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X-ray structural analysis of amine pyruvate aminotransferase  
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1   はじめに 

キラルアミンは、医薬、農薬、他の産業上有用な

化合物の合成に利用されている。R 体選択的なアミ

ントランスアミナーゼ (R-ATA) は近年同定された希

少な酵素であり、アミン化合物とカルボニル化合物

との間でアミノ基転移反応を触媒するにより、様々

な R 体アミンをもつ化合物の合成に応用が期待され

ている。本研究が対象とする Arthrobacter sp. 

KNK168由来 R-ATA (Ab-R-ATA) はホモ二量体のピ

リドキサールリン酸 (PLP) 依存性の酵素である。

Ab-R-ATA は抗糖尿病薬と抗肥満薬の合成中間体と

して重要な (R)-3,4-ジメトキシアンフェタミンを合

成することができる。また、米国 Codexis 社と

Merck社は経口血糖降下薬 sitagliptinの合成に適用で

きるよう、Ab-R-ATAのホモログである ATA-117の

高機能化に成功した  (ATA-117-Rd11)。ATA-117-

Rd11 は、従来の基質よりも大きな置換基をもつケ

トンを認識できる。この基質特異性の改変を導く構

造基盤が理解されれば、さらに多様な基質を出発と

した R体キラルアミン合成への応用が期待される。 

2   実験 

タンパク質サンプルは大腸菌をもちいた発現系によ
り生産し、Ni アフィニティー、陰イオン交換および
ゲル濾過クロマトグラフィーにより精製した。測定
に用いた全ての結晶は、20°Cで蒸気拡散法により取
得した。抗凍結剤なしの条件下で、結晶を液体窒素
下で凍結し、BL-5A 及び AR-NW12A ビームライン
において X線回折実験を行った。波長 1.0000 Å、露
光時間 1 秒、振動角 0.5 度、180 度の回折データセ
ットをそれぞれ取得し、データ処理には XDS を使
用した。Ab-R-ATA の立体構造は、Branched-chain 

amino acid aminotransferase (PDB ID 1IYE) を初期モ
デルとした分子置換法により決定した。 

 

3   結果および考察 

Ab-R-ATA, G136F変異体及び ATA-117-Rd11の結

晶構造を分解能 1.65 Å, 2.20 Å, 2.27 Åで決定した[1]。

PLP 結合部位の近くに位置する Large binding pocket

と Small binding pocket が基質特異性を決定している

ことを明らかにした。また、変異体解析と分子動力

学シミュレーションにより、活性部位にある Arg138

がアミン化合物とカルボニル化合物の二重の基質認

識に機能することが示された。ATA-117-Rd11 の結

晶構造では、Ab-R-ATA の結晶構造と比べて活性部

位にあるループの大きな構造変化が引き起こされて

おり、それはループ上の Gly136 の置換によるもの

と推定された (図 1)。実際に Ab-R-ATAの G136F変

異体の結晶構造によりループの構造変化が確認され、

活性測定によりループの構造変化が基質特異性に関

わることが示された。 

4   まとめ 

本研究では、活性部位に位置するループが基質特

異性の制御に重要であることを明らかにした。この

構造情報は、多様な R体キラルアミンの合成に利用

可能な酵素設計に役立つと期待される。 

 
図 1：R-ATAのループの構造変化 
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