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1   はじめに 
非天然のヒドラジド化合物である4-hydroxybenzoic 

acid 1-phenylethiliden hydrazide (HBPH)を唯一の炭素
源として生育可能な細菌として Microbacterium 
hydrocarbonoxydans が単離された。これはこの菌が
有する hydrazidase が HBPH を 4-hydroxybenzoic acid 
(4-HBA)と acetophenone hydrazone に分解することで、
4-HBA が菌体内で代謝され達成されることが示され
ている[1]。Hydrazidaseは amidase superfamilyに分類
される。また、当該菌の全ゲノム配列解析の結果か

ら、hydrazidase は転写因子の下流に位置し、さらに
ABCトランスポーター遺伝子を含むオペロン中に存
在していることが分かっている。以前の hydrazidase
の立体構造解析の結果からは、活性部位付近に位置

するヒスチジン残基が水分子を介してヒドラジド化

合物との結合に関与し、基質特異性に重要な役割を

果たしていることを明らかにしている[2]。さらに、
データベース検索から、そのヒスチジン残基の保存

性も含め、複数の放線菌がこのオペロンと相同性を

有するオペロンを有していることが分かっている。 
このようにこのオペロンが放線菌において生理的

な意義を有すると考えられる一方、hydrazidase の基
質であるヒドラジド化合物は非天然化合物であり、

天然の基質は不明であった。Hydrazidase と合成基質
との複合体構造から、基質に必要な部分構造として

4-hydroxyphenyl 基が必要と予想され、それをもとに
データベースで検索をかけたところ、パラベン類が

候補化合物として考えられた。そこで M. 
hydrocarbonoxydans に加え、同オペロンを有する
Pseudonocardia acaciaeから hydrazidaseホモログをク
ローニングし、活性測定およびＸ線結晶構造解析を

行い、パラベンを基質とするかどうか解析を行った。 
 
2実験 

P. acaciaeは National Bio-Resource Projectを通して
RIKEN BRCより取得した。当該菌ゲノムを鋳型と
して PCRを行い、amidaseとアノテーションされる

hydrazidaseホモログを pET28bにクローニングし C
末端に His x 6タグを付加し、大腸菌 Rosetta2(DE3)
を用いて大量発現させた。結晶化はハンギングドロ

ップ蒸気拡散法により行い、20°Cに静置して結晶
を得た。回折データの取得は、結晶が細い針状であ

ったことから BL-1Aにて行い、データ処理は XDS
と aimlessによるパイプラインにて得ている。初期
構造は hydrazidaseの PDB ID: 5H6Tをサーチモデル
としてMolrepにより得て、Refmac5による計算と
Cootを用いた手動モデリングを繰り返し、精密化を
行い最終構造を得た。構造座標および構造因子は

Protein Data Bankに ID: 8XACとして登録した。 
 

3   結果および考察 
Hydrazidase ホモログである P. acaciae amidase 

(Paam) の結晶は、空間群 I41、格子状数 a = b = 165.3, 
c = 160.6 Åで、非対称単位に 4分子が含まれていた。
分解能は 3.0 Å であり、結晶化条件等のスクリーニ
ングによる分解能の改良を試みたが向上は図れなか

った。 
Hydrazidase と Paam のアミノ酸配列は 57%の相同
性を持つことから、全体構造の重ね合わせでは

RMSDが 0.95 Åと高い一致度を示した。一方で、構
造的に大きな違いが、活性部入り口付近のループ構

造に見られた。この領域は、アミノ酸配列において

も両酵素で違いが見られる部分である。図 1 に示す
ように、Paam のループ構造は活性部位の入り口を

閉じるように位置しているのに対し、hydrazidase で
は活性部位の入り口が比較的開いている構造になっ

ていた。パラベンとヒドラジド化合物を基質とした

酵素活性測定において、hydraizase では HBPH に対
する Km 値がパラベン類（メチル、プロピル、ブチ
ル）よりも小さいのにたいし、Paam では逆にパラ

ベン類の Km 値が HBPH よりも小さい値であった。
HBPH とパラベン類では、HBPH の方が嵩高い構造
であることから、活性部位の入り口が小さい Paam



Photon Factory Activity Report 2023 #41 (2024) 

では HBPH にとって活性部位内部へのアクセスに不
利に働いていると考えられた。[3] 

 

 
図１：Hydrazidaseと Paamとの構造重ね合わせ 
上図を横から見た図が下図。明瞭化のために、活性

部位入り口のループ部分のみ色をつけている。青が

hydrazidase、赤が Paam。また内部に PDB ID: 5H6S
由来のヒドラジド化合物、水分子、ヒスチジン残基

についても色をつけている。 
 

4   まとめ 
構造解析と平行して、hydrazidase と Paam のパラ
ベン類に対する kinetic 解析や、パラベンを唯一の炭
素源としてM. hydrocarbonoxydansの生育解析、また
オペロン遺伝子の発現誘導解析を行った結果、パラ

ベン類が基質として働く可能性を示すことができた。

パラベンは植物中にも存在することが報告されてい

ることから、土壌細菌であるこれらの放線菌が天然

の基質としてパラベンを利用していることが示唆さ

れた。一方で、 hydrazidase と Paam で kinetic 
parameter に差が見られたことから、パラベン以外の
天然基質の探索も必要であると考えられた。 
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