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ピリドキサールリン酸依存性ヒスチジン脱炭酸酵素の親和標識
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　　　　　　　　　　　林　秀行

　　　　　　　　　Hideyuki　Hayashi



　　　　　　　　　　▲　　　　 A，，　／

　　　　　　　　和文抄録

　　ラット胎児肝臓およびHorganella　AH－15

のピリドキサールリン酸依存性ヒスチジン脱

炭酸酵素　（HDC）のα一フルナロメチルヒスチ

ジン　（FHH）による失活反応を調べた。動力学

的解析により、　FHHがHDCの活性部位で化学

的に活性化されたのちにHDCを修飾すること

が示された。修飾酵素の蛋白質化学的解析に

　より、特定のセリン残基がFHHによって修飾

4を受けていることを明らかとした。また失活

反応の機構は従来B6酵素の自殺基質につい

て一般的に考えられていたものとは異なり、

部分的にアスパラギン酸アミノ機転移酵素の

セリンー0一硫酸による失活機構に類似した

新しい型の反応であることが判明した。

一 二，）20



　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

Inactivat「on　of　pyrldoxa1　5㌧phosphate－dep6ndent　histidlne

decarboxyl　ase　from　fetal　rat　］iver　and　⊂AM－］5　by

α一fluoromethylh「st「dlne　was　studled．　Klnetic　analysis　of

the　「nact「vation　revea］ed　a　chemical　processing　of　α一fluoro－

methylhistldlne　at　the　active　slte　of　the　enzyme，　followed
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ピぞ

by　a　c6va1・・t・・dificati…fthe　enzy。，　p，。t，i，．　H。wever，

the　experimenta］　find「ngs　do　not　agree　with　the　class「cal

mechanlsm　of　「nactivation　of　pyrうdoxal　enzymes　by　β一substi－

tuted　amino　acids，　and　a　novel　mechanism　which　partlally

resembles　to　that　of　inactivation　of　aspartate　aminotrans－

ferase　by　ser］ne－〇ニーsulfate　「s　presented．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　ニナ　　　　　　　　　　ム　　　　　　
，、θ．

