
1.

長い間，芳香族化合物が微生物により分解を受けるこ
とが知られていたが，Rieske non-heme iron oxygenase 
system（略語として，ROS あるいは ‘system’ を除いた
場合の ‘RO’ が使われる。本総説内では ‘ROS’ を使用す
る）が触媒する二原子酸素添加反応が芳香族化合物分解
に重要な役割を果たすことが知られるようになったのは
1968年以降のことである3,18)。この酵素は，多くの芳香
族化合物分解経路での最初の反応である cis 型二水酸化
反応（「最初の酸化反応」ということで「初発酸化反応」
と呼ばれる）を触媒する。この反応の発見に際しては，
Pseudomonas 属の菌体そのものを用いた Gibson らによ
る初期の先導的な研究が重要な役割を果たし，カテコー
ル (benzene-1,2-diol) 型化合物ができる前に cis-dihydro-
diol 型中間体が生成すること（cis-dihydroxylation, lateral 
dioxygenation とも呼ばれる），分子状酸素が二つの水酸
基中の酸素原子になること，NAD(P)H が還元力として
利用されることが明らかにされた16,18)。また，この反応
は，当時からほ乳類細胞でよく知られていた cytochrome 
P450 モノオキシゲナーゼによる反応とは異なる反応で
あり，naphthalene と toluene がそれぞれ立体選択的に
純粋な (+)-cis-(1R,2S)-dihydroxy-1,2-dihydronaphthalene 
と (+)-cis-1,2-dihydroxy-3-methylcyclohexa-3,5-diene へと
変換されることも示された17,25,26,54)。現在では，toluene 

や naphthalene に加えてベンゼン・クメン・フェナント
レン・ピレン等の単環・多環の芳香族炭化水素に限らず，
ダイオキシン・ジベンゾチオフェン・カルバゾールなど
のへテロ環式芳香族化合物，PCB 等のビフェニル環化合
物等の種々の芳香族化合物の好気的代謝経路において，
ROS が初発酸化酵素として一連の分解反応の進行の有
無を左右する重要な役割を果たしていることが明らかに
されている13,20,33,41,45)。また，ROS を芳香環修飾酵素とと
らえれば，部位特異的・立体選択的な反応によるキラル
な物質生産への応用が考えられる。これも，多くの研究
者が ROS に興味を持つ大きな要因となっている19)。
さて，ROS は酸素添加酵素の一種であり，同じく芳
香族化合物分解経路に登場するカテコール化合物の環開
裂を触媒するオルト開裂酵素（intradiol dioxygenase や 
intradiol-cleaving catechol dioxygenase とも呼ばれる）や
メタ開裂酵素（extradiol dioxygenase や extradiol-cleaving 
catechol dioxygenase とも呼ばれる）と区別するために，
芳香環水酸化ジオキシゲナーゼ (aromatic ring-hydroxyl-
ating dioxygenase) と呼ばれることもある。この酵素は，
基質を認識し酸化反応を行う酸化酵素 (terminal oxygen-
ase, TO) と，電子を NAD(P)H から TO に伝える電子伝
達系から構成される多成分酵素である。TO が活性中心
の非ヘム鉄 (Fe2+) と，電子伝達系から電子を受け取るた
めの Rieske 型 [2Fe-2S] クラスタ（R 型クラスタ）47) を含
むことが，Rieske non-heme iron oxygenase system という
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名前の由来となっている。ROS の電子伝達系は，
NAD(P)H から電子を受け取るレダクターゼ (Red) 単独
で構成される場合と，Red とフェレドキシン (Fdx) の二
つで構成される場合がある。
細菌は，芳香族化合物への曝露とそれへの適応・進化
を通して，多種多様な ROS を生み出してきたと考えら
れる。2006年 8 月末現在，約40種の化合物の分解菌から
400種ほどの ROS が単離されている。ROS 機能のメカ
ニズム解明研究のターゲットとしては，基質特異性決定
機構の解明と後述する Batie の class4) に代表される電子
伝達様式多様化の分子基盤解明の 2 つの切り口が考えら
れる。最近，ROS コンポーネントの X 線結晶構造解析
の報告が増えつつあり9)，これらの構造情報は，今まで
直接的な解析が困難だった基質特異性・コンポーネント
間相互作用と電子伝達メカニズムの解明に大きく寄与し
つつある。本稿では，著者等が行っているカルバゾール 
(CAR) 分解系の ROS である carbazole 1,9a-dioxygenase 
(CARDO) を用いた研究を中心に最新のトピックを概説
する。

