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研究の目的 
 持続可能な循環型社会の構築のため、石油などの化石燃料の代替エネルギーとしてバ

イオ燃料が世界中で注目されている。特に、国土の狭い日本においては、海藻などの海

性バイオマスの利活用が国主導で推奨されている。褐藻類に多量に含まれるアルギン酸

やフコイダンは、バイオ燃料の原料となる酸性多糖として期待されており 1)、当研究室

でも細菌を用いたアルギン酸からのバイオエタノール生産を行っている 2)。ウロン酸を

含む酸性多糖の代謝には、NADH 或いは NADPH 依存性の還元酵素が必須である。これ

らの還元酵素は short-chain dehydrogenase/reductase（SDR）ファミリーに分類され、共通

の基本骨格（α/β/α の三層構造）をもつ。一方、微生物による高効率な物質生産には、

細胞内の適正な補酵素バランスが重要である。また、NADPH は NADH よりも 10 倍高

価であるため、NADPH 特異性酵素に NADH 利用能を付加することは産業的にも意義深

い。しかし、NADH と NADPH との構造類似性（アデニル酸リボース 2’位：リン酸基

の有無）にもかかわらず、酸化還元酵素における高活性を保持した補酵素特異性の変換

例は少ない。そこで、本研究では、酸性多糖（アルギン酸、フコイダン、及びペクチン）

の代謝に関わる各細菌還元酵素の立体構造を解析し、その補酵素特異性に関わる構造要

因を明らかにする。その成果に基づいて、酸化還元酵素の補酵素特異性変換に関する基

盤技術を確立し、微生物法或いは酵素法による各物質生産系の高効率化に資する。 

 
方法 
 酸性多糖の代謝に機能する各還元酵素と補酵素との複合体の結晶化条件を、96 穴プ

レートを用いた多検体スクリーニングにより確立した。X 線回折データの収集には、放

射光施設 SPring-8 を利用した。回折データのプロセスには、HKL2000 プログラムを用

いた。アポ型構造をサーチモデルとした分子置換法により Molrep プログラムで位相を

決定し、Refmac5 プログラムを用いて構造精密化した。これにより、各酵素と補酵素と

の複合体の立体構造を明らかにした。 

 決定した立体構造より、補酵素認識に関わる構造要因を明らかにし、タンパク質工学

的手法により、補酵素特異性を変換した。 

 
 
 



結果 
(1) アルギン酸代謝還元酵素 

 アルギン酸資化性 Sphingomonas 属細菌 A1 株には、その代謝に関わる二種類の還元酵

素（NADPH 特異性 A1-R と NADH 特異性 A1-R′）が存在する。両酵素は一次構造上高

い同一性（64%）を示すが、補酵素特異性が異なる。A1-R′/NAD+複合体の立体構造を決

定し、A1-R/NADP+複合体の構造と比較した 3)。その結果、補酵素のアデニル酸リボー

ス 2’位結合部位で、空間的及び電荷的差異が認められた［（空間容積）A1-R, 44.0 Å3; A1-R′, 

1.15 Å3、（電荷）A1-R, 正; A1-R′, 負］。

この二つの構造的差違に起因する残

基は、いずれも長短二本のループに含

まれていた（図 1）。ループをそれぞれ

交換した変異体を作製し、それらの速

度パラメーターを決定した結果、得ら

れた A1-R 及び A1-R′変異体では、各々

補酵素特異性が互いに変換されてい

た。さらに A1-R′変異体の NADPH に

対する kcat/Km は、野生型 A1-R の

NADPH に対する kcat/Kmよりも 2 倍高

い値を示した。 
 

(2) フコイダン代謝還元酵素 

 酸性多糖であるフコイダンにはグルクロン酸が含まれ、その代謝にはグルクロン酸か

ら生じる α-ケト酸に作用する還元酵素が必要である 4)。そこで、連鎖球菌（Streptococcus 
pyogenes）由来 NADH 特異性の還元酵素（DhuD）の立体構造を決定し、本酵素と補酵

素との複合体の結晶化を試みた。複合体の結晶

が調製できなかったが、DhuD は、アルギン酸

代謝還元酵素（NADPH 特異性 A1-R と NADH

特異性 A1-R′）と類似の基本骨格（α/β/αの三層

構造）をもつため（図 2 左）、それらの補酵素

結合部位を比較した 5)。その結果、DhuDはA1-R′
と類似の二本のループ構造をもつことが分か

り［（空間容積）DhuD, 1.05 Å3、（電荷）DhuD, 

負］、NADH 特異性に関わる構造要因が保存さ

れていることが示された。 
 

(3) ペクチン代謝還元酵素 
 酸性多糖ペクチンの代謝に関わる還元酵素（KduD）は、NADH と NADPH の両補酵

図 1．補酵素認識に関わる二本のループ 

図 2．DhuD と KduD の立体構

 



素を利用できる。そこで、ペクチン資化性細菌 Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum 由来 KduD と補酵素（NAD+）との複合体の立体構造を決定した 5)（図 2 右）。

補酵素のアデニル酸リボース 2’位結合部位について、その周辺環境の空間容積を比較す

ると、KduD は A1-R と A1-R′における該当空間の中間程度の容積（15.9 Å3）を示すこと

が分かった。さらに、pH 7.0 における KduD のアデニル酸リボース 2’位結合部位の分子

表面電荷はほとんど帯電していなかった。 
  

結論 
 酸性多糖に含まれるウロン酸から生じる α-ケ

ト酸を還元する SDR ファミリーに焦点を当て、

異なる補酵素特異性を示す還元酵素の構造機能

相関を解析することにより、補酵素特異性を決定

する構造要因（空間容積と表面電荷）を明らかに

し（図 3）、補酵素特異性の変換法を確立した。 
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図 3．還元酵素の補酵素結合部位 


