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Crystal structure analysis of salicylate hydroxylase 
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1   はじめに 
Pseudomonas putida S-1 由来のサリチル酸水酸化

酵素（SALH）は、分子量 45kDa で分子内に FAD を

持つ酵素である。基質であるサリチル酸(o-ヒドロキ

シベンゼン塩)を水酸化し解毒してカテコールを産

出する一原子酸素添加反応を触媒する。この反応に

は FAD を介した水酸化機構が提案されているが、

類似基質である p-ヒドロキシベンゼン塩ではその反

応が起らない。一方この p-ヒドロキシベンゼン塩を

基質とする水酸化酵素(PHBH)はカルボキシル基を

残したまま水酸基の付加を行う。本課題申請の

SALH は水酸基の付加とカルボキシル基の脱離を伴

ってカテコールを産生するが、ここで付加および脱

離を同時に行うのか、カルボキシル基の脱炭酸反応

を直接行うのか、その酵素反応の詳細は明らかでは

ない。これは FAD および基質結合部位を取り巻く

蛋白質構造に PHBH とは異なる特徴があるものと考

えられる。この類似酵素にはない反応経路を明らか

にするため、ホロ体酵素の構造解析を進める。また

FAD はゆるく蛋白質分子内に保持されていると考え

られ FAD を保持する構造にも興味が持たれる。 
 

2   実験 
従来 P putida S-1 株から直接酵素分子を単離精製、

結晶化を進めていたが、本課題の高分解能解析、ま

た中性子解析につなげるためにも、大腸菌発現系で

の試料作製を行った。酵素分子を発現するプラスミ

ドを大腸菌に組み込み、大量培養、精製を行った。

結晶化には硫安を沈殿剤として、かつ分子内から外

れやすくなる FAD を等量添加し結晶化を行った。

酵素反応を考察する上で基質であるサリチル酸の所

在も必要であるため、Native および基質複合体の結

晶化を進め、それぞれ回折実験に適する結晶を得た。 
回折実験は、BL17A を用い、波長 0.98Ǻ、カメラ

長 250 あるいは 350mm で測定を行った。16 種類の

結晶を用いて回折実験を行い、分解能のチェック、

結晶のひび割れなどを考慮し、８種類のデータセッ

トを得て、次に示す４種の結晶から有意なデータを

得ることができた。データ収集、スケーリングには

ビームライン設置の HKL2000 を用いた。また初期

位相の決定には Molrep/CCP4i を用いた。 
 

表１ データ統計値 

 
 

3   結果および考察 
上記回折データの中から分解能が比較的高く、か

つ FAD およびサリチル酸の電子密度が確認できた

ものから精密化を進め、以下のような全体構造と

FAD、サリチル酸の位置を決定した。 

 
図１：全体構造と FAD、サリチル酸拡大図 

これまでの構造解析では FAD が抜けたアポ体の構

造が得られていたが、一部データではイソアロキサ

ジン環の電子密度が確認できた。 
 

4   まとめ 
基質部分の脱炭酸と水酸化付加機能を考察するに

は周辺アミノ酸の寄与も必要であり、さらに高分解

能のデータを得るため結晶化を進めている。 
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