2.  ROS 

Batie らは，電子伝達鎖の相違を基に ROS の分類を提

唱した4)（表 1 ）。Class I 型の ROS は Fdx を持たず，
TO と Red のみで構成される二成分酵素系である。Red 
は，plant 型 [2Fe-2S] クラスタ（P 型クラスタ）43) とフラ
ビン (FMN [class IA], FAD [class IB]) を含む。他の ROS 
は TO, Fdx, Red の 3 つのコンポーネントから構成され，
Red が FAD のみを含むか (class II)，FAD に加えて P 型
クラスタをも含むか (class III) で区別できる。Class II に
分類される ROS の場合，Fdx の大部分は R 型クラスタ
を含むが，一部，putidaredoxin 型 [2Fe-2S] クラスタ（Pu 
型クラスタ）を含むものや，[3Fe-4S] クラスタを含むも
のもあり，それぞれ IIB, IIA, IIC のサブクラスに分類さ
れている。
既知の全ての TO は，大多数の (αβ)n のヘテロ多量体

構造を有するものと，αn のホモ多量体構造を有するも
のの 2 つに大別できる。ホモ多量体構造を有する TO を
含む ROS は Batie の分類ではほぼ全て class IA に分類
される。なお，精製過程での挙動など生化学的な研究結
果に基づいて α2β2 ，や α4, α6 の 4 次構造が予想されてい
る TO もあるが，今まで構造解析された TO は全て α3β3 
型か α3 型であり（図 1），構造保存性や，TO サブユニッ
ト間で行われる R 型クラスタから非ヘム鉄への電子伝達
様式の保存性から考えて，全てが α3β3 型か α3 型である
と予想する研究者は多い9)。ところで，この TO の 4 次

表 1 ．電子伝達鎖の特徴による Rieske non-heme iron oxygenase (ROS) の分類a)と構造解析の進行状況（2006年10月現在）。

class

含まれる補欠分子族 当該コンポーネントが結晶構造解析された ROS
（コンポーネントの構造の PDB ID）

レダクターゼ
(Red)

フェレドキシン
(Fdx)

酸化酵素
(TO)

レダクターゼ
(Red)

フェレドキシン
(Fdx)

酸化酵素
(TO)

I A FMN
P 型
クラスタb)

Fe2+

R 型
クラスタb)

Phthalate dioxygenase
(2PIA)

報告なし

B FAD
P 型
クラスタb)

Benzoate 1,2-dioxygenase
(1KRH)

2-Oxoquinoline
8-monooxygenase
（1Z01 等）

II A FAD Pu 型
クラスタb)

Fe2+

R 型
クラスタb)

報告なし 報告なし CARDO-IIKA1
d)

B R型
クラスタb)

Biphenyl 2,3-dioxygenase
(1D7Y)
Toluene 1,2-dioxygenasec)

Biphenyl 2,3-dioxygenase
(1FQT)
Toluene 1,2-dioxygenasec)

Biphenyl 2,3-dioxygenase
(1ULI)
Cumene 2,3-dioxygenase
(1WQL)
CARDOIC177

e)

Toluene 1,2-dioxygenasec)

C [3Fe-4S]
クラスタ

報告なし 報告なし Naphthalene 
1,2-dioxygenase 
(2B1X)

III FAD
P 型
クラスタb)

R 型
クラスタb)

Fe2+

R 型
クラスタb)

報告なし CARDOCA10 (1VCK) Naphthalene  
1,2-dioxygenase 
（1NDO 等）

Nitrobenzene 
dioxygenase (2BMO) 
CARDOJ3 (1WW9) 
CARDOCA10

f)

a) Batie らの報告4) に従い作製。Class IIC は Batie らによる分類の範疇には存在しないものに対し新たに提唱した（野口ら，投稿準
備中）。

b) P 型クラスタ，Plant 型 [2Fe-2S] クラスタ；Pu 型クラスタ，Putidaredoxin 型 [2Fe-2S] クラスタ；R 型クラスタ，Rieske 型 [2Fe-2S] 
クラスタ

c) 構造情報は未発表だが，結晶化論文は公開されている31)。
d) 香月ら，未発表データ。
e) 井上ら，未発表データ。
f) 野口ら，投稿準備中。
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構造と Batie の分類の間の関係には，いくつかの例外が
ある。まず，アニリン分解菌が有するアニリンジオキシ
ゲナーゼはアニリンのカテコールへの変換を触媒する。
この酵素システムの Red は Batie の分類の class IA での
ものと類似であるが，TO は αβ ヘテロ多量体構造を持
つという class IA としては例外的な組み合わせを持つ。
さらに，アニリンジオキシゲナーゼは活性発現（アニリ
ン特異的な酸素消費で検出しており，アニリンの cis-
dihydrodiol  体の検出は行われていない）には TO, Red 
の他，アミノ基の脱離に必要と考えられる glutamine 
synthetase と amidotransferase のホモログが必要である
とされている11,12,36)。TO と電子伝達系以外のコンポーネ
ントの酸化反応自体とその後のアミノ基脱離反応への寄
与の解明は，今後のタンパク質レベルでの解析を待たね
ばならない。また，キノリン分解系に含まれる 2-oxo-
1,2-dihydroquinoline 8-monooxygenase（Pseudomonas 
putida 86株由来）は Red と TO から構成される class I 
型酵素だが，Red が FAD を含むために電子伝達系は 
class IB である一方，TO は α3 型のホモ三量体であり
（図 1C ），これも Batie らの分類で例外的特徴を有する