緒言‘．

　ヒスチジン脱炭酸酵素（L－histidine　car－
boxy－1yase，　E．C．4．1．1．22：以下　HDCと略

記）はL一ヒスチジン→ヒスタミン＋CO2の

反応を触媒する酵素である。　HDCはヒスタミ

ン生成を行なう唯一の酵素であるため、生体

内ヒスタミンの動態を探る一上で重要竺あり・

また最近では渡辺らによって・杢酵素を指標

とす至ことにより脳，内ヒスタミン社経麹錐の

4同定が．なされる　1）2）な，ど現在注目を集め？

？ある酵素＿てある。　ヒ　ス．タ　ミ　ンを澗渇させる

目的で種々の　HDC阻害剤が開発されてきたが
　3）　、　1978年Kollonitsch　ら　4）　によって合

成されたα一フルオロメチルヒスチジン（FM

H）が非常に強力な阻害作用をもつことがわか

　り、現在　invivOでのヒスタミンの研究に

広く用巳られている。

　　FMHの阻害機構については従来FHHがHDC

　の作用によって脱炭酸と脱フッ素化を受け・

生じた活性なエナミンーPLPシップ塩基に対
　一・ト2り＼



　　　　　　　　　　　　　　　　　∫　　　　　　　　　　▲　　　　　　　．、θ．

し　HDCのアミノ酸残基が求核付加を行ない、

その結果HDCが親和標識を受け、失活すると

考えられていた4）。ところが、この親和標

識が上記の機構からは予想できない不安定性

を示すことがラット胎児HDC（以下rHDCと略

‘記）について見出され2）、阻害機構の再検

討が必要となってきている。そこでrHDC、及

び量的に十分量得ることのできるHorganella

属細菌　5）の　HDC（以下mHDCと略記）につい

くてFMHによる失活反応を詳しく検討すること

にした。

実験材料及び方法

HDCの精製

　HDCはラット胎児肝　400gより田口らの力

法　2）により、また一AH－15　菌体
2009より棚瀬ら　5）の方法により精製し

た。最終比活性、収量、収率はそれぞれ11U

／mg、0．3mg、2％および 701U／mg、48mg、
　二〔〕ご∪



　　　　　　　　　　　　　　　、．　5
　　　　　　　　　　　　　　　▲、θ．　　　　　　　　　　▲

40％であった。

HDCの活性測定法
　HDCの活性測定は0．1Hリン酸カリウム緩
衝液（pH　6．5、安定化剤として0．1mH　EDTA、

0．02・M．DTTを含む）中37℃において行≡．

，た。rHDCでは　0．25mHL一ヒスチジンを基質と
1

し、生成したヒスタミンを蛍光法2）にょ．り、

また，HDCでは20・Hの［1－℃］－L－Hi・を基質

とし、生＾成した℃・・を市山らの方法『些よ‘

・りそれぞれ測定した・．

アポ酵素の調製
　ラボHD“Cほwホ・HDCを0．1HL一システインに

対して透析じ、PLPをチアゾリジ，癒導体と

　して除くことにより調翠した・
HDC　　　　FMH↓こ　　　　　　 ’　　　　　　ロ　ー　三

　失活（親和標識）反応は活性測定用緩衝液

西てHDrをFnと共に温鯉≧ことにより

行った。・

　℃＾又は・H’で馴OFHHを用いて失≡応

を行なわせたあと、2・・Hのリン酸カリウム媛
　二〔〕、二り



　　　　　　　　　　　　　　　　　ク　　　　　　　　　　　　　　　，、1ノ．　　　　　　　　　　△
衝互，〈・・H6・5）に透析して未反応のFHHを除

き、HDCに結合した放射活性を測定してFHH

鯉る．趣・標識の状況を観察した・

　　　　　　　　　　　　　　　　　ぜ3H　－FHH　・　　　　ロ　ー　三　　　　　一　mHDC　　　　　　　　　　　　　　　　’

