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研究課題名 
鏡像異性体のどちらにも相互作⽤するヘム酵素はどちらの鏡像異性体に対
しても反応性を⽰すのか？ 

研究成果の概要 

研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙を

追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティング入

門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけること。） 

 研究⽬的、背景 
⽣体内タンパク質は、構成原⼦は同じだが⽴体配置のみが異なる鏡像異性体を⾒分けることができる
ので、鏡像異性体間で味、匂い、薬理作⽤が異なることが知られている。 
アミノ酸のほとんどは鏡像異性体であり、L-アミノ酸と D-アミノ酸が存在するが、⼀般に⽣体内タ
ンパク質は L-アミノ酸しか認識できないため、D-アミノ酸には⽣理活性がないと⾔われている。 
私は、なぜタンパク質は L-アミノ酸しか認識しないのか、D-アミノ酸は認識しないのかが気になっ
た。 
そこで、L-チロシン(L-Tyr)を L-DOPA に変換するヘム酵素であるチロシンヒドロキシラーゼ(TyrH)
を対象として、TyrH が D-Tyr も認識するのかを調べた。 
D-Tyr を TyrH に添加した時のヘムの状態を紫外可視分光法、共鳴ラマン分光法で観測した結果、D-
Tyr も TyrH と相互作⽤し、その相互作⽤は L-Tyr とは異なっていることが明らかになった。 
しかし、D-Tyr が TyrH によって反応するのかはまだ明らかにされていないため、今回は、TyrH に
よる D-Tyr の反応性を調べることにした。 
 研究⽅法 
1. ⼤腸菌の培養 
2. TyrH の精製 
3. 試料の作成 

酵素なしの緩衝液に L‐Tyr、D‐Tyr、L‐Tyr と D-Tyr の等量混合物を⼊れたもの、TyrH を含んだ緩
衝液に L-Tyr、D-Tyr、L-Tyr と D-Tyr の等量混合物を⼊れたものの計 6 種類の試料を作成した。 

           
図１ 6 種類の試料 
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4. 反応剤の添加、反応の観察 
⽤意した試料それぞれに 1 分ごとに反応剤である過酸化⽔素を添加し、⾊の変化を観察した。 

5. 吸収スペクトル測定 
反応開始前と反応開始 10 分後のタイミングで各試料の吸収スペクトルを測定した。 

6. ⾚外吸収スペクトル測定 
反応⽣成物の同定のために、L-Tyr、D-Tyr の反応⽣成物、L-DOPA、D-DOPA の⾚外吸収スペ
クトルを測定した。 
 

 研究結果、考察 
-D-Tyr の TyrH による反応性- 
酵素を含む場合、基質が L-Tyr の時は、L-Tyr から L-DOPA の反応が進⾏するため、反応開始後⿊
くなるが、基質が D-Tyr の時でも、反応開始後⿊くなった。このことから D-Tyr もこの酵素によっ
て反応することがわかった。(図 2) 

     
図 2  酵素ありの L-Tyr(左)と D-Tyr(右)の反応前後の吸収スペクトル 

 

反応開始後、１分ごとに写真を撮ってみると、⿊くなるタイミングが D-Tyr の⽅が速く、このことか
ら、D-Tyr の⽅が酵素による反応が速く進⾏することもわかった。(図 3) 
 
また、L-Tyr と D-Tyr の等量混合物を基質としたとき、L-Tyr のみを基質とした時よりも⿊くなるタ
イミングが速く、D-Tyr のみを基質とした時よりも⿊くなるタイミングが遅くなることから、L-Tyr
と D-Tyr が等量ずつ存在する場合、D-Tyr の速い反応が、L-Tyr によって抑制されていることがわか
った。(図 3) 

          

図 3 酵素ありの L-Tyr と D-Tyr と L-Tyr+D-Tyr(1:1)の反応開始後の⾊の変化 
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反応開始前において、L-Tyr と D-Tyr の等量混合物を基質とした場合の吸収スペクトルが、L-Tyr の
みを基質とした場合の吸収スペクトルと全く⼀致していたが、D-Tyr のみを基質とした場合の吸収ス
ペクトルとは異なっていたことから(図 4)、L-Tyr が酵素に優先的に結合することがわかった。これ
が、L-Tyr と D-Tyr の等量混合物を基質とした場合の⽅が D-Tyr のみを基質とした場合よりも⿊く
なるタイミングが遅くなった原因であると考えられる。 