酵素といえる32,48)。
我々は，複数の細菌から CAR に対し図 2 に示す反応
を触媒する ROS である CARDO を取得し，解析してき
た1,2,22–24,37–42,49,51,53)。γ-プロテオバクテリアの Pseudomonas 
resinovorans CA10 株由来の CARDO の TO (CARDO-
OCA10) は，3 分子の CarAa タンパク質から構成される 
α3 型の 4 次構造をとり（図 1A ），Red (CARDO-RCA10) 
と Fdx (CARDO-FCA10) は，各々 CarAc, CarAd タンパク
質の単量体である38)。生化学的解析から CARDOCA10 は 
Batie の分類における class III に分類されることが示さ
れたが38,49)，CARDO-OCA10 の α3 型という性質は，class 
III ではなく class IA との関連性を示すものであり，先
に述べたアニリンジオキシゲナーゼ等と同様に Batie の
分類における例外的特徴を有する ROS であると言うこ
とができた。この特徴は，CarAa のアミノ酸配列を基
にした分子系統比較においても class III に分類される 
ROS とは類縁関係が低い事実とも整合性がある（デー
タは示さず）。CARDO は CA10 株とは分類学的に全く
異なる属の細菌からも見つかっているが，β-プロテオバ
クテリアに属する Janthinobacterium sp. J3 株24)，α-プロ

図 2 ．Carbazole 1,9a-dioxygenase (CARDO) の各コンポーネントの役割とカルバゾールへの水酸化反応
NAD(P)H に由来する電子は，レダクターゼ Red (CARDO-R) からフェレドキシン Fdx (CARDO-F) の各コンポーネント間電子伝
達を経て基質の酸化の場である酸化酵素 TO (CARDO-O) へと渡され，活性中心にて酸素分子を活性化するために利用される。

図 1 ．ROS の酸化酵素コンポーネントの結晶構造
(A) Janthinobacterium sp. J3 株由来 CARDO の TO (CARDO-OJ3) の構造39)，(B) Pseudomonas sp. NCBI9816-4 株由来 naphthalene 
1,2-dioxygenase (NDO) の TO の構造29)，(C) Pseudomonas putida 86株由来 2-oxo-1,2-dihydroquinoline 8-monooxygenase の TO の構
造32)。α3 型の (A), (C) の構造と α3β3 型の (B) の構造の比較により，大きな 3 つの α サブユニット（触媒サブユニット）が作る円
盤形（もしくはドーナツ型）の構造は類似性が高く，(B) では構造維持のために 3 つの α サブユニットが円盤下側から結合してい
るように見える（結果的に，α3β3 型の酵素はマッシュルームのような形をとり，α3 部分が傘を β3 部分が石づきに相当する）。
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テオバクテリアに属する Sphingomonas sp. KA1 株24,53)，
グラム陽性細菌である Nocardioides aromaticivorans 
IC177 株22,23) 由来の CARDO を調べた結果，TO は 
CA10 株のものも含めてお互いに >45％ identity (>75％ 
similarity) と顕著に高い類似性を示し，かつ著しいアミ
ノ酸残基数の違いや大きな欠失・挿入が認められないこ
とから，CA10 株由来のものと同様に CARDO-O はホモ
三量体構造で酸化活性を示すものと予想された。J3 株
は CA10 株と同様に class III 型の電子伝達系を持つと
考えられたが，他の菌株は異なる種類の電子伝達系を持
ち，KA1 株由来の CARDO が class IIA に，IC177 株由
来のものが class IIB に分類された22,53)。以前の研究で，
CARDOCA10 においては，Red-Fdx 間の認識は厳密では
なく他の Red からも CARDO-F は電子を受け取れる一
方，TO と Fdx の間の認識が厳密である可能性が示唆さ
れていた38)。精製酵素を用いた実験で，CA10 株の 
CARDO-O は KA1 株由来，IC177 株由来の CARDO-F 
から電子を受け取ることができないことも明らかになっ
ており（香月ら，井上ら，未発表データ），電子供与体
としての Fdx 選択性が TO 間のどの様な構造の違いに
起因しているのか興味深い。

