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酵素の構造と機能及び臨床検査への応用―ホルムアルデヒド

脱水素酵素の研究を中心として
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Formaldehyde dehydrogenase (PFDH) was isolated from the creatinine-decomposing bacterium Pseudomonas
putida, and its gene has been cloned. PFDH is unique because it was the only enzyme that catalyzed the dehydrogenation
of formaldehyde without glutathione. PFDH belongs to a zinc-containing alcohol dehydrogenase family. Quantitative
analysis of the reaction products using NMR revealed that the enzyme is not simply a dehydrogenase but is an aldehyde
dismutase catalyzing a simultaneous conversion of both aldehyde to carboxylate and aldehyde to alcohol. The enzyme
contains a tightly bound cofactor of NAD＋/NADH per subunit and is classiˆed as a nicotinoprotein. The enzyme reac-
tion can proceed without external addition of the nucleotide cofactor. The formaldehyde was crystallized using the han-
ging-drop vapor diŠusion method with ammonium sulfate as a precipitant. The crystal structure was determined using
the multiwavelength anomalous diŠraction method with intrinsic zinc ions. The overall structure of PFDH is similar to
that of a classic horse liver alcohol dehydrogenase. However, a comparison of these structures indicated that the inser-
tion loop speciˆcally found in PFDH may be responsible for the tight binding of the cofactor, thereby making PFDH a
dismutase.
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1. はじめに

ゲノム創薬という言葉が日常的に使われるように

なってきた．ゲノム情報を基礎として新たな薬を創

造していこうとするものである．いろいろな考え

方，アプローチがあるが，ゲノム情報の直接の働き

手である酵素タンパク質の立体構造を基にして新薬

へと発展させることが大きな柱となる．著者もゲノ

ム創薬を目指して，酵素の臨床検査への応用や酵素

阻害剤を医薬品へ応用することを大きな目的とし

て，特異な基質特異性や熱安定性を持つ酵素に注目

し，遺伝子やタンパク質の構造を解明し，さらに変

異体や阻害剤との複合体の解析から構造の詳細を研

究することがゲノム創薬として発展する方向と考

え，酵素の構造と機能の研究を行っている．

今日，酵素はさまざまな分野で利用され，歯磨き

粉や酵素入り洗剤にはじまり，医薬品としての酵素

製剤もある．酵素利用の歴史は長く，酒の醸造など

は酵素反応の利用の代表例である．薬学領域におけ

る酵素利用も多岐にわたり，臨床検査分析等に用い

られる試薬としての酵素，生命科学研究の主要な手

段となった遺伝子組換え技術も核酸に作用する酵素

反応を組合せた技術に他ならない．

酵素反応の特徴はその特異性にある．臨床検査分

析においては，多くの成分が共存している反応液中

においても目的の成分のみを特異的に定量すること

が可能である．加えて，中性付近の pH，常温に近

い温度で反応が迅速に進行するため自動分析器へ応

用するのが容易であるという利点も有する．酵素は
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Fig. 1. Pathway for Creatinine Degradation in Microorganisms
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タンパク質であるため，試薬として用いるためには