      

図 4 図３の反応開始前(0 分)と反応開始後(10 分)の各試料の吸収スペクトル 
本来の基質ではない D-Tyr の⽅が酵素反応が速く進⾏した原因として、D-Tyr の⽅が、活性部位に
存在するヘムと His 残基と相互作⽤しやすい位置にいるということ、D-Tyr の反応⽣成物の D-DOPA
の⽅が酵素との親和性が低く、酵素反応のターンオーバー数が⾼くなるということが考えられる。 
 
-D-Tyr の TyrH による反応⽣成物の同定- 
次に、D-Tyr の反応⽣成物は D-DOPA なのかを調べるために、D-Tyr の反応⽣成物を粉末にしたも
のと D-Tyr と D-DOPA を過酸化⽔素⽔溶液で溶かしてその後粉末にしたものの IR スペクトルを測
定した。(図５) 

 

図 5  D-Tyr と D-Tyr の酵素反応⽣成物の IR スペクトル(左)と 
D-DOPA と D-Tyr の酵素反応⽣成物の IR スペクトル(右) 

D-Tyr と D-Tyr の反応⽣成物のスペクトルは、1500-1600cm-1 の領域でピーク位置に違いが⾒られた
ため、D-Tyr が酵素によって反応したことがわかり、D-Tyr の反応⽣成物と D-DOPA のスペクトル
は⽐較的似ていたことから、その反応⽣成物は D-DOPA であると予想できるが、⼀部ピーク位置に
ずれが⾒られたため、これだけでは反応⽣成物が D-DOPA であることを確認できなかった。 
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TyrH による D-Tyr の反応⽣成物は、D-Tyr の OH 基からみて OH 基がオルト位についた化合物(D-
DOPA とする)とメタ位についた化合物(m-DOPA とする)の⼆通りが考えられるので、実際に測定し
た D-Tyr の反応⽣成物の IR スペクトルと、量⼦化学計算によって求めたそれらの化合物の IR スペ
クトルとを⽐較することで、D-Tyr の反応⽣成物が D-DOPA なのかを調べることにした。(図６) 

    

図 6  m-DOPA の計算スペクトルと D-Tyr の酵素反応⽣成物の IR スペクトル(左)と 
D-DOPA の計算スペクトルと D-Tyr の酵素反応⽣成物の IR スペクトル(右) 

図６から、1300-2000cm-1 の領域に注⽬すると、D-Tyr の反応⽣成物のスペクトルは、m-DOPA より
も D-DOPA の計算スペクトルの⽅とピーク位置の共通点が多いことがわかった。ここから、D-Tyr
の⽣成物はオルト位に OH 基がついた D-DOPA である可能性が⾼いと考えられる。 
 
-シミュレーションによる D-Tyr の反応の予想- 
Tyr と TyrH のドッキングシミュレーション(図 7)と MD シミュレーション(図 8)を⾏ったところ、
D-Tyr も OH 基は L-Tyr の場合と同じで、His88 と Tyr230 と相互作⽤するのが安定であるというこ
とがわかった。ここから、D-Tyr も L-Tyr と同様に、His88 による OH 基の脱プロトン化から始まる
⽔酸化反応が起きる可能性が⾼く、その場合は、反応機構上、オルト位に OH がつくので、ここから
も D-Tyr の反応⽣成物は D-DOPA であると予想できた。 

          

図 7 ドッキングシミュレーションにより予測された L-Tyr と D-Tyr の 
TyrH の活性部位での最安定構造 
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図 8  MD シミュレーションで予測された D-Tyr の活性部位での様⼦ 
 

 結論、課題 
L-Tyr と D-Tyr のどちらも認識するヘム酵素の TyrH は、本来の基質ではない D-Tyr の⽔酸化
反応も触媒することがわかった。また、D-Tyr の TyrH による反応は、L-Tyr と同様の反応機構
で進⾏し、D-DOPA を⽣成する可能性が⾼いことが本研究から⽰唆された。しかし、この結果
を証明するには、D-Tyr の TyrH の活性部位での構造、⽔酸化反応機構の詳細を明らかにする必
要がある。 
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