3. ROS 

筆者らの知る限り，2006年 9 月現在，結晶構造が明ら
かにされている ROS のコンポーネントは，未発表のも
のも含めて表 1 に示す TO が11種，Fdx が 3 種，Red が 
4 種である5–10,14,15,27–29,31,32,37,39,50)。表 1 から解るとおり，構
造の報告がある ROS のコンポーネントは未だ Batie の
分類の全ての class を網羅するものではない。さらに，
ある菌株由来の特定の ROS（一組の ROS を構成して生
化学的研究対象となっているものを指し，同一の基質に
対する異なる細菌由来の ROS という意味ではない）に
含まれるコンポーネントについては，筆者らの行ってい
る CARDO-O39)（野口ら，投稿準備中）と CARDO-F37) 
の他，詳細は未発表ながら米国 Iowa 大の Ramaswamy 
博士の研究グループによる Pseudomonas putida F1 株由
来 toluene 2,3-dioxygenase の 3 つのコンポーネントのみ
であり31)，コンポーネント間相互作用と電子伝達機構の
多様性をタンパク質構造に基づいて議論するにはさらに
研究成果の蓄積を待たねばならない。

4.

先に述べたように，ROS は環境汚染物質の効率的分
解のために注目されてきた。米国 Iowa 大の Gibson ら
のグループによる naphthalene 1,2-dioxygenase (NDO) 等
の基質特異性研究から，ROS の広い基質特異性（多く
の基質を酸化できる性質）と，各々の基質に対して部位
特異的・立体選択的な酸化様式が明らかになった。例え
ば，Pseudomonas sp. NCIB9816-4 株由来の NDO は，ナ
フタレン，フェナントレンをはじめとする60種以上の芳
香族化合物へ酸化活性が確認されており，その反応生成
物の多くで光学純度が高い。また，各種化合物に対して
行う反応は，主たる反応としての lateral dioxygenation に
加えて，monohydroxylation, desaturation (dehydrogenation), 

O-dealkylation, N-dealkylation, sulfoxidation 等，多岐に
わたることが明らかになっている44,46)。部分構造が類似
している芳香族化合物に対し部位特異的・立体選択的な
水酸化を行うことは，有機化学的手法では容易ではない
ため，ROS はキラルな物質を生産するための特異的水
酸化を行う生物触媒として応用が図られている。しかし
ながら，1990年代半ばまでは経験的・場当たり的な変異
導入研究・応用研究が多く，基質特異性を統べる分子メ
カニズムは全く未解明であった。
この様な状況に break through をもたらしたのは，

1998年に報告された米国 Iowa 大の Ramaswamy と Gibson 
らのグループによる NCIB9816-4 株由来 NDO の TO の
結晶構造の報告である29)。これにより，基質特異性決定
メカニズムを基質結合ポケットの形状・基質の結合位置
から論ずることが可能になった。多くの場合，あらかじ
め作製した TO の結晶を，基質を含むような溶液に浸す
こと（ソーキングと呼ぶ）で TO-基質複合体結晶を得，
それを X 線結晶構造解析に供することで基質結合位置
を決定している。また，ソーキングがうまくいかない場
合でも，TO の結晶構造を利用し，結合状態を予測する
ことが可能である。いずれの場合でも，基質中の芳香環
の中で酸化されるべき炭素原子が活性中心の鉄原子に最
も近い位置に配置されており，合理的に酸化位置特異性
と立体選択性を説明できる。具体的な事例として，以下
に筆者らが行っている CARDO の例を示す。
我々のグループが CAR 分解系と CARDO の機能解析
を始めたのは1990年頃のことだが，そのきっかけは，（1）
研究が先行していたナフタレン・トルエンなどの芳香族
炭化水素と比較して，ヘテロ環式芳香族化合物分解経路
には何らかの違いと特徴があるのか，（2）当時，汚染が
注目され始めていたダイオキシンの骨格であるジベンゾ
フラン・ジベンゾ-p-ダイオキシンと CAR は構造類似で
あり，代謝経路に共通性があるのか，という二つの疑問
を解明することであった。CARDO は，CAR の窒素原
子に隣接する核間炭素原子 (C9a) と隣の炭素原子 (C1) 
に対して二つの水酸基を導入する（図 3A ）。この反応
は angular dioxygenation（核間二水酸化）と呼ばれ，数
ある ROS の中でもいくつかの ROS のみが触媒可能な
反応である。CARDO が angular dioxygenation を触媒す
るのは，CAR の窒素原子に相当する位置が酸素原子に
変わったジベンゾフランやカルボニル基に変わった 
9-fl uorenone とそれらの類縁体に対してのみである
（図 3A ）40,51)。ただし，核間炭素原子の隣の原子の種類
により angular dioxygenation を触媒できる効率は大きく
異なり，CARDO の場合は CAR やジベンゾフランなど
窒素原子や酸素原子の場合の方が圧倒的に効率よく反応
が触媒される。一方，ナフタレン等の多環芳香族炭化水
素やビフェニルを基質とした場合に CARDO は基質分
子末端の空間的に空いている位置に水酸基を導入する
（lateral dioxygenation を触媒する）（図 3B ）のに対し，
ジベンゾチオフェンの sulfi de 硫黄やフルオレンのメチ
レン炭素には CARDO は一水酸化反応を触媒する
（図 3C ）40)。なぜ CARDO が幅広い基質に対して酸化活
性を示すのか，なぜ窒素原子や酸素原子に隣接する炭素
原子だけ CARDO が効率よく angular dioxygenation を触
媒できるのか，また，angular dioxygenation 以外にも各



