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 銅酵素は生体に広く分布し、単核、二核、多核などさまざまな活性中心を形成している。チロシ
ナーゼは磁気的に強く相互作用した二核銅中心（タイプⅢ銅）を有し、フェノールの水酸化反応や
カテコールからキノンへの酸化反応を触媒する。また、様々な生物種の体内でメラニンなどの生合
成に関与する鍵酵素として機能することから、生体の防御や免疫代替、特にヒトでは白皙、黒髪を
司っており、数多くの研究が行われているが、その反応機構は未だに明らかとなっていない。我々、
以前から、麹菌由来のチロシナーゼを用いて、銅の取り込み過程など、成熟化について明らかにし
てきた。本研究では、分子論的観点から反応機構を解明するため、酸素結合型および活性制御ドメ
インを加水分解除去した活性型について結晶構造を決定した。 
 昨年度、野生型における酸素結合型の結晶および、銅結合部位に変異導入した C92A についての
酸素結合型の結晶について高分解能 (両者ともに分解能 1.4 Å)のデータセット取得に成功したが、最
終的なモデル構造において銅結合サイト近傍に酸素の電子密度が低いことが分かった。これは X線
による還元がおこり、酸素結合型と酸素非結合型が混ざった状態で観測されていることが示唆され
た。そこで X線損傷を減少させるため、16個の結晶から取得した低損傷のデータをマージし、再度
電子密度を観察したところ、二核銅の中心に O-O間距離が 1.4-1.5 Åで過酸化水素と見られる電子密
度が確認できた。また、活性制御ドメインを加水分解除去した活性型については、野生型では活性
が高いために結晶化が困難であったが、活性を減少させた変異体 C92A において結晶が得られてお
り、1.5 Åの分解能でデータセット取得に成功した。古くからチロシナーゼ阻害剤として知られ、か
つ化粧品添加物として用いられているコウジ酸を結晶に浸漬し、構造を決定したところ、銅中心に
結合した形でコウジ酸の電子密度がはっきりと確認された。今後、この結晶構造に加え、銅を浸漬
させたホロ型や基質結合型についてもデータセットを取得し、解析することで基質の結合様式（ミ
カエリス複合体）や反応中間体の状態に対する知見が得られると考えられる。 
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