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2・ブ口ムー 4'ーニトロアセトフェノン

( 2 -Bromo-4 ' -nitroacetophenone) 

ウサギ骨格筋ピルビン酸キナーゼの化学修飾

藤井 豊 中井 昇

化学教 室

(平成 2年11月6日受理)

求電子試薬 2-プロムーどーニトロアセトフェノン(2 -bromo-4 '-ni troacetophenone: BrN AP) 

はμM(lO-6M) の比較的低いi濃度で、ウサギ骨格筋ピルビン酸キナーゼ (PK-Ml) を一次

反応速度論的に失活させる口このPK-Mlの失活速度定数(擬一次反応速度定数:k.min-1
) 

のpH依存性から、 pKaキ9.5のアミノ酸残基がBrNAPにより化学的に修飾されたものと考えら

れる o PK-Mlの必須金属イオン・ Mg2
+は本失活反応を有意に抑える口また、基質であるホス

ホエノールピルビン酸はこのMg2
+イオンの保護効果に対して相乗的であった口このことより、

Mg2
+イオンはPK-Mlとホスホエノールピルビン酸の結合に重要な役割を果たしており、また、

pKaキ9.5のアミノ酸残基と配位結合しているものと考えられる。

はじめに

酵素を化学的にある反応性の高い試薬で修飾することは長年行なわれており、化学修飾法と

して確立している。多くの酵素の活性部位あるいは触媒機構に関する情報が化学修飾法により

得られたことは特筆に値する O 現在、 X線回折の高度化およびプロテインエンジニアリングの

進展に伴い、化学修飾法は主役の座を退いた!惑があるがその有用性に変わりはない口近年、酵

素に親和性を持つ基質やコファクターなどの誘導体を用いたアフイニティーラベル法も盛んに

行なわれている口

BrNAPはモノヨード酢酸などと共に αーハロケトン誘導体であり、メチオニン (Met)(1)、

ヒスチジン (His)(2)あるいはシステイン (Cys)残基 (3)などを求電子的にアシル化すること

が知られている(図 1)。類似の化合物として、 2-bromoacetophenone (4). 2七romo-4'-

bromoacetophenone (5， 6). 2七romo-4 ' -azidoacetophenone (7)及び 2-bromo-3 ' -nitro-4ι 
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hydroxyacetophenone(呂)などが知られている D 一般的に、 pH2 -3付近でアスパラギン酸

(Asp)のカルボキシル基、 pH4-6付近でメチオニン残基及びpH6 -8付近でシステインやヒ

スチジン残基の修飾反応が知られている(図 2)口ウシ肺プロスタグランジンF合成酵素は中

性領域でBrNAPによって速やかに失活したが (9)、これらの知見に従えばヒスチジンあるいは

システイン残基の修飾を想定しなければならない。

2四 Bromo-4'田 nitroacetophenone

o 、 ~CH2Br
¥c" 

N02 

( BrNAP ) 

1. Met (Chymotrypsin.pH5.6) 

Sigman，D.S.et al.(1969) 

2. HIs(Epoxide hydrase，pKa7.6) 

Du8ois，G.G. et al.(1978) 

3. Cys(Cytochrome P・450c，ρH7.4)

Parkinson，A.et al.(1986) 

4. ? (Prostaglandin F synthetase，ρH6・8)

Fujii， Y.et al.(unpublished) 

図 1. 2-ブロム-4 '-ニトロアセトフ工ノン (BrNAP)の構造

2-bromoacetophenone 

B叫

Met，H;s(ChymotrYPsin，pH4， 7) 

Glover，G.I.et al.(1976} 

2・bromo・4'-bromoacetoρhenone 

…'2-co-O-sr 

Asp(Peps;n，pH2.8) 

Gross，E.&Morell，J.H.( 1966) 

His(Phospholipase A2 ，pKa6. tJ 

Volwerk.J.J. et al.(1974) 

2・bromo・4'-azldoBcetophenone 

判 CO-O-N3

Cys(Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，pH7 ) 

Hixson，S.H.&Hixson.S.S.(1975J 

2-bromo・3'-nitro・4'-hydroxy-

acetophenone 

srCH2-CO-V-OH 

Cys(Papain，pH7 ) 

Furlanetto.R. W.&Kaiser.E. T.( 1970) 

図2. BrNAPの類似化合物
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ピルビン酸キナーゼ (PK) は解糖系の律速酵素の一つであり、 Mg2+およびK+イオンの存