73芳香環水酸化の分子メカニズム

種基質毎に特異的な反応を CARDO がどの様に触媒す
るのか，という疑問について CARDO-O の結晶構造に
基づく基質結合予測や酵素基質複合体の結晶構造から解
釈が可能である。
図 4 は，CARDO-O 単体（図 1A）と CARDO-O:CAR 

複合体（図 5A ）の結晶構造解析から明らかになった an-
gular dioxygenation が触媒される際に起こる現象を示し
たものである（一部未発表データを含む）2,39)。CARDO-O 
の 3 つのサブユニットの結合領域に活性中心へと通じる
空洞状の基質結合ポケットが存在している（図 4A ）。
CAR の結合によって本来基質結合ポケットの入り口付

近の壁を形成している Leu202-Thr214, Asp229-Val238 の
二つの領域が Cα で最大 4 Å 程度移動し，基質結合ポ
ケットの入り口が閉じられることが明らかになった
（図 4B ）。これにより，基質結合ポケットに結合した基
質が反応を受ける前に離れるリスクが回避されると考え
られる。電子伝達系からの電子により酸素が活性化され
た後に，酸化を受けずに基質が解離すると活性化された
酸素から過酸化物を発生することが知られており21)，基
質結合ポケットからの基質の漏出防止は，過酸化物発生
のリスク軽減のためにも重要であろうことが推察される。

CAR の活性中心近傍への結合状態を詳細に描画した
ものが図 4C である。CAR は活性中心の Fe2+ の直上に
結合しており，その際に angular dioxygenation を受ける
位置である C1 位，C9a 位が Fe2+ から約 4.3 Å と最も近
くなっていた。また，結晶構造中の CAR と活性中心の
間の空間に，鉄に結合し活性化された状態と考えられる
酸素に由来する電子密度が認められ，この位置は C1 位，
C9a 位の炭素原子から約 2.8～2.9 Å であった。この様
な基質の結合位置は CARDO-O が CAR に対して angular 
dioxygenation を触媒することを良く説明するものであ
る。Pseudomonas sp. NCIB9816-4 株由来 NDO の TO へ
の酸素とナフタレンの結合様式が明らかにされており28)，
Fe2+ に対して酸素分子の二つの酸素原子が共に配位す
るように結合すること（side-on binding と呼ぶ），両酸
素原子がナフタレンの酸化されるべき 1 位，2 位に最も
近い位置にナフタレン環の同一面側から配置されること
が示されている。このことは，酸素分子の両酸素原子が 
cis 型水酸基として導入される NDO の酸化様式をよく
説明するものであるが，図 4C に示した CARDO-O での
活性中心に対する酸素と CAR の結合様式は NDO の 
TO での結合状態と極めて良い一致を見せている。上記
の様な angular dioxygenation を受けうる結合位置の決定
には，基質が結合する ‘environment’ を形成する図 4C に
示した疎水性アミノ酸残基が重要である。実際に，この
疎水性アミノ酸への部位特異的変異の導入が，CARDO 
の基質特異性を変化させることも明らかになっている
（Uchimura, Horisaki et al., 未発表データ）。また，CAR 
分子中央の 5 員環のイミノ基の窒素原子と Gly178 の主
鎖カルボニル酸素との間の水素結合（約 2.9 Å）の形成
が，フラットな CAR 分子の結合方向を決定するのに重
要であることも示された（図 4C ）。

