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チロシナーゼ反応機構における銅活性酸素種の動的挙動

藤枝 伸宇 1，伊東 忍 2

1. はじめに

金属タンパク質や金属酵素は電子伝達や物質変換，シグ
ナル伝達などの生命機能に関与し，古くからその作用機序
について研究されてきた．特にさまざまな分光法で観測可
能なヘムタンパク質に関する研究は膨大な数に上る．一方
で，銅などの金属イオンが結合した非ヘム金属タンパク質
は分光法での観測が容易でなく，これらに比べて，研究が
進んでいなかった．しかしながら，1990年代以降，構造
生物学の発展もあり，非ヘム金属タンパク質についてもさ
まざまな作用機構が明らかにされてきている．電子伝達タ
ンパク質や酸化還元酵素においては，酸化数の変化に伴う
構造変化を小さく保つ，いわゆる「entatic state」を形成す
ることによって，活性化エネルギーを小さくし，反応速度
を高めているとされてきた．そのため，非ヘム金属酵素に
おいては，触媒に関与する金属は配位するアミノ酸残基に
強固に保持されたまま機能すると考え，大きな変化が起こ
りうるとはあまり推測されない傾向があった．しかしなが
ら，近年，反応の際に金属の配位子や配位構造が大きく変
化することを示す観測結果が報告され始めている．亜鉛依
存性のアルコール脱水素酵素では基質の結合に伴って，亜
鉛に配位しているアミノ酸残基を変えながら反応を進行さ
せていることが示唆され，その触媒サイクルにおいて亜鉛
中心は1 Å近く位置遷移することが提唱されている 1, 2）．さ
らに，ここ数年で，非ヘム金属酵素の一つである銅タンパ
ク質チロシナーゼについて，銅中心の動的挙動が多数報告

されている．筆者らは，これまでに，チロシナーゼのX線
結晶構造解析，分光学的研究を行い，チロシナーゼのモノ
オキシゲナーゼ反応における分子機構についての詳細な解
析結果を報告してきた．本稿ではチロシナーゼの触媒サイ
クルについて，提唱された反応機構の変遷を解説するとと
もに，筆者らの研究成果に基づいた銅活性酸素種の挙動に
ついて最新の反応機構についても紹介したい．

2. 二核銅モノオキシゲナーゼ

二核銅酵素には，チロシナーゼやカテコール酸化酵素が
あり，メラニン生成，病原体からの保護，炭化水素代謝に
至るまで，多様な生化学的プロセスに関与している．その
活性中心は反強磁性的に相互作用した二核の銅活性中心を
持つことから，共役二核銅酵素と呼ばれる．モノオキシ
ゲナーゼとオキシダーゼの二つの機能を持つチロシナーゼ
（EC 1.14.18.1）は，メラニン生成の初発酵素であり，哺乳
類，植物，真菌や細菌に広く分布するユビキタス酵素であ
る 3）．この酵素の二核銅中心において，二核銅（I）型（デ
オキシ体；図1A, 1）が分子状酸素と結合して（μ‒η2:η2-ペ
ルオキシド）二核銅（II）体を生成する 4）．この銅活性酸
素体（オキシ体；図1A, 2）が基質フェノールを水酸化し，
二核銅（II）型（メット体；図1A, 6）が生成する．この
メット体がカテコールをキノンに酸化した後，デオキシ体
が再生し触媒サイクルが完結する．また，植物などにはカ
テコール酸化酵素（EC 1.10.3.1）が存在し，チロシナーゼ
と活性中心構造が非常に類似しているにもかかわらず，後
者の反応のみを触媒するため，その違いに関与するアミノ
酸の同定が進められているが今のところ明らかになってい
ない．X線結晶構造解析から，二核銅中心の各銅イオンは
それぞれ三つのヒスチジン側鎖によって保持されている
ことが明らかになっている 5）．チロシナーゼではそれぞれ
の銅に配位する三つのヒスチジンには決まったアミノ酸配
列モチーフ［His-X（n）-His-X（8）-HisとHis-X（3）-His-X（n）
-His］が存在し，それぞれのモチーフに結合する銅イオン
は慣習的にCuA, CuBと呼ばれる 6）．また，チロシナーゼ
活性は反応性の高いドーパキノンを発生させることから，
活性制御ドメインやサブユニットが活性中心を遮蔽するよ
うに結合し，しばしば活性のないプロチロシナーゼとして
存在し，細胞内での活性をコントロールしている 7, 8）．
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3. 基質結合様式に関する議論

