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1   はじめに 

L-システインは、反応性に富むチオール基を持つ

L-α-アミノ酸であり、タンパク質の構成成分として

触媒残基や金属配位子として重要な役割を持ち、近

年では硫黄代謝系において無機硫黄と有機硫黄の相

互変換に重要な代謝中間物質としても知られる。L-

システインを含む無機・有機硫黄代謝に関わる酵素

としてよく知られるのが、ピリドキサール-5'-リン

酸(PLP)を補因子とする PLP 酵素であり、代表的な

ものとして L-システインから無機硫黄を取り出すシ

ステイン脱硫酵素、硫黄含有アミノ酸シスタチオニ

ンから L-システインを合成するシスタチオニン-γ-

リアーゼなどが知られる。これらの PLP依存型酵素

は、その構造-機能相関の研究が進み、活性部位の

PLP に対して、基質アミノ酸のアミノ基が共有結合

を形成することで触媒反応が開始される保存された

メカニズムを示す。 

 

 
 
 

図１. CyuAが触媒するシステインリアーゼ反応. 

 
 

一方で、PLP を利用しない酵素の関わる硫黄代謝

系の研究も近年進められている。代表的な例は、

FeS クラスターを補因子とするシステインリアーゼ

CyuA であり[1]、システインの C-S 結合の開裂を初

期反応として、硫化水素とアンモニア、ピルビン酸

を触媒的に合成する（図１）。CyuA と同じ反応を

するPLP酵素として、PLP依存型 L-システインデス

ルフィダーゼ（Cds）が知られるが、Cds と異なり

CyuA の FeS クラスターを利用した触媒機構は依然

不明のままである。 

そこで、本研究課題では、CyuA の X 線結晶構造

解析により、CyuA の全体構造および活性部位周辺

の構造を明らかとすることを目指し、研究を進めた。

また、L-システインを CyuA 結晶にソーキングした

反応中間体構造の同定や、L-システインの構造ホモ

ログであり、基質として利用されない L-ホモシステ

インの共結晶構造解析も試みた。 

 

2実験 

CyuAはメタン生成古細菌 Methanocaldococcus 

jannaschii由来のものを、嫌気的に大腸菌組換え酵

素として発現、精製した[2]。濃縮した CyuAを、嫌

気的条件で結晶化スクリーニングキットで結晶化条

件を探索し、いくつかの結晶化条件で得られた微結

晶の X線回折を Photon factoryで確認した。比較的

良好な回折が得られた結晶は、構造解析のためのデ

ータセットを Feの異常分散波長（λ= 1.7393 Å）

で収集し、Crunk2を用いて Fe-SADで初期位相を

決定した。得られた初期電子密度に対し、Bucaneer

で初期モデリングを行なった。 

 

3   結果および考察 

 嫌気条件で得られた CyuA美結晶は FeS由来の茶

色を呈しており、Fe-S クラスター結合型として

CyuAは存在することがわかった。Fe-SADの結果、

タンパク質主鎖をトレースできる程度の電子密度が

観測できる初期位相決定に成功し、Bucaeeer で初

期モデルを作成した。現在、Coot、Refmac5、

Phenix refine を用いた構造モデリングと精密化を進

めている。また、並行して基質結合型や基質アナロ

グ結合型の構造解析も進めている。 
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