5.　Class III  CARDO  TO–Fdx 

ROS の各コンポーネントはゲル濾過による精製時に
全く結合状態が捕捉できないなど，非常に弱い結合力（接
触と言った方が良いかもしれないが）で相互作用して電
子を伝達しているらしい。このような場合，一般的に複
合体として結晶化すること自体が難しく，ROS 以外の
種々電子伝達タンパク質を含めて考えても，X 線結晶構
造解析で構造解明した例は少ない。我々の知る限り，今
までに，Anabaena とトウモロコシ由来の Fdx と Fdx:
NADP+ オキシドレダクターゼの複合体構造30,34)，ステ
ロイド生合成に関与する肝細胞ミトコンドリア由来 ad-
renodoxin と adorenodoxin 還元酵素の複合体構造35) が報

図 3 ．Carbazole 1,9a-dioxygenase (CARDO) が触媒する反応
CARDO は各種芳香族化合物に対して (A) angular dioxyge-
nation, (B) lateral dioxygenation（cis-dihydroxylation とも言
われることがあるが，厳密には angular dioxygenation も 
lateral dioxygenation も cis 型の二水酸化反応であるため，
呼称としては lateral dioxygenation が望ましい），(C) mono-
oxygenation の異なる種類の反応を触媒する。ただし，(A) 
の括弧内に示した生成物は不安定なため，直接検出された
ことはない。また，CAR からのプロダクトの立体化学は結
晶構造中での CAR の結合様式に基づいており，その他の
生成物については予測に基づいている。
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図 5 ．CARDO-O:CARDO-F 複合体の結晶構造解析
CARDO-O:CARDO-F 複合体全体の結晶構造 (A) とそれから明らかになった CARDO-O の CARDO-F との結合領域 (B)。全体構
造 (A) から，三量体構造を取る 1 分子の CARDO-O に 3 分子の CARDO-F が結合し（酸化酵素中の 1 カ所の活性中心に 1 分子の 
CARDO-F が結合し），それぞれ電子を渡すことが確認された。(B) の左図では，CARDO-O 単体結晶の分子表面のうち 
CARDO-F との結合に与る部分（①Arg11-Trp15，②Gln115-Gln119，③Arg210，④Trp350-Val363）をそれぞれ緑，紫，オレンジ，
淡青で示した。一方，(B) の右図は CARDO-O:ACRDO-F の結合に与る部分を，複合体結晶の中での CARDO-O 分子で示したも
のである。CARDO-F との結合によって，結合に関与した部分の構造が変化することがわかる。

図 4 ．Carbazole 1,9a-dioxygenase (CARDO) の terminal oxygenase (TO) コンポーネント (CARDO-O) に存在する基質結合ポケットへの 
carbazole (CAR) の結合
(A) ドーナツ型の CARDO-O の全体構造を横から見た図39)。分子表面を描画してある。破線で示す空洞状の基質結合ポケットの
内部には緑色で示す活性中心の Fe2+ が確認できる。(B) 基質結合の前後で観察される基質結合ポケット入り口付近の構造変化。
左が結合前，右が CAR 結合後の基質結合ポケットの断面を示したものである。CAR の結合に伴って入り口付近の二つのループ
が動くことで，基質結合ポケットが閉じた様子を示している。白矢印は基質結合ポケットの入り口を示す。(C) 活性中心の Fe2+ 
と結合した CAR，酸素 (peroxide) の相対的位置と周囲に存在するアミノ酸残基。中央枠内の様子を上から眺めたのが右図 (Top 
view)，枠内を左から眺めたのが左図 (Side view) である。Side view は基質結合ポケット最深部より CAR 越しに入り口付近を見る
方向である。活性中心の Fe2+ とそのリガンドとなるアミノ酸 (H183, H187, D333) との結合を黒実線で示した（左図，中央枠内）。
Fe2+ に結合した酸素分子は赤で示し，活性化された酸素の CAR へのアタックを赤矢印で示した。なお，(B), (C) の CAR 結合状
態はCARDO-O:CARDO-F 複合体結晶を用いて明らかになったものである2)（一部未発表データ）。
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告されているにすぎない。我々は，最近 P. resinovorans 
CA10 株由来の CARDO-F と Janthinobacterium sp. J3 
株由来の CARDO-O を用いて TO:Fdx 複合体を分解能 
1.90 Å で構造解析することに成功した1,2)。先に述べたよ
うに，これらの二つの株由来の CARDO は共に Batie の 
class III 型の CARDO であり CA10 株由来の Fdx は J3 
株由来の酸化酵素に十分な電子伝達能を有することが示
されている（それぞれの株由来の電子伝達パートナーと
大きな機能的な違いは認められないことが実験的に証明
されている）。この複合体の結晶構造をもとに，class III 
CARDO の TO–Fdx 間にどの様な特徴的な相互作用があ
るのかについて明らかにすることができた。
得られた構造から，三量体の CARDO-O の各サブユ
ニットに存在する R 型クラスタ周辺に，3 分子の CARDO-
F が突き刺ささるような形で結合することが示された
（図 5A ）。CARDO-F 分子は単量体構造ということもあ
り酸化酵素に比べてかなり小さいが，その‘やじり’の
様な構造のうち電子伝達に関わる R 型クラスタを含む
やじり先端の「cluster-binding domain」のほぼ全体が 
CARDO-O との結合に関わっていた。一方，CARDO-O 
側の結合表面は，①Arg11-Trp15, ②Gln115-Gln119, ③
Arg210, ④Trp350-Val363 の 4 つの領域で構成されてい
た（図 5B 左）。CARDO-O 単体39) での結合表面の構造
と複合体中での CARDO-O の当該部位の構造を比較し
たところ，図 5B に示すような CARDO-F の結合に伴う
明確な構造変化が起きていることが示された。詳細は原
著論文2) を参照されたいが，CARDO-O では特に上記の
①，④の領域中で主鎖の構造の変化を伴うような大きな
構造変化が起こっていた。また，CARDO-F についても
同様の比較を行うと，単体の構造37) と比較して Pro66-
Gly70 の領域で大きな構造変化が認められた。CARDO-O 
と CARDO-F の結合領域における構造変化の結果，二つ
の分子の間には多くの塩橋，水素結合，疎水性相互作用
が形成され，安定な複合体が形成されていた。その結果，
水素結合のネットワークとタンパク質内の結合ネット