チロシナーゼのモノオキシゲナーゼ活性は（μ‒η2:η2-ペ
ルオキシド）二核銅（II）種によって引き起こされる．筆
者らはマッシュルーム由来のチロシナーゼや麹菌由来チロ
シナーゼを用いて詳細な速度論的検討を行った．パラ位の
置換基を変えたさまざまなフェノール誘導体を用いて，速
度解析を行った結果，Hammettプロットにおいてそのρ値
はそれぞれ−2.4（マッシュルーム），−1.9（麹菌）となっ
た 9, 10）．さらに，フェノールの芳香族水素を重水素化した
基質を用いた場合に，速度論的一次同位体効果（KIE）が
ほぼ1を示したことから，芳香族求電子置換反応機構で進
行することが明らかとなった（図1A, 3→5）9, 10）．この反応
機構はモデル銅錯体を用いた系においても支持される結果
が得られている 11）．この反応機構では脱プロトン化した
フェノール（フェノラート）が片方の銅に配位することで
反応が開始する（図1A, 3）．そのため，基質であるL-チロ
シンがどのように活性中心に結合するかが長い間議論され
てきた．放線菌由来のプロチロシナーゼではキャディタン
パク質（ORF378）が活性中心を覆うように結合しており，
キャディタンパク質のTyr98が銅中心に向かって貫入して
いる 5）．2006年に，この構造が報告された当時，このチロ
シン残基をもとに基質の結合様式が議論されたものの，こ
のチロシンは銅に直接配位できる距離にはなく，反応開
始にはチロシンがCuAの方へスライドすると考えられた．
その後，Bacillus属細菌由来のチロシナーゼでは結晶に

よってCuAの位置が1 Å程度ずれることや，基質アナログ
の結合で銅イオンが基質アナログの方へわずかに遷移して
いることが報告された 12）．この結晶構造は分解能が高く
なく，銅の位置遷移が実験誤差である可能性を排除できな
かったものの，新たな反応機構の可能性を感じさせる結果
であった．一方で，ごく最近，放線菌プロチロシナーゼの
結晶を還元剤に浸漬処理するとキャディタンパク質のチロ
シン残基がドーパに酸化され，そのドーパに配位するよう
に新たな銅の電子密度が現れることが報告された 13）．こ
れにより，結合したチロシンが銅に配位するように転移す
る（図1B，反応機構 I）のではなく，銅中心がチロシンに
向かって位置遷移する（図1B，反応機構 II）可能性が示
唆された．ただ，放線菌プロチロシナーゼにおいて，キャ
ディタンパク質由来のチロシンはタンパク質の骨格に固
定されており，動きが制限されているため，そもそも基質
のスライド（反応機構 I）は起こりえず，単なるアーティ
ファクトである可能性を排除できなかった 13）．このよう
に，どちらの機構が反応のトリガーとなるのかが議論の焦
点となっていた．

4. 柔軟な銅中心

筆者らは議論に決着をつけるため，麹菌由来チロシナー
ゼについて生化学的解析や結晶構造解析に取り組んでき
た 8, 14）．活性のある野生型麹菌由来チロシナーゼは精製過
程において，自身の持つチロシン残基を酸化し，重合に
よって褐変，沈殿してしまうため，結晶化には活性を低下
させたC92A変異体を用いた．このC92A変異体では活性
の指標となる触媒回転数が1桁ほど低下するが，他のチロ
シナーゼと比較しても十分に高い活性を維持していた．こ
の変異体を用いることで，筆者らは1.27 Åの高分解能で活
性型の結晶構造決定に成功した（PDB：6JU8）15）．幸運に
も原子分解能に近い高分解能であったため，詳細なチロシ
ナーゼの銅中心が観測できた．今まで報告された結晶構造
ではCuA, CuBともに三つのHisが配位している構造であ
るのに対し，筆者らのデータではCuA側で三つのHisが配
位した銅イオン（CuA1）に加えて，約2 Å離れた位置にも
う一つの銅イオン（CuA2）がみられた．CuA2では興味深
いことにHis103の配位結合が外れ，残り二つのHisと水分
子一つが配位していた．CuA2サイトにおける銅イオンの
占有率は29％であり，CuA1とCuA2の間で平衡があると
推測された 15）．
さらに，基質を含んだクライオ溶液に結晶を浸漬するこ
とでL-チロシンとの複合体結晶構造を1.42 Åの分解能で得
ることに成功した（図2A, PDB：6JU9）．活性中心にはチ
ロシンに由来する電子密度がはっきりと観測された．その
結合様式はHis332とのπ‒π相互作用，Val359とのCH‒π相

図1 提唱されてきたチロシナーゼの反応機構
（A）チロシナーゼの反応サイクルにおける状態変化と芳香族求
電子置換反応．（B）モノオキシゲナーゼ反応のトリガーとなる
基質スライドと銅イオンの位置遷移の模式図．（文献15より改
変して引用）
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互作用，ペプチド主鎖のカルボニル基との水素結合，そし
てCuA2への配位結合であった．相互作用に関与するアミ
ノ酸残基をアラニンに変えると基質のL-チロシンに対する
親和性を示すミカエリス定数KM値が上昇し，見かけ上親
和性が低下するという結果も間接的にこれらのアミノ酸残
基が基質結合に寄与していることを示唆していた．興味深
いことに，チロシンが配位することによってCuA2の占有
率は37％に増加していた．さらに銅イオンを結合してい
ないチロシナーゼとL-チロシンとの複合体結晶構造におい
ても（図2B, PDB：6JU7），同じ位置にチロシンが結合し
ている状態が観測され，チロシンは銅イオンへの配位結合