哲

14．3，gの，－HDC（100nm・1）を上記の方法で10

⊇gl一の・H三FH．Hと共｛・25，℃－15・i・⊇上≡一

全に朱旦．させたのち・3・gのN・BH4を』日え・

｜25℃，．．！0・i・放置した・、

・甦轍㌫’をCreftiti⊇．の方法6）に

璽三趣熱ボー熱○．：レ坦たのち’1
　・£，の0・1H哩4　Hcr　r，・1璽CaCl2中にて
’1／1一

〇〇（重量比）亘⊇CK二∵プ○を加
　えて37℃　3h消化した。

　　ロブシ涌化物○フ1・デ・クスr－50カ

　ラム（20×800mm）にて0．05H　NH4HCO　3を用

6て分盲じた．放射活性、画分を集めて凍結

　乾燥したあと、Zorba．x　ODSカラム（4．6×250

H）にてアセ1ニトリルートリフ・レオ・酢酸

　系で展開し、標識ペプチドを得た。
　二∩、20



　　　　　　　　　　　　　　　　　合　　　　　　　　　　▲　　　　　　
．、b、

　．ベブ．チドを更に断片化するために、10nmol

のペプチドを　0・2mlの　0・1H　NH4　HCO　3／

1聖M＿9弓9．」2中にて1／1000（モル比）量のサ

ー モリシンとともに　40℃　2h温置した。断

片はZorb□x　ODSカラム、を用いて同様に分離レ

た。

　ペプ．チドのZミ∠酸分析は　5～10．n旦ol一の

ペプチドを5．7NHC旦中真空下　1101C　20h
加水分解した試料について行った。ペプチド

くの一次構造は　DABITC／PITC二重カヅプリング

法7）蓼，び．～］！ヒ…丞．キシペプチダ．一ギY法8）．

を用いて決定した。

シn、二〇、



　　　　　　　　　　　　　　　　、　　9　　　　　　　　　　▲　　　　　　　　　　＾、θ・

結果，

　1．rHDCの　FHHによる失活反応

　rHDCは　FHHの存在下、擬一次反応的に失活

した（Figure　la）。失活反応の見かけの速度

定数kaPPとその時の　FHHの濃度の両逆数プ
‘ロットをとると直線上に並び（Figure　lb）、

‘いわゆる“自殺基質型”の失活反応様式を示

した。これより’FMHとrHDCの解離定数　KI＝

　0．01mM、失活の速度定数　kinact＝　0．25

司min－1が算出された（Table　1）。

　　2・，基質L一ヒスチジンの失活に対する保護

作用

　FHHによるrHDCの失活の速度は、L一ヒスチ

‘ジンを共存することによって緩慢となった

（Figure　2）。1．の結果と合わせ、　FHHはrHDC

　を失活させるに先立ってrHDCの活性部位に可

逆的に結合することが示された。

　　3．2一メルカプトエタノールの失活に対す

　る保護作用

　2一メルカプトエタノールは　HDCの非拮抗的
　二〇20’、



　　　　　　　　　　　　　　　．、θ．　　／δ）
　　　　　　　　　　▲

阻害剤　5）9）であり、補酵素　PLPと基質ヒス

チジンとの間に形成されるシッフ塩基に付加

して脱炭酸反応を妨げるため、基質飽和濃度

における脱炭酸速度が減少する。同様に飽和

濃度の　FHHの存在下の失活反応の速度定数

‘kinactの値も2一メルカフ゜トエタノールが存

在すると小さくなり（Table　2）、　FMHがPLP

とシッフ塩基を作って脱炭酸を受けることが

失活反応においても重要であることが示唆さ

くれた。

　4．　Fnの各部分のrHDCへの取り込み

　異なる部位を℃で標識した　FHHでrHDCを失

活させ、透析を行なった後に、　HDCに取り込

まれた放射活性を測定した（Table　3）。イミ

　ダゾール2位炭素を標識した場合には化学量

論的にrHDCへ放射活性が取り込まれたが、カ

　ルボキシル炭素を標識した場合は取り込みが

　見られなかった。このことは・FHHはrHDCと

　不可逆的に結合するが、その時にはカルボキ

　シル基を失っていることを示している。



　　　　　　　　　　　　　　　、　　！／　　　　　　　　　　▲　　　　　　　　　
・、θ・

　以上の結果を総合すると、　FMHはrHDCの活

性部位の・PLPと結合して脱炭酸を受けて活性

化され、rHDCと不可逆的に結合すると考えら

れる。以後HDCに結合したFHHに由来する物
質のことを“標識”と呼ぶこ、とにする。

…　5．標識の安定性

1　［imidazole　4－3H］－FHHを用いて失活させ

たrHDCに取り込’ まれた放射活性を測定するこ

とにより標識の安定性を調べた（Table　4）。

＜標識は　pH　6．5の緩衝液中では長時間安定で

あるが、失活rHDCを尿素で変性させるとrHDC

から遊離した。ただし、尿素で変性させる前

に失活rHDCをあらかじめNaBH4で還元してお

　くと、尿素変性後も標識はrHDCに結合したま

まであった。

　これは従来の反応機構では説明できない現

象であるが、この点を更に詳しく検討するた

めにはrHDCでは量的に限界がある。mHDCは失

活に関してはDCと同様の挙動を示し　10）、量

的にも蛋白質化学的に充分量が得られるた



　　　　　　　　　　　　　　　　㍉　　／2　　　　　　　　　　△　　　　　　　　　　　　
＾、θ．

め、mHDCを用いて以下の検討を行った。

　　6・遊離した標識物質の性状

　3H－FHで失活したmHDC　O．4mgから熱変性

によって遊離して来る放射活性物質の吸収ス

ペクトルをFigure　3Aに示した。この物質の
1スペクトルはPLP、　PHPのそれとは異なって

おり、現在までに知られているビタミンB6

誘導体の中ではS・hna・k・・z　11）によって合成

された PLPとピルビン酸の縮合物　（Figure

司3B）によく類似していた。放射活性から計算

した．分子吸光係数は7，500cm－1　H－1と

　Schnackerz複合体のそれとよい一致を示し
た　12）。

　7・標識ペプチドの単離

　3H－FHHで失活させたmHDCをNaBH4で還元し

、カルボキシルメチル化したのちにトリプシ

ンで消化し、消化物をセファデックスG－50で

分画して、3Hに由来する放射活性を有する画

分を集めて凍結乾燥した。乾燥標品を1mlの

　0．1％トリフルオロ酢酸溶液に溶解し、
　’り　㍉）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　一　一　一　　　　　　　　　　　　　　　一