ワークを介する 2 つの電子伝達経路が予想された
（図 6 ）。

6.　CARDO 

セクション 2 の最後でも述べたように，Batie の分類
における異なるクラスに属する CARDO が取得されて
いる。Class IIA 型の Sphingomonas sp. KA1 株由来の 
CARDOKA1, class IIB 型の N. aromaticivorans IC177 株由
来の CARDOIC177 のいずれの場合も，相同性の高さから
酸化酵素 CARDO-O は J3 株由来のものと同様の構造を
有し，類似の酸化反応触媒機構を有すると予想できる。
我々のグループでは，類似の 3 つの酸化酵素が異なる 
Fdx から各々電子を受け取れる理由を解明するために，
生化学的・電気化学的な性状の比較に加えてタンパク質
構造の比較を試みている。現在までに，P 型クラスタを
有する putidaredoxin と類似な Fdx から電子を受け取る 
CARDO-OIIKA1, biphenyl dioxygenase や toluene dioxygen-
ase に含まれることが多い Rieske フェレドキシン（R 型
クラスタを有するが，naphthalene dioxygenase に代表さ
れる class III 型 ROS に含まれる Rieske フェレドキシン
とは明らかに分子系統的に異なる）から電子を受け取る 
CARDO-OIC177 の構造解析を終了している。未だ，電子
伝達パートナーである各々の CARDO-F と，CARDO-O:
CARDO-F 複合体構造の構造解析には成功していないた
め，現段階では推測の域を出ないが，酸化酵素の構造比
較から電子伝達様式の違いを考察することができる。
図 7 は，先述した class III 型での CARDO-OJ3 の Fdx 結
合部位を形成するアミノ酸残基と，アラインメント上で
それらと相当する CARDO-OIIKA1, CARDO-OIC177 のアミ
ノ酸残基を，各 CARDO-O 分子表面上で示したもので
ある。図からわかるように，class III 型では結合領域を
構成する凹み周辺に CARDO-F との結合に関与するア
ミノ酸残基が集中していた。一方，アラインメント上で

