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亜硝酸の脱離を触媒する酵素 CreDの X線結晶構造解析 
X-ray crystallographic analysis of CreD catalyzing elimination of nitrous acid 
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1   はじめに 
放線菌は多様な構造をもった二次代謝産物を生産

することで知られており、それらの多くは医薬品の

重要な資源となっている。これまで我々のグループ

では、興味深い構造を有する放線菌二次代謝産物の

生合成機構の解明に取り組んできた。放線菌

Streptomyces cremeus が生産する二次代謝産物
cremeomycin はジアゾ基を持つが、天然においてジ
アゾ基がどのように生合成されるかは明らかになっ

ていなかった。我々は cremeomycin の生合成遺伝子
クラスターを同定し、クラスター内にコードされた

遺伝子の機能解析を行うことで、このジアゾ基は

CreE と CreD と名付けた二つの酵素により生産され
る亜硝酸に由来することを明らかにした[1]。CreE
はアスパラギン酸のアミノ基を酸化し、ニトロコハ

ク酸を合成し、CreD はニトロコハク酸からの亜硝
酸の脱離を触媒する。この亜硝酸生合成経路は放線

菌において二次代謝産物の生合成に用いるために進

化してきた特殊なものであり、cremeomycin 以外に
も多くの二次代謝産物の生合成に関わっていると考

えられる。 
CreDは aspartase/fumarase super familyに属するが、

本ファミリーに属する酵素の中で亜硝酸の脱離を触

媒する酵素は CreDが初めての報告例であった。そ
こで本研究では、CreDがどのように亜硝酸の脱離
を触媒するかを明らかにするため、CreDの X線結
晶構造解析を行った。 

2   実験 
まず、CreDの組換えタンパク質を大腸菌 BL21 

(DE3) と pColdシステムを用いて調製した。得られ
た組換えタンパク質を Ni2+アフィニティークロマト

グラフィーで精製したのちに、Factor Xaで処理した。
ヒスチジンタグが切断された CreDを陰イオン交換

クロマトグラフィーにより精製し、結晶化スクリー

ニングに供した結果、いくつか良質な結晶が得られ

る条件を見出した。これらの結晶化条件をもとにさ

らに最適な結晶化条件を探索したところ、最終的に
0.1 M Tris-HCl, pH 8.2-8.5, 1.8-2.0 M ammonium sulfate
をリザーバーとして用いた条件より得られた結晶で

高分解能のデータを得ることに成功した。位相の決

定は 1.9 Åの波長で得た回折像を元にした MR-
Native-SADにより行った。また、ソーキングにより
生成物との共結晶の構造の取得を試みた。 

3   結果および考察 
上述の実験により、CreD 単独の構造と CreD と生

成物の一つであるフマル酸との共結晶のモデルを構

築 す る こ と に 成 功 し た 。 CreD は 他 の

aspartase/fumarase super familyに属する酵素と同様に
3 つのドメインからなり、四量体を形成していた。
フマル酸は一つの CreD に、2 分子結合していたが、
そのうちの一つは活性中心と思われる部位に結合し

ていた。CreD 単独の構造と CreD-フマル酸複合体の
構造はほとんど変化がなかった。また、活性中心付

近の構造から CreDは Ser286を塩基触媒、Arg325を
酸触媒として利用していると予測した。これらのア

ミノ酸残基をアラニンに置換したところ、亜硝酸脱

離活性が完全に失われたことから、これら 2 アミノ
酸残基が活性中心を構成することが強く支持された。 
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図１：CreD-フマル酸複合体の全体構造 

4   まとめ 
本研究を通して、CreD の持つニトロコハク酸か

ら亜硝酸を脱離する反応の触媒メカニズムを提唱す

る こ と に 成 功 し た 。 本 メ カ ニ ズ ム は 他 の

aspartase/fumarase super familyとの構造比較のみから
では予想が難しく、CreD の構造解析を行うことで
初めて明らかとなったものである。 
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