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クライオ電⼦顕微鏡によりビフィズス菌酵素の微⼩構造を発⾒ 
 

ビフィズス菌では、ホスホケトラーゼ（PKT）という酵素が、単糖類の発酵において重要な役割を担
っています。酵素の能⼒はその形状（⽴体構造）に依存しており、産業利⽤などで酵素を⾼機能化する
ためには、⽴体構造情報は⼤変重要です。通常、酵素の⽴体構造は、X 線結晶構造解析などを⽤いて解
析しますが、今回、クライオ電⼦顕微鏡を⽤いて、ビフィズス菌 PKT の⽴体構造を決定しました。そ
の結果、X 線結晶構造解析では観測することができなかった、アミノ酸結合の微⼩な構造を捉えるこ
とに成功しました。 

特に、基質結合ポケットの⼊り⼝に位置する QN ループと名付けた、四つのアミノ酸から構成され
るループにおける微⼩構造の発⾒は、重要な知⾒です。この微⼩構造が、酵素の基質取り込みに関係し
ていることが分かりました。QN ループには⼆つのコンフォメーションがあり、⼀つは基質のない状態
で報告された X 線結晶構造解析の結果と類似しており、もう⼀つはクライオ電⼦顕微鏡で初めて捉え
られたものです。本研究では、これらを同時に観察することができました。このような QN ループの
微細構造は、基質が結合した⼤腸菌の酵素と、対応するループのコンフォメーションがとても似てい
ることから、酵素の基質取り込みに関係していると考えられます。 
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 研究の背景  
⽣物が⽣きる上で不可⽋な代謝や免疫応答などの⽣命現象は、酵素と呼ばれるタンパク質に⽀えられ

ています。ヒトの体内には１万種類を超える酵素が存在し、これらが特定の物質を別の物質に変換して、
互いに提供しあいながらさまざまな物質やエネルギーを合成し、複雑な⽣命現象を維持します。酵素の中
には産業上の有⽤物質を安価に合成できるものもあり、⼯業⽣産への応⽤が期待されます。しかしなが
ら、天然に存在する酵素をそのまま利⽤できるとは限らず、酵素を⾼機能化する必要性がしばしば⽣じま
す。酵素の能⼒はその形状（⽴体構造）に依存するため、⾼機能化酵素を設計する上で⽴体構造情報は⼤
変重要です。⼀般に、酵素の⽴体構造は、X 線結晶構造解析法（XRD）や核磁気共鳴法（NMR）で詳細
に調べることができますが、⽐較的多くの試料や結晶化が必要になるなど、必ずしも解析は容易ではあり
ません。⼀⽅、2017 年にノーベル化学賞受賞で話題になったクライオ電⼦顕微鏡注１）は、少ない試料で
結晶化せずに⽴体構造情報を取得できる画期的な⼿法です。そこで今回、クライオ電⼦顕微鏡を使い、ビ
フィズス菌における発酵⽣産で重要な役割を果たす酵素、ホスホケトラーゼ（PKT）注２）の⽴体構造を解
析しました。 
 
 研究内容と成果  

本研究チームは、最新のクライオ電⼦顕微鏡を使い、PKT の⽴体構造を観察しました。その結果、PKT
は、同⼀の分⼦⼆つが互い違いに密着したユニットが四つ円環状に連なった「四つ葉のクローバー」のよ
うな形であることが明らかになりました。この PKT分⼦をさらに原⼦レベルで観察すると、酵素（タン
パク質）を構成するアミノ酸の鎖状の連なり（主鎖）と主鎖から分かれた側鎖が明瞭に観測されました。
また、この⽴体構造を、従来の XRD で得られた⽴体構造と⽐較したところ、四つ葉のクローバー状の全
体構造を含め、原⼦レベルでも、主鎖・側鎖の構造は、両者でほぼ⼀致していたことから、クライオ電⼦
顕微鏡と XRD は、同等の解析精度を持つことが⽰されました。 

⼀⽅、XRD とクライオ電⼦顕微鏡のそれぞれで得られた⽴体構造を詳細に⽐較すると、基質が結合す
るポケットの⼊り⼝付近に位置するループ（QN ループ：四つのアミノ酸から構成されるループ）に微細
構造の違いが⾒られました。クライオ電⼦顕微鏡では、QN ループの⼆つの⽴体配座（コンフォメーショ
ン）を同時に捉えることができました。⼀つは基質結合部位の⼊り⼝を狭めにし(closed form)、もう⼀
つは逆に⼊り⼝を開けていました(open form)。closed form コンフォメーションは、基質のない状態で
観察した XRD のコンフォメーションと類似していますが、open formコンフォメーションは、クライオ
電⼦顕微鏡で初めて捉えられたものです（参考図）。このコンフォメーションは、基質が結合した⼤腸菌
の酵素トランスケトラーゼのそれと極めてよく似ていることから、QN ループの微細構造は、酵素の基質
取り込みに関係していることが推定されます。このように、クライオ電⼦顕微鏡を⽤いた解析によって、
PKT が、基質が触媒部位にアクセスできるようになっている「開いた」構造と、その逆の「閉じた」構
造の両⽅を持っていることが分かりました。 
 

 今後の展開  
本研究を通じ、クライオ電⼦顕微鏡を⽤いた酵素の構造解析により、酵素⾼機能化の設計に有⽤な情報

がより多く得られる可能性が⽰され、酵素の産業利⽤に役⽴つと期待されます。今後は、より精緻な⾼機
能化設計に向け、酵素ー基質複合体の構造の解析にも取り組む予定です。 

 
  



3 

 参考図  

 
図 本研究で明らかになった PKT の⽴体構造 

各⾊はすべて同⼀の分⼦であり、２分⼦が互い違いに密着してユニットを作り、これが連なって PKT
を形成する。クライオ電⼦顕微鏡による解析では、四つのユニットが四つ葉のクローバー状の概形（右
上）を持つことが分かった。また、XRD 構造で観測された closed form（左）に加え、open form（右下）
も観測された。 
 

 ⽤語解説  
注１） ホスホケトラーゼ（PKT） 
チアミン⼆リン酸を補酵素とする酵素。基質にリン酸を付加する。基質としては、フルクトース-6-リン
酸とキシルロース 5-リン酸の⼆種類がある。 
注２） クライオ電⼦顕微鏡 
透過型電⼦顕微鏡の⼀種で、極低温下で試料を凍結して観察する。サンプルの結晶化が不要なため、タ
ンパク質などの⽣体分⼦の構造解析に適している。 
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