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銅 含 有 アミン酸 化 酵 素は，微 生 物 から哺 乳動物 に至 る生 物 界 に広 く分 布 し，種 々の生 理 活性 ア

ミン類の酸化的脱アミノ反応を触媒する．本酵素はサブユニット分子量約 70,000～95,000 のホモダ

イマー構 造 をもち，各 サブユニットは，補 欠 金 属 の 2 価 銅 イオンとペプチド・ビルトイン型 キノン補 酵

素 ，トパキノン（TPQ）を含有している．TPQ はその前駆体 Tyr 残基から銅イオン存在下で自己触媒

的に生成する．申請者らはこれまで土壌細菌由来銅/トパキノン（TPQ）含有アミン酸化酵素（AGAO）の反応機

構を解析し，触媒過程において補酵素 TPQ が，通常型である銅に配位しない Off-Cu 型の他に，銅配位型であ

る On-Cu 型をもつこと，そして Off-Cu 型では触媒塩基 Asp298 による酸塩基反応，On-Cu 型では銅イオンとの

酸化還元反応を行うことを明らかにした．On-Cu/Off-Cu の 2 つのコンフォメーションの割合が pH により変動し，

複数の pKa を持つことから，コンフォメーション変化が複数の解離基のプロトン化状態に制御されていることは明

らかである．本研究では AGAO の超高分解能 X 線および中性子結晶構造解析を行い，得られたデータより解離

基のプロトン化状態を明らかにすることを目的とする． 

結晶化条件などの徹底的な見直しを行った結果，酸化型酵素（基質フリー型）について 8 mm3 を超える大型

結晶の作成に成功した．得られた結晶は蛋白質研究所内の低温窒素ガス吹き付け装置にて凍結し，中性子及

び X 線回折測定を行ったところ，それぞれ 1.72 Å および 1.14 Å 分解能の反射が得られた．これまでタンパク

質の中性子結晶構造解析は 30 種類程度行われているが，分子量が 1,000-2,000 程度の小型のものが大

半であり，AGAO（サブユニット分子サイズ 72 kDa のホモダイマー）はこれを大幅に上回る．またセミキノン反

応中間体については，酸化型酵素に対して基質をソ―キングすることにより調製した．こちらは分解能 1.6 Å 程

度の中性子回折のデータセットが得られ，現在積分を行っている．また本結晶については 20108 年五月下

旬に PF において X 線回折測定を予定している． 
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