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研究成果の概要（和文）：近年、放線菌や高度好熱菌、ピロリ菌等において新たなメナキノン(ビタミンK2)生合成経路
が発見された。そこで、本研究では新規メナキノン生合成経路に関わる酵素の反応機構解明を目的としてX線結晶構造
解析による立体構造解析を実施した。まず、高度好熱菌由来 MqnDと生成物や生成物類似体との複合体結晶、次に、Mqn
D(H145A)変異体と基質cDHFLとの複合体結晶のX線結晶構造解析を行った。その結果、最高1.5Å分解能での立体構造解
析に成功し、基質や生成物の認識機構、活性部位残基の同定や詳細構造の解明等により、新規メナキノン生合成経路に
関わる酵素の反応機構解明につながる十分な成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：An alternative biosynthetic pathway of menaquinone (vitamin K2) was found in some 
microorganisms including Streptomyces coelicolor and Thermus thermophilus. Since the pathogenic species 
such as Helicobacter pylori and Campylobacter jejuni also have essential enzymes in the alternative 
menaquinone biosynthetic pathway, the enzymes are attractive targets for the development of 
chemotherapeutics. Here we report the 1.5 angstrom crystal structure of the H145A variant of MqnD from T. 
thermophiles, complexed with its substrate. The substrate with ring-closing form was bound to the 
active-site pocket between the two domains, a large domain and a small domain. The His145Ala variant 
produces no enzymatic reaction, suggesting that His145 is an essential active residue as a catalytic 
base. Furthermore, we solved the crystal structure of MqnD complexed with the product, one of its 
reaction products. These results provide new insights into the enzymatic reaction mechanism of MqnD.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
メナキノン（ビタミン K2）は、微生物にと

って電子伝達系成分として生育に必須な物
質である。近年、放線菌(Streptomyces 
coelicolor) や ピ ロ リ 菌 (Helicobacter 
pylori)、高度好熱菌(Thermus thermophilus)
などにおいて、従来知られていた経路と異な
り、フタロシンを経るメナキノンの新規生合
成経路が発見された(Hiratsuka, T., et al., 
Science 321, 1670-1673, 2008)。この新し
いメナキノン生合成経路は、ヒトや乳酸菌等
の共生腸内細菌には存在せず、胃癌の原因菌
のピロリ菌(H. pylori)や食中毒菌のカンピ
ロバクター菌(Campylobacter jejuni)などに
存在することから、このピロリ菌型のメナキ
ノン生合成経路の酵素群（MqnA, MqnB, MqnC, 
MqnD など）は、副作用の少ない効果的な抗菌
薬開発のターゲットになりうると考えられ
る。 
そこで、我々は、このピロリ菌型メナキノ

ン生合成経路の酵素の一つで、基質 cyclic 
de-hypoxanthinyl futalosine (cDHFL)を生
成物1,4-dihydroxy-6-naphthoate (DHN)に変
換する酵素（図１）である MqnD の立体構造
解析に取り組んできた。特に、高度好熱菌 T. 
thermophilus HB8 由来 MqnD のＸ線結晶構造
解析を行い、立体構造を初めて解明した 
(Arai, R., et al., J. Struct. Biol. 168, 
575-581, 2009)(PDB ID: 2CZL, 3A3U)。MqnD
は、α/β 構造を持つ大小２つのドメインか
らなり、その２つのドメインの間にポケット
部位が存在し、酒石酸が結合していた。この
付近に高度に保存されている残基群や酒石
酸の結合部位などから、このポケットが活性
部位であることを示唆した。しかし、類似な
反応機構の酵素が知られていない新規な構
造の酵素であるため、反応機構の詳細解明に
までは至らない状況であった。 

 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、まず、MqnD と基質や

反応生成物との複合体結晶を作成し、Ｘ線結
晶構造解析により立体構造を解明すること、
さらに活性部位変異体作製等の生化学実験
も行って、MqnD の反応機構の詳細を解明する
ことを目的とした。 
 また、ピロリ菌型メナキノン生合成経路の
他の酵素の大量発現、精製、結晶化及びＸ線
結晶構造解析を順次行い、本生合成経路の酵
素の構造基盤及び反応機構を解明すること、

将来的にこれらの成果をピロリ菌等の病原
菌特異的な抗菌薬の探索・開発に役立てるこ
とを最終的な目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 高度好熱菌由来 MqnD の基質及び生成物
複合体のＸ線結晶構造解析 
我々のグループが世界に先駆けて結晶化

