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1. 時間分割 X線結晶構造解析 
 

時間分割X線結晶構造解析では、酵素の反応機構を時間軸に沿って四次元的に追跡すること
ができ、反応機構を直接的に解明することができる。しかしながらこの手法には現在でもな

お、解決すべき二つの問題が残されている。第一に，より一般的に利用可能な反応開始トリ

ガーを開発する必要がある。これまでのところでは、可視光を外部要因トリガーとしたいく

つかの成功例が報告されているが、多くの酵素に対して可視光に官能して活性化する特性を

期待することはできない。可視光を吸収して阻害剤から基質に変化するケージド化合物を利

用することにより研究対象を拡大することも考えられるが、ケージド化合物の種類や光によ

る反応効率、バルキーなケージド基による複合体形成能の低下や、光反応後に結晶に与える

ダメージなど克服すべき問題が多く、ケージド化合物を利用した時間分割X線結晶構造解析の
成功例は数える程しかない。解決すべき第二の問題としては、出発材料となる結晶の回折分

解能を向上させる必要がある点があげられる。反応過程に出現する準安定状態は、複数の反

応中間構造の混合となる。占有率の低いそれぞれの構造をX線結晶構造解析により同定するた
めには，より多くの回折点に対する反射強度データが必要となるため、時間分割X線結晶構造
解析では、高分解能の回折点を与える結晶を準備することが前提となる。 

我々はこれらの問題を克服するために、酵素に一般的な特性として至適pHとガラス転位と
いう二つの特性に着目して、pHと温度をジャンプさせる反応開始トリガー系の開発を目指し
ている。また高い温度で生息する高度好熱菌（Tt）HB8の酵素群が容易に結晶化すること、
その熱安定性から高分解能結晶になり易いと期待できることに着目し、その構造データベー

スを検索して、まずADP-ribose Pyrophosphatase（ADPRase）をターゲットとしてpH温度ジャ
ンプトリガーによる時間分割X線結晶構造解析を試みることにした。ADPRaseでは後述するよ
うに、pHジャンプにより活性化可能な不活性型酵素の基質複合体について結晶構造が既に報
告されている。我々は本研究の成果を基礎として、可能な限り多くのTt由来酵素について時
間分割X線結晶構造解析を成功させ、それぞれの機能、すなわち反応機構を実証するという側
面からシステムバイオロジーの発展に寄与できるものと考えている。 
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2. 対象となるADPRaseの結晶構造 
 

ADPRaseはNudixファミリーに属する酵素で、Nudixモチーフ（GX5EX7REUXEEXGU：Uは通
常I、V、L）と呼ばれる共通のアミノ酸配列を有する。ヌクレオチド二リン酸の代謝に関わっ
ており、ADP-ribose（ADPR）からAMPとribose 5’-phosphateへの加水分解を、二価金属依存的
に触媒する。これまでの研究から、至適pH（pH6-7）を外れた不活性な条件で二価金属イオ
ンとADPRの複合体が結晶化され、その結晶構造[1]から、活性部位のADPRに隣接した二つの
金属結合部位（MⅠ、MⅡ）が見いだされている。 

我々は ADPRと Zn(Ⅱ)の複合体結晶の改良を進め、放射光施設 Photon Factoryにて収集した
X線回折強度データを基に、1.6Å分解能の構造決定に成功した。この分解能は時間分割 X線
結晶構造解析のための条件を満足している。また、pHを若干高くした pH4.7の条件において
三つ目の金属結合部位 MⅢを新たに見いだした。この結晶構造では、MⅠと MⅢの Zn イオ
ンは、共に、ADPRのリン酸基と Glu86のカルボキシル基の中間に位置している。また MⅠ
と MⅢを橋掛けする水分子が、インライン反応機構により進行するヌクレオチド二リン酸の
加水分解反応にとって、立体化学的に有利な位置を占めていることも見いだすことができた。 

研究会ではこれまでに得られた結晶構造について報告するが、この結晶を出発材料として、

低温下の結晶状態において、その pHを至適 pHへジャンプさせ、かつ温度を時間分割 X線結
晶構造解析の時間分解能に合わせて調節する、すなわちジャンプさせることができるならば、

上述した中間状態を経て ADPRがインライン機構に従って AMPと ribose 5’-phosphateに加水
分解される過程をその場観察できるものと期待している。pH温度ジャンプトリガー系の開発
については現在、低温下、結晶の pHをシフトさせるプロトコールを確立するための結晶保存
装置を製作中である。 
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