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1   はじめに 
NAD(P)を補酵素とし、2-ケト酸と 2-ヒドロキシ酸

間の酸化還元反応を触媒する NAD(P)依存性 2-ヒド

ロキシ酸脱水素酵素（HydDH）群は、立体特異性の

相違により L-HydDH 群と D-HydDH 群に大別される。

D-HydDH の多くは、D-乳酸脱水素酵素（D-LDH）

と共通の立体構造をそなえ、一つの大きなタンパク

質ファミリーを形成しているが、申請者らはベンゾ

イルギ酸と D-マンデル酸間の酸化還元を効率よく触

媒する 2 種の D-マンデル酸脱水素酵素（ D-
ManDH）を Enterococcus faecalis IAM10071 株に見出

した（D-ManDH1 と D-ManDH2）。これらの D-
ManDH は、D-LDH と進化的に大きく隔たり、大腸

菌のケトパントエイト還元酵素（KPR）とともに、

新規な D-HydDH ファミリーを形成していた。KPR
と D-ManDH は、いずれも D-LDH ファミリーの既知

の酵素に見られない特性として、C3 位に分岐鎖を

もつ基質に対して高い触媒活性を示し、これがこの

新規ファミリーの酵素群の特徴と考えられる。しか

しながら、D-ManDH は補酵素特異性、基質特異性

両面で KPR と大きく異なっており、この新規ファ

ミリーのタンパク質が多様に分岐進化してきたこと

が示唆される。しかし、この新規ファミリー酵素の

立体構造は KPR をのぞいてほとんどないのが現状

である。そこで本研究では、これら D-ManDH の立

体構造解析を目指した。 
 

2   実験 
D-ManDH1 および 2 を、NADH 存在下、非存在下

で結晶化を試み、えられた結晶のデータを KEK の
NW-12A で収集し、構造を解析した。 

 

3   結果および考察 
D-ManDH2 のアポ構造を 2.0 Å 分解能、Rfac/Rfree 

= 18.5/22.4 で決定することに成功した。D-ManDH2
は、KPR と異なりホモ２量体構造であったが、３次

構造はきわめて類似していた（図１）。ただし、N
末側の Rossmann-fold をもつ NAD 結合ドメインに相

違がみられ、D-ManDH2 には、β2-β3 ストランド間

に、KPR にはないα2 ヘリクスの挿入がみられた。 
 

 
図１：D-ManDH の２量体構造 

 
 また、D-ManDH2 の NADH との２者複合体構造

も、2.8 Å 分解能、Rfac/Rfree = 24.1/30.5 まで精密化

することができた。NADH 結合部位の構造（図２）

から、D-ManDH2 が、KPR と異なり NADH に特異

的であることを構造的に説明できる結果がえられた。

すなわち、D-ManDH2 は、補酵素のアデニンヌクレ

オチド結合部位の構造が KPR と大きく異なり、こ

の酵素に特異な Trp32 残基が補酵素のアデニン環と

スタッキングし、やはり特異な Asp30 残基がアデニ

ンリボースの水酸基と水素結合を形成する。

NADPH では、アデニンリボースに結合したリン酸

基が Asp30 側鎖と立体障害や静電的反撥を生じる。 
 

 
 

図２ ManDH2 の補酵素結合部位 
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 基質認識機構については、３者複合体構造が未だ

得られておらず、現在なお複合体の結晶化条件を模

索中である。ただし、２者複合体構造は、アポ構造

よりも２つのドメイン間のクレフトが閉じており、

活性中心の構造は３者複合体のものに近いと考えら

れるので、より信頼度の高い説明は可能となってい

る。また、現在 D-ManDH2 と基質特異性がやや異な

る D-ManDH1 の X 線データも収集済みであり、こ

の結果もあわせれば、さらに信頼性の高い説明が可

能となることが期待できる。 

4   まとめ 
D-ManDH2 のアポ型、NADH との２者複合体型構

造の解析に成功し、この酵素の KPR との構造的相
違、補酵素認識機構の相違が明らかになった。基質
認識機構についても、ある程度の説明が可能となっ
たが、さらに解析が必要である。 
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