　　　　　　　　　　　　　　　　、　ぼ　　　　　　　　　　▲　　　　　　　　　　　▲、θ．

0．2mlずつを同溶液で平衡化したZorbax　ODS

カラム（4．6×250mm）に添加し、アセトニト

リルを40分間に50％　濃度まで直線的に上昇さ

‘せることにより展開を行った（Figure　4）。そ

の結果ただ一つのペプチドのピークに一致し

‘て放射活性と314nmの吸収のピークが見られ

た。このペプチドは再度第二の溶媒系（0．1％

　トリフルオロ酢酸中2一プロパノールの濃度勾

配）にて精製を行い、単一の標品とした。

司　また3H－FHHによる失活やNaBH4還元をほど

こしていないmHDCからも同様の操作で標識ペ

プチドに対応する非標識ペプチドを得た。

　8　．ペプチドの構造解析

　上記の両ペプチドのアミノ酸組成をTable

5に示す。両老の比較から、非標識ペプチド

において　2残基存在するセリンのうち　1残基

がFHHとの反応で失われていることが明らか

である。これらのペプチドをサーモリシンで

断片化すると両者とも大小　2個の断片に分か

れた。それぞれのアミノ酸組成はTable　5に
　二〇、20



　　　　　　　　　　　　　　　、　　ノ9　　　　　　　　　　▲　　　　　　　　　
・㌔θ・

示す通りである。Th－2は標識、非標識ペプチ

ド両者について同じであり、一方Th－1は非標

識ペプチド由来のものはアスパラギン酸とセ

リンであったが、標識ペプチド由来のもの

は、アスパラギン酸のみであり、これにより

　FHHと反応したセリンはTh－1上にあることが

わかる。

　Figure　5に標識ペプチドのアミノ酸配列を

示す。Th二1、　Th－2が図の如く帰属されるこ

くと、Th－1が放射活性をもつこと、更にデータ

は丞上一工し＼，なき・がエド．マン分解の呈2段で放

射活性がぺ．プチドから遊離することから、N

末端よりも2、番目．のセリンがFHHと反応した

　ことが明らかとなった。

二↓）20



　　　　　　　　　　▲　　　　 v｝九　／∫一

考察

　以上の結果より　FHは基質類縁体としてH
DCの活性部位に可逆的に結合（おそらく　PLP

1とシッフ塩基を形成）したあと、HDCの触媒

作用によって脱炭酸を受けて活性化され、HD
トCのセリン残基（mHDCの場合）に非可逆的に

結合して　HDCを失活させることが明らかとな

った。

　失活反応の速度論的パラメーター　KI，

＜kinactを通常の脱炭酸反応のパラメーター

　Km・kcat．と比較してみると　（Table　1）rHD

C、mHDCいずれにおいてもKIはKmより小さ
　く、　FMHがヒスチジンよりも強く　HDCと（可

逆的に）結合することがうかがわれる。一方

　kinactの値は　rHDC、mHDCともにkcatの
値の1／100程度である。kinactは　①FHH
の脱炭酸　②　活性化されたFHHとHDCの間

の共有結合の形成　のうち、律速段階となる

方の速度定数に一致するはずであるが、1）rH

DCはmHDCに比べてkcatの値が小さいが、
　、20、20



　　　　　　　　　　　　　　　　　ノざ　　　　　　　　　　▲　　　　　　　．、θ．

kinactの値も同じ程度に小さいこと。即ち
失活速度が　HDCの脱炭酸反応を触媒する能力

に依存していること。2）　2一メルカプトエタ

ノールによって　FHHの脱炭酸を妨げるとkin

actの値が減少したこと（Table　2）によりk

inactは　HDCによる　FHHの脱炭酸の速度を反

映していると考えられる。従ってFHHはL一ヒ

スチジンに比べて約1／100の速さで脱炭酸を

受けているということができる。

司　失活した　HDCにおける　FHHに由来する標識

　と　HDCとの結合は比較的不安定で、NaBH4を

用いて還元しない限り、失活酵素の変性に

　よって結合が解離した　（Table　4）。ここで遊