及び立体構造解析 (Arai, R., et al., J. 
Struct. Biol. 168, 575-581, 2009) に成功
した MqnD の酵素反応機構を詳細に解明する
ために、高度好熱菌 MqnD と基質や生成物と
の複合体結晶を作製し、Ｘ線結晶構造解析を
行った。基質の cyclic de-hypoxanthine 
futalosine (cDHFL) や 反 応 生 成 物
1,4-dihydroxy-6-naphthoate については、市
販されておらず入手が大変困難であったが、
北海道大学の大利徹教授との共同研究を通
して、貴重な試料を入手できた。基質が反応
せずに結合した状態を保つため、MqnD の予想
活性残基である His145 を Ala や Ser に置換
した MqnD 変異体を作製した。この MqnD 変異
体結晶に基質をソーキング（浸漬）すること
により基質複合体結晶を作製した。そして、
高エネルギー加速器研究機構(KEK)放射光施
設Photon Factory(PF)の構造生物ビームライ
ンにおいて、高分解能Ｘ線回折データを収集
し、分子置換法を用いて立体構造を解析した。
これをもとに、基質認識機構や活性残基の立
体配置より、MqnD の詳細な反応機構の構造基
盤について考察した。 
 
(2) ピロリ菌型メナキノン生合成酵素の大
量発現、精製、結晶化及びＸ線結晶構造解析 
MqnD 以外のピロリ菌型メナキノン生合成

経路への関与が予想されている酵素につい
て、特に、ピロリ菌由来のプリンヌクレオシ
ドホスホリラーゼ（PNP）の大量発現、精製、
結晶化、Ｘ線結晶構造解析を行った。大量発
現・精製及び結晶化スクリーニング後、結晶
化条件を最適化し、KEK PF の構造生物ビーム
ラインにおいて、Ｘ線回折データを収集し、
分子置換法により立体構造を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 高度好熱菌由来 MqnD の基質及び生成物
複合体のＸ線結晶構造解析 
まず、高度好熱菌由来 MqnD と生成物や生

成 物 類 似 体 と の 複 合 体 結 晶 、 次 に 、
MqnD(H145A)変異体と基質 cDHFL との複合体
結晶のX線結晶構造解析を行った。その結果、
最高 1.5Å分解能での立体構造解析に成功し、
生成物や基質等は、ドメイン間のポケット部
位に環状構造を保って結合していた（図 2）。
詳細な活性部位残基の構造解析より、基質の
フラノース五員環が閉じた状態のままで酵
素に認識結合することが示唆された。また、
MqnD(H145A)変異体では、基質 cDHFL の反応
段階の進行が見られないことや基質の結合
認識状況から、His145 が触媒塩基として働い

MqnD     

cyclic de-hypoxanthine 
futalosine (cDHFL)

1,4-dihydroxy-6-naphthoate 
(DHN)

図 1 MqnD 酵素反応の基質と生成物 



て、プロトンの引き抜きから反応が開始され
る脱離反応機構である可能性が推察された。
さらに、MqnD 結晶中で基質と一定時間反応さ
せた後に液体窒素で凍結し、X 線結晶構造解
析を行ったところ、結晶中でも酵素反応が進
行し、生成物 1,4-dihydroxy-6-naphthoate
の電子密度が確認されるとともに、反応の途
中過程を示唆する新たな電子密度も発見し、
MqnD 酵素反応機構に関する新奇な知見が得
られた。 

 
(2) ピロリ菌由来プリンヌクレオシドホス
ホリラーゼのＸ線結晶構造解析 
また、ピロリ菌型メナキノン生合成酵素の

一つとして、ピロリ菌由来プリンヌクレオシ
ドホスホリラーゼ（PNP）のＸ線結晶構造解
析にも成功した。α/β構造を持つ分子が６
量体を形成し、直径 100Å、高さ 60Åの円盤
型（ドーナツ型）の全体構造をとっていた（図
3）。各モノマーは 10 本のβシートの周りに
７本のαへリックスが位置する構造を持ち、
交互に上下反転しながら６量体に会合して

いることを明らかにした。 
以上の結果、新規メナキノン生合成経路に

関わる酵素の反応機構解明につながる十分
な成果が得られたことより、現在、これらの
成果をとりまとめて複数の学術論文を執筆
中である。 
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