図 6 ．Class III 型 CARDO におけるフェレドキシン (CARDO-F) から酸化酵素 (CARDO-O) 間の推定電子伝達経路
CARDO-F の R 型クラスタ（左上）から CARDO-O (chain B) の R 型クラスタ（中央）を経由して CARDO-O (chain A) の活性中
心（Fe2+，下）までの推定電子伝達経路を示す。主鎖ネットワークと，水分子をも含めた水素結合ネットワーク（破線）により，
二つの電子伝達経路が考えられる。CARDO-O の R 型クラスタと活性中心はそれぞれ異なるサブユニット上に存在しており，異
サブユニット間で電子伝達が起こる。CARDO-F のアミノ酸残基は灰色で，CARDO-O のアミノ酸残基は chain B のものを斜体
で示す。
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それらに相当するアミノ酸残基は，他の class の CARDO-
O ではほぼ同じ位置にあるものの集中度合いが悪く，
いくつかのアミノ酸は分子表面中で離れた位置に存在し
た。すなわち，class III での CARDO-O の結合領域に相
当する位置には class IIA, IIB の CARDO-O でも凹みが
観察されるが，凹みの形状は異なり，かつ構成するアミ
ノ酸残基は一部異なることが示された。また，詳細は示
さないが，図 6 で示した class III における電子伝達経路
を構成する酸化酵素内のアミノ酸残基は IIA, IIB の 
CARDO-O においても良く保存されており，同様の位置
に CARDO-F が結合して電子を CARDO-O に渡すと仮
定すれば，CARDO-O 内では類似の電子伝達経路が構成
される可能性が高いこともわかっている。上記の情報か
ら，三つの class の CARDO-O は共通の領域で CARDO-
F と結合し，結合領域の分子表面の違いが Fdx の選択性
を生んでいる可能性がある。現在，我々の研究チームで
は，class IIA や IIB に属する CARDO を構成する 
CARDO-F 単体や CARDO-O:CARDO-F 複合体の構造解
析も行っており，酸化還元電位の測定や，電子伝達能の
評価，結合物理定数の測定などの結果とも合わせて，上
記考察の実験的な証明を行いたいと考えている。
さて，上の話題は CARDO に限ったものであるが，

ROS の大部分を構成する α3β3 型の 4 次構造を有する酸

化酵素での電子受容様式が α3 型の CARDO-Oと 類似な
のか，異なるのかについても興味がもたれる。Class III 
型の CARDO ではドーナツ型の CARDO-O 分子の上部
に CARDO-F が結合し電子を渡していたが，Iowa 大の 
Ramaswamy 博士の研究グループが行ったドッキングシ
ミュレーションでは NDO-F はマッシュルームの様な形
をした α3β3 型の NDO-O の側面（マッシュルームの傘
と石づきの境界面付近）に結合する可能性が示されてい
る脚注1)。今後，他の ROS においても電子伝達複合体構
造の解明が進めば，先に述べた Batieの分類4) を裏打ち
する電子伝達メカニズムの多様性が明らかになるものと
期待される。

7.

ROS が環境汚染物質の分解酵素であるという事実か
ら考えれば当然とも言えるが，過去の研究の多くで反応
特性や基質特異性について精力的・集中的に研究が行わ
れ，電子伝達系に焦点を当てた研究は驚くほど少なかっ
たように思える。本稿で示したように，基質特異性研究
では，構造理解に基づいて基質特異性決定のメカニズム
や変異導入による基質特異性の変化の解釈が精力的に試
みられており，ROS の基質特異性の制御が可能になる

図 7 ．Class III 型 CARDO-O の Fdx 結合部位を形成するアミノ酸残基と，アラインメント上でそれらと相当する class IIA 型，IIB 型 
CARDO-O のアミノ酸残基の分子表面上での分布
CARDO-O:CARDO-F 複合体の結晶構造解析2)から明らかにされた CARDO-OJ3 の CARDO-F 結合表面（分子表面中で濃く色を付
けてある部分）を中央の図に示す。Clustal W52) を用いたアラインメントの結果，class III 型での CARDO-F 結合に関与するアミ
ノ酸残基に相当するとされたアミノ酸残基の位置を，class IIA 型，class IIB 型 CARDO-O の分子表面において各々濃色で示した。
CARDO-OIC177，及び CARDO-OIIKA1 は，それぞれ 2.3 Å, 2.1 Å の解像度で結晶構造が明らかにされている（それぞれ，井上ら未
発表データ，香月ら 未発表データ）。

1) S. Ramaswamy. The 14th Takeda Science Foundation Symposium on Bioscience「The 50th anniversary of oxygenases. Advances and 
Refl ections」（2006年 4 月京都）にて発表。
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日も近いかもしれない。一方，電子伝達機能研究につい
ては構造解析による体系化と多様化のメカニズム解明を
目指すフェーズに入りつつあると言える。多くの細菌ゲ
ノムの塩基配列情報が蓄積することで比較ゲノム的解析
が可能になったように，ROS のコンポーネント間相互
作用や電子伝達系についてもより多くの構造情報の蓄積
によって，今まで見えなかった研究の切り口が見えてく
るだろう。今後の，この分野の研究の展開に大いに期待
したい。

本研究は大森俊雄東京大学名誉教授（現芝浦工業大学
大学院教授）のもとで 開始されたものです。大森先生と，
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生には，本研究の遂行にあたり多大なるご指導を賜りま
した。さらに，X 線結晶構造解析を行うにあたっては，
（独）農業生物資源研究所 藤本瑞博士，東京大学大学院
農学生命科学研究科 伏信進矢博士にご指導を賜りまし
た。大森先生はじめ，全ての皆さんにこの場を借りて感
謝いたします。また，本研究は生研センター，武田科学
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