その安定性が問題となることも多かったが，近年，

非常に多くの耐熱性酵素が高温環境に成育する微生

物から単離され便利に利用されているのは周知の通

りである．

本総説では，クレアチニンの臨床検査分析を目的

として単離したクレアチニン代謝酵素系の中で，特

異な性質を示したホルムアルデヒド脱水素酵素のク

ローニングから構造解析までを中心に，著者らの研

究室の酵素研究の一端を紹介させていただきたい．

2. クレアチニン代謝酵素系

クレアチニン量の測定は腎障害のよい指標とな

る．クレアチニン量の測定には，ヤッフェ（JaŠe）

法が用いられてきたが，共存物による干渉の問題が

あることから特異性が高く自動分析も可能な酵素法

に置き替わってきている．著者らの研究室ではクレ

アチニン分解菌として Pseudomonas putidaを見出

し，クレアチニンアミドヒドロラーゼ（クレアチニ

ナーゼ），1)クレアチンアミジノヒドロラーゼ（クレ

アチナーゼ），2)サルコシン脱水素酵素，3)ホルムア

ルデヒド脱水素酵素4,5)を精製し，性質を明らかに

している．限られた微生物にしか認められていない

酵素も含んでいるが，6)微生物のクレアチニン代謝

酵素系を Fig. 1 に示した．現在は酵素遺伝子の塩

基配列も明らかにされており，いくつかについては

X 線結晶構造解析による立体構造も報告されてい

る．7,8)我々も最近クレアチニナーゼの結晶化に成功

し，構造を解析中である．

3. Pseudomonas putida 由来のホルムアルデヒ

ド脱水素酵素（PFDH）

毒性の強いホルムアルデヒドの酸化に関与するホ

ルムアルデヒド脱水素酵素は大腸菌から植物，ヒト

に至るまで生物界にほぼ普遍的に存在している．酵

素名からはアルデヒド脱水素酵素類との相同性が類

推されるが，相同性はほとんどなく，実は亜鉛含有

型のアルコール脱水素酵素（ADH）であり，クラ

ス III ADH と同一のタンパク質であることが証明

されている．9)ホルムアルデヒドは直接の基質では

なく，細胞内に mMオーダーに存在するグルタチ

オン（GSH）との間で非酵素的に生成される S-ヒ

ドロキシメチルグルタチオンが真の基質である．10)

このことから GSH依存型ホルムアルデヒド脱水素

酵素（GSHFDH）と呼ばれる．補酵素として

NAD＋ を要求し，S- ホルミルグルタチオンと

NADHを生成する反応を触媒する．生じた S-ホル

ミルグルタチオンは別の特異的酵素，S- ホルミル

グルタチオンヒドロラーゼによって加水分解され，

ギ酸と GSHが生じる（Fig. 2）．細菌のゲノムにお

いては，これら 2つの遺伝子は通常オペロンとして

存在している．また，一酸化窒素（NO）合成に際

して産生される S-ニトロソグルタチオンの分解に

GSHFDH が主要な役割を果たしていることが報

告されている．11)一方，著者らの解析している

PFDHは反応に GSHを必要としないユニークな性
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Fig. 2. (A) Reaction Catalyzed by GSH-dependent FDH, (B) Apparent Reaction Catalyzed by PFDH, (C) Proposed Dismutation
Reaction Catalyzed by PFDH
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質を持つ唯一の酵素であった（Fig. 2）．4)