離した物質を調べたところ、この物質はFHH

　に由来するイミダゾール環と補酵素ピリドキ

　サールリン酸に由来するヒドロキシピリジン

環を右しており、その吸収スペクトルの性質

　から、Schnackerz複合体　（Figure　3B）と同じ

　共役二重結合の系を持つものと推定された。

　以上の点を考慮に入れて、得られた実験結



　　　　　　　　　　▲　　　　M、　ノ7

果をすべて矛盾なく説明できる失活機構を
Figure　6に示した。まず、　FHHはヒスチジン

と同様に　HDCの補酵素PLPとシッフ塩基を形

成して脱炭酸を受けフッ素イオンを脱離して
エミナンーPLPシップ塩基皿を生じる。II’ は当

初 PLPを結合していたリシン残基との間にイ

　ミノ基転移反応を起こして遊離のエナミンVI

　となる。VIのメ’チレン炭素は遊離のアミノ基

からの電子を受けいれて求核性を持つためP
司LPの　4’一炭素を攻撃し、　その結果Schnackerz

複合体に類似の物質皿が生じる。皿の4’－Cに

対して　HDCのセリン残基の水酸基が求核攻撃

を行い、その結果咀と　HDCとの間に共右結合

が生じる（IX）。　しかし失活　HDCを変性させ

　ると、IXの構造を安定化していた立体的な要

因が失われて、再び逆反応が起こり、皿がH

｜DCから遊離する。IXのカルボニル基が　4’一炭

素との間の炭素上のプロトンを活性化するこ

　とによりこの逆反応を促進しているが、NaBH4

　で処理するとIXがXに還元されて、IX→皿
　＼2り・20



　　　　　　　　　　　　　　　　　／8　　　　　　　　　　△　　　　　　
．、b、

の逆反応が起こらなくなり、標識と酵素の結

合が安定化すると説明される。

　V皿→IXは一種のミカエル付加反応である
が、通常の場合と異なり、ここではピリジン

環の電子吸引性のため・　4㌔炭素の反応性が

やや乏しくなっている。しかし、カルボこル

炭素をセリンが攻撃すると生成物がヘミアセ

タールとなって不安定であること、またその

場合はNaBH4還元による結合の安定化を説明

くし得ないことから4’一炭素がセリンによって

攻撃を受けると考えるのが自然である。従来

は、IHのメチレン炭素に　HDCの求核性残基が

結合すると考えられていたが　4）、その仮説

　によると失活　HDCの変性によって　PLP或いは

　PHPが遊離され、またNaBH4で還元しなくて

　も　FHH由来の部分と　HDCとの結合は安定のは

　ずであり、両力とも実験結果に矛盾してい

　る。従って、少なくともHDCについては従来

　の仮説は当てはまらない。今までは皿のメチ

　レン炭素の反応性が過大に評価されていた
　、20＼20）



　　　　　　　　　　▲　　　　Aぴ　／9

が、Table　6に示した皿のフロンティア電子

密度の計．算ではむしろ4’一炭素の方が求核攻

撃を受け易く、必ずしもメチレン炭素の反応

性が特別に高いとは言えない。4’一炭素がH

DCのリシンによって攻撃を受けると　Figure

6　の皿→皿の反‘応が起こることになり、　これ

もFigure　6の反応機構を支持している・

　修飾されたセリン残基の役割は今のところ

不明であるが、補酵素　PLPとの位置関係か

くら、触媒反応において何らかの意義を有する

ものと思われる。この点については今後更に

検討を加えて行く方針である。

　本稿を終えるにあたり、本研究において終

始御指導下さり、本稿の御校閲の労を賜わり

ました和田　博教授、一の酵素に関
する研究の機会をお与え下さいましたテキサ

ス大学　エズモンド・E・スネル教授に心よ

り感謝の意を表します。

二〇、20’
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Table　1．　　Compar］son　of　parameters　for