がない状態においても，残りのアミノ酸との相互作用に
よって活性中心に結合することがわかった．
まとめると，チロシンが銅イオンに接近するというい
ままでの定説（図1B，反応機構 I）とは逆に，銅イオンが
チロシンに対して接近するという新説（図1B，反応機構
II）を支持するものであった．これらの結晶構造をもとに
アップデートしたチロシナーゼの反応機構は図3のように
なる．活性種オキシ体（図3, 2）のチロシナーゼに対し，
チロシンがこれら四つのアミノ酸残基との相互作用によっ
て結合する（図3, 2′）．そしてCuA1の状態から，ヒスチ
ジン103が外れCuA2にシフトし，チロシンと直接結合し

図2 基質‒チロシナーゼ複合体の結晶構造解析
（A） L-チロシン‒チロシナーゼ複合体（銅結合あり），（B） L-チロシン‒チロシナーゼ複合体（銅結合なし）．（C, D）
C92Aプロチロシナーゼ（オキシ体），C92A/H103Fプロチロシナーゼ（オキシ体），L-チロシン‒チロシナーゼ複合体
（銅結合あり）の重ね合わせ．（文献15より改変して引用）

図3 チロシナーゼ反応機構
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た後（図3, 2′→3），芳香族求電子置換反応でチロシンの水
酸化が進行する（図3, 3→4）．その後カテコールの酸化に
伴い（図3, 5→1），銅イオンはCuA2から元のCuA1に戻り
（図3, 5），生成物の解離を促進する．
さらに，CuAの位置遷移による活性酸素種の動的挙動

を酸素結合状態，オキシ体の構造を比較することによっ
て検討した．活性型チロシナーゼではオキシ体は不安定
で発生後速やかに消失する．しかしながら，プロチロシ
ナーゼの状態では活性制御ドメインが酸素結合部位を覆
い隠すためオキシ体を安定化できる．そこで，活性制御
ドメインが残った状態のC92Aプロチロシナーゼと，さら
にHis103が一つ外れたCuA2の状態のみを擬似的に生じさ
せる二重変異体C92A/H103Fのプロチロシナーゼを利用し
た．調製後，紫外可視（UV-vis）スペクトルからどちらの
変異体でもオキシ体の生成に成功したことが示された．ま
た，共鳴ラマンスペクトルを測定すると，（μ‒η2:η2-ペルオ
キシド）二核銅（II）種に由来するピークが観測された．
C92A/H103F変異体におけるO‒O対称伸縮振動は737 cm−1

であり，745 cm−1を示したC92A変異体のものに比べて小
さくなっており，結合が弱いことを示唆していた．単結晶
解析を行ったところ，銅中心に結合した酸素分子に由来す
る電子密度が観測されなかった．X線照射による還元損傷
ではないかと疑い，それぞれ18個の結晶データのうち損
傷の少ない部分をマージしたところ，酸素分子に由来す
る電子密度が観測された．C92A/H103F変異体では銅が完
全にCuA2の位置にシフトし，酸素−酸素間の結合距離は
1.54 Åであり（PDB：6JUC），C92A変異体における1.47 Å
より長くなっていた（PDB：6JUA）．つまり，この結果は
共鳴ラマンスペクトルと一致し，CuA1からCuA2への遷
移によって，酸素‒酸素間の結合が弱まることが示唆され
た．これら二つのオキシ体（PDB：6JUA& 6JUC）とL-チ
ロシンとの複合体結晶構造（PDB：6JU9）を重ね合わせ
る（図2C, D）とヒスチジンはほぼ重なっており，銅イオ
ンがCuA1からCuA2に遷移する際，結合した酸素はただ
引き上げられるだけでなく，片側の酸素原子（図2C, D；
O1）がチロシンのオルト位に近づくように向きが変化す
ることが示唆された．これらの結果から，CuA1からCuA2
への遷移はペルオキソ状態をより活性化するだけでなく，
反応に適した配置に変化させると予想される 15）．

5. おわりに

以上，本稿では，麹菌由来チロシナーゼの高分解能X線
結晶構造に基づいた詳細な反応機構を紹介した．これま
で，電子伝達タンパク質などではタンパク質骨格により
配位構造が強固に保持されることでその機能を発揮すると
提唱されているため，その金属中心は静的なイメージが潜

在していた．しかし，本稿で紹介した筆者らの結果におい
て，驚くほど動き回る銅中心と酸素活性種という非ヘム金
属タンパク質に対する従来とはまったく異なる動的なイ
メージを受け取ってもらえたかと思う．今後，これらの結
果が一般的な金属酵素における反応機構にも新たな知見を
与え，古典的な反応機構と新しい反応機構で議論を誘起
し，柔軟に動く金属活性中心という新規な観点が広まると
幸いである．
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