4. PFDH遺伝子のクローニング

まず，P. putida から酵素を単一に精製し，野生

型酵素の N末端側といくつかの臭化シアン分解ペ

プチドのアミノ酸配列を決定した．これらの情報を

基にオリゴヌクレオチドを合成し PCR によって

485 bpの遺伝子断片を得ることができた．P. puti-

daの GC含量が高いことから反応には 5％ DMSO

の添加が必要であった．この断片をプローブとし

て，コロニーハイブリダイゼーションによって遺伝

子をクローニングした．遺伝子は 1197 bpのオープ

ンリーディングフレームを有しており，399残基の

アミノ酸からなる分子量 42 kDa のタンパク質を

コードしていた．12)相同性検索の結果，亜鉛含有型

ADHと 20％程度の相同性があることが分かった．

N 末端側から 3 分の 2 については簡単にアライン

メントすることができたが，残りの 3分の 1をアラ

インさせるのは困難であった．N 末端側には活性

に関与する亜鉛を配位する Cys-46, His-67，及び構

造維持に重要であると考えられている亜鉛を配位す

る Cys-97, Cys-100, Cys-103, Cys-111がある．さら

に補酵素結合ドメインのコンセンサス配列である

GlyXaaGlyXaaXaaGly (194～199）も保存さ

れていた．活性中心亜鉛の配位に関わる 3番目のリ

ガンドの Cys残基は保存されておらず，Cys-166か

Asp-169のどちらかが関与すると推定された．13)そ

の後，PFDH と比較的高い相同性を有する酵素の

遺伝子がデータベース上に登録され，現在では 30

％以上の相同性を有するタンパク質の数は 50種以

上になっている．Figure 3 に 3 種類の PFDH 様酵

素（相同性は 60～66％で全体にわたり相同性があ

る）と代表的 ADHとのアラインメントを示す．C

末端側のアラインメントは PFDH と ADH の立体

構造の 2次構造情報を基に行ったものである．

5. PFDHの触媒する反応

2 mM程度までのホルムアルデヒドを用いた実験

では，反応中に消費されるホルムアルデヒド量と生

成してくる NADH 量，ギ酸の量はほぼ 1：1 であ

ったので酵素はホルムアルデヒドの脱水素反応を触

媒すると考えられた．ホルムアルデヒドの他にアセ

トアルデヒドとプロパナールでは NADH量の増加

を観察することができたが，炭素数がブタナール以

上のアルデヒドでは 340 nmの吸光度の上昇は認め

られなかった．しかし，10 mMのアセトアルデヒ

ドを基質とした反応を解析したところ，消費される

アルデヒド量に対してはるかに少ない量の NADH

しか生成してこないことが分かってきた．そこで，

アルデヒド量及び対応するアルコールとカルボン酸

の量を NMRを用いて経時的に測定したところ，2

モルのアルデヒドが消費される間に 1モルの対応す

るカルボン酸とアルコールが生成していることが明

らかになった．アセトアルデヒドを基質とした場合
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Fig. 3. Alignment of PFDH-Related Enzymes and Mammalian ADHs
Alignment includes sequences of PFDH (PIR: A55577),12) P. putida formaldehyde dismutase (PFDM) (PIR: JC2516),14) Bacillus subtilis PFDH homologue

(BFDH) (DDBJ: D78193),15) horse class I ADH (hEE) (PIR: A39872),16) human class II ADH (hII) (PIR: A27109),17) horse class III ADH (hIII) (PIR:
A33419).18) Identical residues are shown against a black background and partially conserved residues are boxed. Thick lines under the sequences denote insertion
loops found in the PFDH structure.
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は，生成してくる酢酸量よりわずかに少ない量のエ

タノールが生成し，その濃度差は生成する NADH

量に等しいことも分かった．すなわち，Fig. 2(C)

に示すように，酵素 -NAD＋ 複合体はアルデヒドの

恐らくは水和した形を脱水素して対応するカルボン

酸を生成し，酵素 -NADH 複合体が生じる．これ

が酵素と NADHに解離するよりも速く新たなアル

デヒドが基質として結合し，逆の還元反応となる．
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Fig. 4. Space Filling Model Showing (A) PFDH and (B) Horse Liver ADH
NAD＋ molecules are presented in white color at the center of the enzymes. The insertion loop covering the NAD＋ molecule is shown in light grey.
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結果としてカルボン酸量と等モルのアルコールが生

成し，酵素 -NAD＋ 複合体が再生してくるという反

応が進行していると考えられた．19)したがって，

PFDH は短鎖のアルデヒドに特異的な脱水素酵素

ではなく，Fig. 2(C)の反応を触媒する，いわゆる

「dismutase」であると考えられる．前述のように，

短鎖アルデヒド基質の場合は酵素 -NADH 複合体

への結合が遅く，NADH の漏れが観察されるが，

ブタナール以上のアルデヒドでは十分に速く，反応

は真の dismutation となる．Yanase らは以前から

formaldehyde dismutase を 同 様 に Pseudomonas

putidaから報告しており，20) PFDHも基本的には同

類の酵素である．このことはアミノ酸配列の相同性

が 60％であることとも一致する15)（ Fig. 3 の

PFDM）．これらはサブユニット当たり 1 分子の

NAD＋/NADHを，共有結合ではないが強固に結合

しており，ニコチノプロテインと総称される酵素の

一群に属する．21)実際，NAD＋ を外から加えなくて

も反応は進行する．理解しやすいニコチノプロテイ

ンの例として UDP-ガラクトース 4-エピメラーゼ

がある．この酵素は UDP- ガラクトースの 4 位の

水酸基の立体を変換する反応を触媒し，中間体とし

てケトンを生成し，ヒドリドをカルボニル基のどち

らかに立体非特異的に再導入することで異性化反応

を触媒する．22)