inactivation　and　catalytic　reactlon

I
K

（mM）

K
m

kinact　k、、t
　　　（min－1）

rHDC

mHDC

0．01

0．1★★

0．5★

1．3★★★

0．25

32．2★★

54★

4300★★★

Kl　and　kinact…ecalcu1・ted　f・°m　the　data

shown　in　Figure　1．

★2）　☆★10）　★★★5）　；　These　values　were　taken

from　the　c．ited　literature．



Table　2．　　Effect　of　2－mercaptoethanol　on　the　rate　constant

of　inactivation　of　HDC　by　目4H

2－Mercaptoethano1

　　　　　（mM）

klnact

（min－1）

0
1
5
0
0

　
　
　
］
2

0．25

0．17

0．086

0．049

0．027

klnact…d・t・mi・ed・・afi・・t・rd・・rate　c°nstant°f　inactlvat1°n

、t　i・fi・ite　c・nce・tratr…fF旧・th・p・e・ence・f　2－mercapt・ethan・1

（2ME）・The　re1・ti・n・hip・f　k；nact　and　kinact　i・as　f°11°“s・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kd

　　　　　　　　　　　　kinactニ「丁［珂k・nact

・h・・eκdden・t・・adiss・ci・tう・n　c・nstant・f　2旺and「HDC“FMH　c°mplex・

and　was　calculated　to　be　2．4　mM　from　this　result・



Table　3．

］nto　HDC

Incorporation 　　　14　　　　　C－］abeled　FMHof

［i・idaz・1・2．14C］．FMH

［ca・b・xy1－14C］．FMH

　　background★

320

20

20

cpm



Table　4． Effect　of　reduct］on　on　the　stabi］ity　of　the　adduct

formed　between　FMH　and　rHDC

Treatment Time Radioactivity　released

Dialyzed　against　buffer★

Dialyzed　against　buffer
Plus　8　M　urea

Reduced　with　l　mg　NaBH4・

　　　　dialyzed　agajnstthen

buffer　plus　8　M　urea

40（h）

20

40

2（％）

］00

5

Three　micrograms・of　rHDC　was　incubated・wうth　10　nmol　of　3H一日4H　（］．28　×

104　cpm／nmo1）　in　］　m］　of　assay　mixture　for　30　min　at　37°C，　then　dia－

｜yzed　against　water．　AIiquots　（0．3　m1）　from　this　pγ・eparation　were

subjected　to　the　indicated　treatment　at　25°C　in　a　total　volume　of　］　m1

★　20　m卜lpotassうum　phosphate　（pH　6．5）　in　all　cases・
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Table　6． EIectron　Dens「ty　and　Frontier
of　PLP－Enamine　Adduct

E］ectron　Density

β

E］ectron
Denslty

Frontier

E］ectron Densうty

　N十

グH

＼ミ3

！
十N
H

0

Nl

C2
C3
C4
C5
C6
0

C41

N

Cα

Cβ

］．4314

0．8769
0．7571

1．1547

0．8822

1．0970

1．6090

0．7926
1．4421

1．］015

0．8554

0．1722
0．3977

0．0580
0．0665

0．2480

0．0038
0．0917

0．5n7
0．2224
0．0058
0．2202

ii；ilil構rii：i：i：；i麗言16・i繰iCii‖i躍ぽ；竃：°「

frorn　the　cited　］iterature．　　The　bond　angles　in　the　azo－
methine　and　Cα一Cβ　system　were　120°　and　the　atom］c　d］s－

tances　were　standard　values　reported．　Frontier　electron
denslty　ls　for　nuc］eoph111c　reactlon・


