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 チロシナーゼはフェノールの水酸化と続くドーパの酸化反応を触媒しメラニンの生合成に寄与す
る酵素である。活性中心にはそれぞれ３つのヒスチジンが配位した二核の銅イオンをもつ。これま
でメラニン合成を阻害する美白化粧品の開発などを目的として、チロシナーゼの反応機構を解明す
るための研究が行われてきた。モデル錯体を用いた研究により詳細な反応機構が明らかになってき
たものの、基質認識に関わる相互作用については明らかになっていない。当研究室ではこれまでに
活性制御ドメインをもつ不活性型チロシナーゼの結晶構造を明らかにしており、本研究では活性制
御ドメインを除去した活性型チロシナーゼと基質である L-チロシンの複合体結晶構造を決定する
ことで、基質との相互作用から反応機構に対する更なる知見を得ることを試みた。まず、活性制御
ドメインを加水分解除去した活性型チロシナーゼを調製し結晶化を行い、1.5 Åの分解能で構造決定
に成功した。活性中心では二核の銅イオンの一方が２つの位置（CuA1, CuA2）に見られた。また、
結晶をチロシン溶液に浸漬することで複合体の結晶構造を得ることに成功した。基質結合ポケット
の構造が明らかになり、さらに反応の際には銅イオンが基質の配位した CuA2 の状態となることが
示唆された。チロシナーゼのフェノール水酸化反応機構に関して、これまでチロシンが銅イオンに
接近し、配位することで反応が進行すると考えられていた。しかしながら、複合体結晶構造から、
第１段階としてアミノ酸残基によって形成されている基質結合部位にチロシンが結合することが示
唆された。さらにこの結合したチロシンのフェノール性水酸基に対して銅イオンが接近することで
反応が進行すると考えられる。また、反応後、CuA が CuA2 から CuA1 に移動することでカテコー
ルや o-キノンなどの配位性生産物の解離を促進していると推測される。以上の様に、本研究では、
活性中心の銅イオンの一つが、基質の結合に伴い、大きく結合部位や配位構造を変化させ、反応を
進行させるという興味深い現象を捉えることに成功した。 
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