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ビオチン依存酵素はビオチンを補酵素として利用して、炭酸の固定化や、脱炭酸反応、炭酸の転移反

応を触媒する酵素である。炭酸の固定化を行う酵素としては、固定化する基質に応じてアセチル-CoA カ

ルボキシラーゼ（ACC）やピルビン酸カルボキシラーゼ（PC）等が知られている。これらのビオチン依存カ

ルボキシラーゼの反応は、2 段階の部分反応から成り立っており、1 段階目の反応は溶液中の炭酸をビオ

チンに固定化する反応で、ビオチンカルボキシラーゼ（BC）ドメインが触媒し、2 段階目の反応はビオチン

に固定化された炭酸を基質に転移する反応で、カルボキシルトランスフェラーゼ（CT）ドメインが触媒する。

ビオチン依存酵素の立体構造に関する研究は、ここ数年で大きな進歩があり、徐々にこれらの酵素の全

貌が明らかになりつつある。しかし依然として酵素の詳細な反応機構、とりわけ CTの反応に関しては不明

な点が多い。中でも PC については立体構造がまだ解明されていないこともあり、多くの検討課題が残っ

ている。例えば、PC の反応は、アセチル-CoA によってアロステリック的に制御されているが、その制御メ

カニズムは不明である。また、後半の CT の反応に関しては活性残基の特定もまだなされていない。そこ

で本研究では、PC の立体構造及び反応機構の解明を目指した。 

Bacillus thermodenitrificans由来のPC及びAquifex aeolicus由来のPCに着目して検討を行った。B. 

thermodenitrificans由来のPCはアセチル-CoA非存在下では事実上活性を有していないが、A. aeolicus

由来のPCはアセチル-CoAに対する感受性を有していない。各酵素の大腸菌での発現系を構築し、タン

パクを精製し、結晶化を試みた。その結果、A. aeolicus PCのBCサブユニット、及びB. thermodenitrificans 

PCのBCドメインのみを人工的に発現させたタンパクについて結晶化に成功した1)。両者の構造を比較す

ると、後者の構造には、前者には無いループ構造（矢印）が存在しており、この部位がアセチル-CoAの感

受性に関わっている可能性があるのではないかと考えている（図１）。 
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また、B. thermodenitrificans由来のPCに関しては、そのCTドメインに関して部位特異的変異導入法によ

る活性残基の同定を試みた。触媒残基として機能し得るような保存されたアミノ酸残基に焦点を絞り、これ

らのアミノ酸残基を他のアミノ酸残基に置換した変異体を作成し評価を行った。その結果、Asp-543 の変

異体と、Lys-712 の変異体に関して顕著な活性の低下が見られ、これらが触媒残基の候補として考えられ

た。その他の実験データと併せてPCのCTの反応メカニズムを推測した2)。同様にタンパク質工学的手法

により、B. thermodenitrificans PCに関して、ドメイン間で分割したタンパク質を作成し機能評価を行った。

その結果、アセチル‐CoAの作用メカニズムに関する知見や、タンパク質の会合状態に関する知見を得る

ことができた3)。 

一方で、古細菌にもビオチン酵素が存在しているが、これらの代謝上での役割は真性細菌や真核生物

におけるそれと異なっていることが指摘されている。古細菌の Metallsphaera sedula や Acidianus brierleyi

には１種類のビオチン酵素が存在しており、この酵素は、ACC とプロピオニル-CoA カルボキシラーゼ

（PCC）の２つの酵素活性を有することが報告されている。このような観点からこのビオチン酵素は古細菌

において 3-hydroxypropionate cycle の炭酸固定化酵素として機能しているのではないかと推測されてい

る。古細菌の Sulfoｌobus tokodaii にもビオチン酵素が 1 種類存在しており、この酵素は M. sedula や A. 

brierleyi の酵素と高い相同性を有しており、同様の機能を有しているものと推測される。本研究では、この

２つの機能を有する酵素を詳細に検討することを目的として、S. tokodaii の酵素に関して大腸菌での発現

系を構築し、その構造解析を試みた。このビオチン酵素は BC、CT、BCCP（ビオチン担持タンパク）の３つ

のサブユニットから構成されているが（図 2）、そのうち、CT サブユニットの結晶化に成功した。このＣＴサ

ブユニットは、すでに立体構造が報告されているトランスカルボキシラーゼの CT サブユニットと約 50%の

相同性を有しており、分子置換法によりその構造を解くことができた。現在得られた構造の精密化を行い

つつ、基質であるプロピオニル-CoA を共存させて結晶化を行い、基質との複合体の構造解析を進めて

いる。 
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図２ S. tokodaii のビオチン酵素のドメイン配置 
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