリプシン・ファミリーやズブチリシン・ファ

ミリーとは異なる新しいプロリルオリゴペプチダー

ゼ・ファミリーの存在を明らかにした．上述のごと

く，塩基性アミノ酸に特異的な oligopeptidase B

(protease II）もこのファミリーに含まれる．得ら

れた酵素遺伝子を大腸菌で過剰発現させ酵素を単一

に精製し，いくつかの酵素について結晶化に成功し

た．

3-1. 歯周病菌（Porphyromonas gingivalis ）由
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Fig. 2. X-ray Film of Periodontitis Patient

Fig. 1. Proline Speciˆc Peptidases from Pathogenic Microorganisms
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来 Prolyl Tripeptidyl Aminopeptidase の構造と機能

歯周病の原因菌としては，好気性，嫌気性を含め十

数種類の細菌が知られている．日本人成人の 80％

が，いずれかの細菌に感染していると言われている

（Fig. 2）．さらに，日和見感染として全身に広がる

と脳膿瘍など重篤となることが知られている．主要

な病原菌の 1 つとして知られる嫌気性グラム陰性の

P. gingivalis は，糖を利用することができず，主に

外界のペプチドをエネルギー源，栄養源として利用

している．19)そのため，菌体外に強力なペプチダー

ゼ群を産生しており，これらが歯周病の原因酵素と

して知られている．このペプチダーゼ群には，コラ

ゲ ナ ー ゼ20) と と も に dipeptidyl aminopeptidase

IV21) と prolyl tripeptidyl aminopeptidase22) のプロ

リン特異的ペプチダーゼが存在している．Dipep-

tidyl aminopeptidase IV と prolyl tripeptidyl amino-

peptidase は，同じペプチダーゼファミリー S9 に属

し，一次構造の相同性を持つ．これら欠損株の病原

性が減弱するとの報告もある．われわれは prolyl

tripeptidyl aminopeptidase の阻害剤が有効な治療薬

となると考え，X 線結晶構造学解析を行った．23)

Prolyl tripeptidyl aminopeptidase は，分子量 82000

の同一サブユニットからなる二量体であり，N 末

端に疎水性の膜結合部位を持つ II 型の膜結合酵素

である．可溶画分に発現させるため N 末端 39 残基

を除いた酵素を大腸菌の系で大量発現した．組換え

酵素を用いて結晶化に成功し，リガンド・フリー型

及び活性中心の Ser 残基を Ala に置換した S603A

変異体酵素と基質 Gly-Ala-Pro-bNA との複合体構

造をそれぞれ 2.1Å, 2.9Å 分解能で決定することに

成功した24)（Fig. 3）．

Prolyl tripeptidyl aminopeptidase は，二量体構造

を形成しており，各サブユニットは N 末端 b プロ

ペラドメイン及び C 末端触媒ドメインの 2 つのド

メインで構成されている．触媒三残基の Ser603,

Asp678, His710 は，触媒ドメインに存在してい

た．活性部位は 2 つのドメイン境界に位置し各々の

サブユニットで独立している．S603A 変異型酵素

と基質 Gly-Ala-Pro-bNA との複合体の活性部位構
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Fig. 3. Prolyl Tripeptidyl Aminopeptidase from P. gingivalis
Ribbon model (a) and sectioned model (b).

Fig. 4. Scheme Diagram of Substrate Binding at the Active
Site of Prolyl Tripeptidyl Aminopeptidase
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造を示す（Fig. 4）．活性部位には Tyr518, Tyr604,