6. PFDHの構造

クローン化した PFDH は pBluescriptの lac プロ

モーター下流につなぐだけで容易に大腸菌中で過剰

発現させることができた．12)ただし，培養は 30°C

で行う必要があった．よく言われていることである

が，発現タンパク質が沈殿してしまう場合，より低

温での培養は必ず試すべき条件である．30°C，一晩

の培養で全タンパク質の 30％以上を占める PFDH

が生産でき，20リットルの培養で 500 mg以上の精

製 PFDH を調製できた．結晶化条件をスクリーニ

ングした結果，結晶化は硫酸アンモニウムを沈殿剤

として，4 mg/ml NAD＋ 存在下，蒸気拡散法を用

いて行った．23) PFDHには強固に結合した NAD＋/

NADHが存在しているが，NAD＋ 非存在下では結

晶は得られていない．PFDH にはサブユニット当

たり 2個の亜鉛を含有しているので，その亜鉛を利

用し，MAD 法を用いた X 線結晶構造解析により

立体構造を明らかにした．24) PFDHはホモ 4量体で，

2量体の 2量体という構造をしており，その 2量体

は古典的な酵素である馬肝臓の ADH 2量体の構造

と非常によく似ていた．両酵素の全体から見た構造

上の相違は，馬肝 ADH の NAD＋ 結合領域には存

在しない 20 残基程度の挿入ループの存在である

（Fig. 3のアラインメントで太線で示した部分）．こ

のループとアデニン環の間には強固な水素結合のネ

ットワークがあり，ニコチノプロテインとしての性

質はこのループが原因ではないかと推定している

（Fig. 4）．今後は立体構造情報を基に部位特異的変

異法等を駆使して，dismutation反応の触媒機構を
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明らかにしていく必要がある．

7. その他の特異な基質特異性を持つ酵素の構造

解析

特異な脱水素酵素を中心にニコチノプロテインに

ついて述べさせていただいたが，最後に著者らの研

究室で行っているその他の酵素の研究をごく簡単に

紹介して，普通の生化学者が立体構造解析までを行

う利点を考えてみたい．

好熱菌の持つ耐熱性酵素は，その安定性から酵素

の応用に最適であり，これまで耐熱性グリセロール

キナーゼ，プリンヌクレオシドホスホリラーゼを中

性脂肪やリン酸の臨床検査試薬として開発してき

た．25―27)安定性は，臨床検査試薬としての酵素に

とって非常に重要なファクターであることは疑いの

ないところである．加えて，検査試薬として実用化

されるためには，酵素の反応性も保証されなければ

ならない．検査試薬用酵素の構造解析を行うことに

より，より厳密な基質選択性の，あるいはより広範

囲な選択性を有する酵素を創製できる可能性があ

る．その過程は酵素の熱安定性と構造の相関や安定

性と触媒活性（反応性）の関係を明らかにしていく

ことにもつながるはずである．

ピログルタミン酸やプロリンは，環状構造という

特徴を有するため一般のペプチダーゼによる加水分

解を受けにくい．一方，ピログルタミルペプチダー

ゼやプロリン特異性ぺプチダーゼは生体では TRH

や多くの生理活性ペプチドの代謝調節に関与するこ

とが推定されている．ピログルタミルペプチダーゼ

とプロリルアミノペプチダーゼの遺伝子をクローニ

ングし，28,29)部位特異的変異体の作製，酵素の X線

結晶解析の結果から，共通した疎水ポケットの存在

とフェニルアラニンが基質認識に重要な役割を果た

していることを明らかにした．30―32)

8. おわりに

ゲノム創薬の観点から，阻害剤の開発，酵素の生

理機能に迫っていくためには，立体構造を土台にし

たさらに詳細な基質認識機構及び反応機構を明らか

にしていくことが必要である．また，さまざまな遺

伝子資源を材料として，その産物である酵素タンパ

ク質の構造を基に，組換え DNA技術を駆使して試

薬としての酵素の開発研究を発展させて行く方向も

ゲノム創薬の 1つであろう．一般生化学者にとって

結晶構造解析は大変な困難を伴うが，パソコン環境

が著しく進化した現在，PDBに登録されている座

標データを自由に利用できるようになるだけでもど

んなに理解が深まるかを想像していただきたい．義

務教育の時代から何回となく聞かされた「鍵と鍵穴」

という関係を見ることができる．まさに百分は一見

に如かずである．自身のクローン化した遺伝子の産

物であるタンパク質の姿を自身で探索することがで

きる利点は極めて大きい．著者の構造生物学は

RasMol33)というフリーの立体構造表示ソフトをパ

ソコン上で扱うことから始まった．使いはじめるに

は少々の壁があるが，それだけの価値は十分にある．
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