Trp632, Tyr635, Tyr639, Val680, Val681 で構成され

た疎水性ポケットが存在し，基質 Pro 残基はこの

疎水性ポケットに結合していた．基質アミノ基は

b- プロペラドメインの Glu205，触媒ドメインの

Glu636 の 2 つの Glu 残基により認識されていた．

Dipeptidyl aminopeptidase IV の結晶構造は，ヒト

及びブタ由来酵素で報告されている．両者の全体構

造はよく似ており，特に触媒ドメインの構造がよく

一致する．ブタ由来酵素（PDB code：1ORW）を

最小二乗法によって prolyl tripeptidyl aminopepti-

dase に重ね合わせた結果，活性部位の触媒三残基

と基質 Pro 残基を収容する疎水性ポケットを構成

する残基の位置は，ほぼ一致していた．Dipeptidyl

aminopeptidase IV で基質 N 末端アミノ基は，b- プ

ロペラドメインの Glu205及び Glu206によって認

識される．これらグルタミン酸残基が位置する領域

はヘリックス構造を形成していた．一方，prolyl

tripeptidyl aminopeptidase で相 当 する 領 域は ，

dipeptidyl aminopeptidase IV から 3 残基欠損し，

ループ構造であった．Glu206に相当する Glu205

のみが保存されており，Glu205 は Glu206より活

性中心の Ser 残基から 1.57 Å 遠い位置にみつかっ

た．この結果，基質の N 末端残基を認識し，X-X-

Pro を活性部位に結合させ，トリペプチジルアミノ

ペプチダーゼ活性が生じることが明らかとなった

（Fig. 5）．

3-2. セ ラ チ ア 菌 （ Seratia marcescens ） 由 来

Prolyl Aminopeptidase の構造と機能 S. marce-

scens はグラム陰性嫌気性桿菌であり，院内感染に

よる日和見感染症の原因菌の 1 つとして知られる．

この S. marcescens 由来 prolyl aminopeptidase (EC

3.4.11.5）は分子量 36000，アミノ酸 317 残基から

なる単量体酵素で，ペプチダーゼファミリー S33

に属するセリンペプチダーゼである．

この酵素は，N 末端残基がプロリンであるペプ

チド基質に対して特異的に活性を示す．またアラニ

ン，ザルコシンに対しても活性を示す．われわれ

は，セラチア菌から prolyl aminopeptidase 遺伝子

をクローニングし，大腸菌を用いた大量発現系を確

立した．18) X 線結晶学的な手法を用いて研究を行っ

た結果，酵素の立体酵素を決定することに成功し

た25)（Fig. 6）．

Prolyl aminopeptidase は， a,b-hydrolase fold を

持つ触媒ドメイン（Met1-Thr140, Phe241-Lys317）

と 6 本の a- ヘリックスで構成されるヘリックスド

メイン（Leu141-Gly240）の 2 つのドメインで構成

されている．2 つのドメイン間にはトンネル状のキ

ャビティが形成されており，この空間が活性部位で

ある．触媒三残基は Ser113, Asp268, His298 であ

り，これらは触媒ドメインに位置する．活性部位の

内部には，触媒ドメインの Phe139, Ala270, Cys271

及びヘリックスドメインの Tyr149, Tyr150, Phe236

で構成された疎水性ポケットが明らかになった．26)

3 つの阻害剤（Pro-2-tert-butyl-(1,3,4) -oxadia-

zole (TBODA), Ala-TBODA, Sar-TBODA）を合成
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Fig. 5. Comparison of the Active Site in Prolyl Tripeptidyl Aminopeptidase (a) with that in Dipeptidyl Aminopeptidase IV (b)

Fig. 6. Structure of Prolyl Aminopeptidase from S. mar-
cescens Complex with Pro-TBODA

Fig. 7. Structure of Superimposed Enzyme-Pro-TBODA,
Ala-TBODA and Sar-TBODA
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し，これら阻害剤との複合体構造をそれぞれ明らか

にした26)（Fig. 7(A)）．Pro-TBODA 複合体構造に

おいて，阻害剤の Pro 残基はこの疎水性ポケット

に収容され，そのイミノ基は Glu204, Glu232 と水

素結合を形成していた．3 つの複合体を重ね合わせ

た活性部位の構造を Fig. 3 に示す．活性部位の触

媒三残基の位置と疎水性ポケットを構成する残基の

位置は，非常によく一致していた．阻害剤の Pro,

Ala, Sar 残基のイミノ基あるいはアミノ基は

Glu204, Glu232 と水素結合を形成し認識され，そ

の側鎖は Pro と同じ疎水性ポケットに結合してい

た．27)基質特異性は異なるが，pyroglutamyl pepti-

dase の疎水ポケットと形状的には似ていた．28)

一般に基質の結合部位ポケットは，その特異性を

発揮するのに適した大きさと形状を有する．S.

marcescens 由来 prolyl aminopeptidase の活性部位

には，基質の Pro 残基を収める疎水性ポケットが

みつかった．しかしながら，この疎水性ポケットに

は，Pro 残基のピリミジン環 4 位の位置に空間が存

在することが判明した（Fig. 8）．

コラーゲンはその 3 重ヘリックス構造を安定化す

るため，ピロリジン環の 4 位あるいは 3 位がヒドロ

キシル化したヒドロキシプロリン残基を含む．われ

われは，4- ヒドロキシプロリン -b ナフチルアミド

（Hyp-bNA）とその 4- ヒドロキシル基をアセチル

化した 4- アセトキシプロリン -b ナフチルアミド
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Fig. 8. Computer Designed Enzyme AcHyp-TBODA Com-
plex Model.

It was suggested that the 4-acetyloxy group was ˆtted into the unusual
extra space.

Fig. 9. Overall Structure of Aminopeptidase N
Ribbon (left) and surface (right) models. Arrow indicates the hole for

the entry of substrate into the active site of the enzyme.
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（AcHyp-bNA）を合成し，S. marcescens 由来酵素

と Bacillus coagulans 由来酵素のそれぞれの合成基

質に対する活性を比較した．B. coagulans 由来酵素

が Pro-bNA に特異的に活性を示し，Hyp-bNA,

AcHyp-bNA に対しては Pro-bNA の 1.2％, 0.46％

と非常に低い活性しか示さなかった．一方，S.

marcescens 由来酵素は，Hyp-bNA で Pro-bNA の

26％と比較的よく作用し，さらにアセチル化された

基質に対して非常に強力に作用するという新しい機

構を見出した．29)阻害剤複合体構造に基づいて，

AcHyp-TBODA 複合体モデルを構築したのが Fig.

8 である．AcHyp の 4- アセトキシル基は活性部位

ポケットに結合していた． S. marcescens 由来

prolyl aminopeptidase の AcHyp 基質に対する高い

活性は，活性部位の基質ポケットが，4- アセトキ

シプロリンを結合するに適した形状と大きさを有す

ることに由来することが判明した．29)

33. 大腸菌由来 Aminopeptidase N の構造とペ

プチド分解へのプロリン特異性ペプチダーゼとの相

互作用 Aminopeptidase N(EC：3.4.11.2）は，

活性部位に亜鉛を 1 個含有する金属プロテアーゼで

あり，30)ペプチダーゼ M1 ファミリーに属する．

Aminopeptidase N は，非常に幅広い生理的役割を

担うことから興味が持たれてきた．しかしながら，

これまで酵素の立体構造は不明であった．ヒト

aminopeptidase N の分子量は約 150000 である．

967 残基のアミノ酸とその分子量の約 30％に当たる

糖鎖を持つ糖結合タンパク質であり，N 末端領域

が膜にアンカーリングした II 型の膜結合酵素であ

る．一方，大腸菌 aminopeptidase N は 870 残基の

アミノ酸で構成された細胞質酵素である．ヒトの酵

素は，N 末端が Ala である基質を最も好む（N 末

端が Lys である基質との Km が最も高い）が，大

腸菌酵素は，基質 N 末端の残基が順に Arg, Lys，

ついで Ala を好む．両酵素の一次構造の相同性は

13.6％であり，基質特異性の違いは，活性部位の構

造の違いによると考えられる．そのため，両者の構

造の比較は，基質認識機構やレセプターとしての機

能を解明する重要な手掛かりになる．

われわれは酵素遺伝子を大腸菌で高発現し酵素を

精製し結晶化して，31)初めて aminopeptidase N の

立体構造を明らかにすることに成功した32)（Fig. 9）．

Aminopeptidase N は 4 つのドメインからなり，活

性ドメインはサーモライシンと類似する．この

aminopeptidase N の一番の特徴は他に類をみない

広い基質特異性にある．酵素阻害剤である Bestatin

との酵素複合体の X 線結晶解析を行ったのが Fig.

10 である．基質の側鎖の大きさに合わせ活性ドメ

インの Met260 側鎖が動き基質の側鎖を収納する空

間の大きさを変化させ，疎水性や塩基性アミノ酸ま

でも取り込む機構が明らかになった（Fig. 11）．も

う 1 つの成果は X-Pro 結合が全く切断できない理

由が初めて解明された点にある．その立体構造から

活性部位の S1, S1′サイトには X-Pro 残基は結合で

きない．このことは，ペプチドの最終分解で

aminopeptidase N がアミノ酸を順次切り出すが，

プロリンが存在するとプロリンの手前で反応が停止

する．プロリン特異性ペプチダーゼはそのプロリン

を除去することにより，aminopeptidase N による
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Fig. 10. Active Site of Aminopeptidase N
The bestatin at the active site is shown. A zinc ion in the complex is ˆve-

coordinated by His297, His301, Glu320, and two oxygen atoms of bestatin.

Fig. 11. Substrate-binding Model of Aminopeptidase N
Met260 is expected to function as a cushion for substrates with N-termi-

nal residues of diŠerent sizes: such changes in conformation would in turn
alter the size of the pocket.

Fig. 12. Proposed Mechanism of Hydrolysis of Proline Con-
taining Peptide by Prolyl Tripeptidyl Aminopeptidase,
Dipeptidyl Aminopeptidase IV and Aminopeptidase N
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アミノ酸の遊離反応が再開される機構を酵素の構造

からも明らかになった32)（Fig. 12）．

病原菌の多くはアミノ酸要求性である．感染と増

殖にプロリンの多いコラーゲンを分解するためには

アミノペプチダーゼとプロリン特異性ペプチダーゼ

の作用が必要であることと，ヒドロキシプロリンへ

の作用も理にかなったものである．このことは抗生

物質耐性の日和見感染菌に対する新たな治療薬とし

て，プロリン特異性酵素の阻害剤の有用性を示すも

のである．

4. 微生物酵素の臨床検査への応用

酵素の高い基質特異性から，glucose oxidase は尿

や血清のグルコースの測定に用いられ，糖尿病診断

に利用されてきた．われわれは微生物酵素を広くス

クリーニングすることにより新規に特異性のユニー

クな酵素を見出してきた．それら酵素の基質特異性

や安定性を利用し，種々の測定キットを開発すると

ともに，酵素の構造を X 線結晶構造解析により明

らかにし，改変することにより，より有用な酵素キ

ットとして開発してきた．

4-1. クレアチニン代謝系酵素と腎機能検査試薬

の開発 クレアチンの合成は，腎，膵臓において

グリシンとアルギニンから生じるグアニジノ酢酸

に，肝臓で S- アデノシルメチオニンからのメチル

基が転移される反応によって行われる．さらに

creatin kinase の作用によりリン酸化されてクレア

チンリン酸として高エネルギーの貯蔵の役割を果た

すが，クレアチニンはクレアチンリン酸から非酵素

的に生成されるクレアチンの最終代謝産物であり，

ヒトは合成，分解どちらの代謝酵素も持たない．わ

れわれは，奈良の土壌中より単離した Pseudomo-

nas putida の菌株はクレアチニンからクレアチン，

サルコシンを経由して尿素とグリシンとホルムアル

デヒドに分解する一連の酵素系を持つことを明らか

にした．2)それぞれ， creatininase,33) creatinase,34)

sarcosine dehydrogenase35)を精製しその性質を明ら

かにした．さらにこの菌からは，ホルムアルデヒド

からグルタチオンを必要とせずにギ酸へ酸化する活

性を有するユニークな酵素も単離し構造決定してい

る．3638)これら酵素を利用して開発したクレアチニ

ン測定キットを開発した．それまでは化学法である

JaŠe 法が用いられてきたが，血清中の夾雑物で発

色するなど特異性に問題があることが指摘されてい

た．現在ではこの酵素法による腎機能の検査に臨床
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Fig. 13. Structure of the Hexamer of the Mn Activated
Creatininase

Fig. 14. Coordination of the Binuclear Metal Center of Creatininase
(a) Native creatininase. The Zn (left) has distorted tetrahedral geometry, whereas the Zn (right) has ordered tetrahedral geometry, and (b) The Mn-activated

creatininase. The Mn has a square-pyramidal geometry, whereas the Zn is revealed as having ordered tetrahedral geometry.
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の場で広く利用されている．

4-2. Creatininase の X 線結晶構造解析 クレ

アチニナーゼを結晶化し，39) X 線結晶解析により構

造を明らかにした．40)酵素は，EC 3.5.2.10 に分類

され，環状アミド化合物を加水分解する酵素の 1 つ

である．16 種類の酵素が EC 3.5.2. に分類されてい

るが，creatininase との相同性はなく，明らかにし

た立体構造も Fig. 13 に示すようにクローバー型の

6 量体構造を有する新規の構造であった．基質のク

レアチニンに対する Km 値はやや大きく 50 mM 程

度であるが，血液試料中のクレアチニンのみを認識

し正確な測定を行うことが可能である．P. putida

より単離した野生型の creatininase は活性部位に 2

個の亜鉛を持つ金属酵素であるが，マンガン溶液で

透析すると，活性が上昇すると同時に安定性が増し

た．これらの creatininase の結晶構造を X 線結晶構

造解析の手法を用いて明らかにした結果，Fig. 14

に示すように，Mn- 活性型酵素は，一方の Zn が

Mn で置換されていることが明らかとなった

（Figure の左側の Zn が Mn で置換されている）．置

換されない Zn（右側）は両者ともに His36，Asp45，

Glu183，及び WAT1 による正四面体配位となって

いるのに対し，（左側の）Zn 及び Mn の配位は異な

っていた．Zn が Glu34，Asp45，His120，及び

WAT3 によりゆがんだ正四面体構造となっている

のに対し，Mn は Glu34，Asp45，His120，及び

WAT1，WAT2 による正方ピラミッド配位をとっ

ていた．Mn に比べ，Zn の温度因子が有意に高

く，安定性の活性中心部分の安定性が増しているこ

とが分かる．また，Mn と水分子との距離が Zn の

それと比較して短くなっていたことから，水分子の

求核性が上がって活性化されている可能性を考えて

いる．臨床検査試薬には高い活性と安定性が求めら

れるので，Mn- 置換型酵素が，現在診断試薬とし

て利用されている．

P. putida は常温で成育する菌であるが，crea-

tininase の熱安定性は，同菌の他のクレアチニン代

謝酵素と比べて有意に高かった．これは Fig. 15 に

示すように，プロリンに富む b ストランド領域
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Fig. 15. Closed View of the Interface between Subunits

Fig. 16. Structure of D-3-hydroxybutyrate Dehydrogenase from Pseudomonas fragi
(a) Tetramer and (b) Monomer with cacodylate.
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（204224，21 残基中 8 残基）が隣のサブユニット

の中央の平行 b シートと逆平行 b シートを形成し

て強く結合しているために，6 量体構造が安定化さ

れていると考えられる．

4-3. その他の臨床検査用酵素の開発 わが国

の糖尿病患者は急速に増加の傾向にある．このうち

1 型糖尿病は 5％未満ではあるが，インスリン注射

が絶対的に必要である．1 型糖尿病患者では，イン

スリン不足のためグルコースを利用できず，脂肪酸

代謝が亢進してアセチル CoA を生産する．しか

し，クエン酸回路の中間体であるオキザロ酢酸が不

足するために処理しきれず，過剰分がケトン体に変

換されてしまう．著明に増加したケトン体はケトア

シドーシスを引き起こし危険な昏睡状態となること

から，治療に際しケトン体をモニターすることが推

奨される．ケトン体の中でも D-3- ヒドロキシ酪酸

濃度がインスリン作用不足とよく相関することから，

D-3- ヒドロキシ酪酸を NAD＋ 存在下，酵素的に酸

化することでケトン体量をモニターできる．われわ

れはケトン体測定キットの開発を目指し，特異的測

定のための酵素として Pseudomonas 属細菌から D-

3-hydroxybutyrate dehydrogenase 遺伝子をクローニ

ングし，酵素の過剰発現系を構築して，その立体構

造を明らかにした（Fig. 16）．酵素は 4 量体で，ヌ

クレオチド結合タンパク質でみられるロスマン・フ

ォールドをとり，基質類似物との複合体の X 線結

晶解析に成功した．41)

5. おわりに

抗生物質多剤耐性菌による院内感染や新興感染症

など感染症は短期間に爆発的に広がることから常に

大きな社会問題となっている．これまで，新規抗生

物質の開発との繰り返しであったが，限界にきてい

ると言われている．われわれは病原菌の持つプロリ

ン特異性ペプチダーゼの構造生物学的研究から，コ

ラーゲンを含むタンパク質を分解しアミノ酸とし栄

養源としていることを明らかにした．今後，構造に

基づく特異的な阻害剤の開発は抗生物質とは異な

る，いわゆる兵糧攻めの戦略による新規治療剤の開

発が期待される．一方，微生物酵素を臨床検査へ利

用することを行ってきた．実用化に至ったものは腎
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機能検査で，糖尿病のケトン体測定のキットは開発

中で，前者の creatininase に関してはその立体構造

情報から金属の置換の確認と活性化機構の解明に成

功した．
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