在下ホスホエノールピルビン酸 (PEP) とADPからピルビン酸及びATPを生成する反応を触

媒する O 生体内では事実上、平簡はATP産生に片寄っている口 PKには 4つのアイソザイム

(Ml、M2、L及びR型)があり、中でも骨格筋のMl型酵素 (PK-Ml)のみ典型的なミカエ

リス・メンテン型の飽和曲線を示す非調節性の酵素として知られているo P K-Mlはサプユニッ

ト(分子量約60，000) より成る 4量体酵素(分子量約240，000) であるロサプユニット当たり

一つの触媒部位があり、 PK-Mlは四つの触媒部位を持っと考えられている O 今回、このPK-

Mlが弱アルカリ性領域において低濃度のBrNAPで、速やかに失活したので報告する O

実験方法

ウサギ骨格筋ピルビン酸キナーゼ (PK-Ml) はK-リン酸緩衝液(含安定化剤 2-メルカ

プトエタノール、硫酸マグネシュウム及びグリセリン)を用いて、 RedSepharose、Sephadex

G-100 、 Hydroxylapatite、及び~MonoSのクロマトグラフィーで精製し、ドデシル硫酸ナトリ

ウム存在下のポリアクリルアミドゲル電気泳動上単一標品となったものを使用した側 O 精製

酵素の比活性は250単位/mg蛋白質以上のものであり、使用時 1MKCl続いて 5mMNa-リン

酸緩衝液で充分に透析し安定化剤や塩類を除いた口

化学修飾反応はpH6~ 8では0.1M Na- リン酸緩衝液を、 pH8~10.5では0.1 MNa-ホウ酸

緩衝液をそれぞれ使用して、室温で行なったo BrNAPはエタノール溶液とし、反応液中エタ

ノール 1%となるように調整した。 1%エタノールはPK-Mlに殆ど影響しない。修飾反応は

反応液の一部を50mMトリス塩酸緩種'Ii'夜、 pH7.4 (含:5 mM  2-メルカプトエタノール及び0.2

%ウシ血清アルブミン)で希釈し停止した口

PKの活性測定は 2mMPEP、2mMADP、0.1M KCl及び 5mMMgS04を含む50mMトリ

ス塩酸緩衝液、 pH7.4を用いて室温あるいは3TCで行なった。生成したピルビン酸 (Pyruvate)

を2，4-ジニトロフェニールヒドラジン法 (ll)により 510nmで、測定した O 蛋白質はウシ血清ア

ルブミンを標準として色素結合法仰を用いて定量した口

結果及び考察

図3はPK-M，の失活に対するBrNAPの濃度依存性を見たものである o pH 7.0では100μM以

上のBrNAPで、わず、かな失活を認めたにすぎないが、 pH9.0では数 μMのオーダーで速やかな

失活が観察された。 18
0

C，5分間のインキユベーションの条件で、 50%失活に要するBrNAPは

わずか 5pMであった口これは通常の化学修飾試薬としてはかなり低い濃度であり、特異性の

高い反応と考えられる O ちなみに、 30μMでほぼ100%失活に達していた。このことは、 PK-

Ml自身が本修飾的反応により完全失活に達することを意味する口これまでの報告では弱酸性

から中性でアスパラギン酸、メチオニン、システイン及びヒスチジン残基の化学修飾が行なわ
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れていたが、今回、弱アルカリ性で顕著な失活が観察されたことは上記以外の求核性のアミノ

酸残基の修飾が推察される口

m 
c 
c 
伺

~ 50 
z 
h .... 

• :pH 7.0 

o :pH 9.0 
at 18ιc 
for 5min 

~ 100 

〉
お

0
4 。

o O. 1 1 10 100 1000 

[ BrNAP ] (}1M) 

図3. ウサギ骨格筋ピルビン酸キナーゼの失活に対するBrNAPの濃度依存性
失活反応、はpH7.0 (0.1 M Na-リン酸緩衝液、・)及びpH9.0 (0.1 M Na-ホウ酸緩衝液、 0) 18t、

5分で行なった。反応液 (10μ1)を100倍希釈して反応を停止し (OOC)、残存活性を実験方法に従って

測定した。用いたPK-Ml濃度 (0.23μM)はサプユニット当たり約 IμMに相当する。以後この条件で

修飾反応を行なった。

5μM のBrNAPによるPK-Ml失活の経時変化を調べたのが図 4である。 6分まで直線関係

が認められたことより本失活反応は一次(正確には、擬一次)速度式に従うことが判明した口

しかし、 6分以後失活速度は低下していたD これは水酸イオン (OH-) によるBrNAPの分解

に起因するものと考えられる O 事実、アルカリにより分解することが分光光学的に観察されて

いるo 本失活反応が一次速度式に従うということは、ある特定のアミノ酸残基がBrNAPによ

り修飾されることを強く示唆する口この特定のアミノ酸残基を推定する目的で、直線性のある

範囲内において本失活速度定数 (k. min-1
) のpH依存'性を調べたのが図 5である。 pHI0.5

以上ではアルカリによる酵素PK-Ml自身の失活が激しく、またBrNAPの分解も極めて速いた

め失活速度定数の測定は極めて困難であったが、本図よりpH9.5付近にpKaを持つアミノ酸残

基のBrNAPによる修飾が考えられる口この付近にpKaを持つものとしてチロシン (Tyr)残基

(フェノール性水酸基:OH， pKa=9.11) がある O モノヨード酢酸アミドを修飾試薬として使

用したときにも、同様の条件下でチロシン残基の修飾が知られている{日今回の場合、 PK-

M1のチロシン残基がBrNAP'こより特異的に化学修飾され完全失活するもの考えられる。
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図4. BrNAPによるPK-Ml失活の経時変化
失i舌反応はpH9.0、18"Cで行なった。インキュベーション時間は10秒、 l、 2、4、6、 8、および10

分で、図 3に記述したように反応を停止し、残存活性を測定した。コントロールは 5μMBrNAPの代わ

りに 1%エタノールを用いて O、 5、及び10分間インキユベートしたo また、コントロール、 0分の時の

PK-Ml活性を100%とした。

0.4 

5J.1M BrNAP • 
0.31 

h 

E 

ξ0.2 
t 

0.1 

。
8 9 10 

pH 

図5.BrNAPによるPK-Ml失活速度定数のpH怯存性
失活反応は18"C、5μMBrNAPで行なった。縦軸の失活速度定数 (k. min-1

) は函 4に見られる直

線の傾きとして求め、コントロール(0μMBrNAP、 1%エタノール)の自然失活速度を各測定点で補

正しである。直線性が確認されたインキユベーション時間はそれぞれ、 pH8.0まで25分、 pH8.5まで15分、

pH9.0まで 6分、 pH9.5まで 3分、 pH10.0まで1.5分及びpH10.5まで 1分間であったo 一般的に、得ら

れた S字曲線の変曲点におけるpHからpKaが求められる。
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本失活反応に対するPK-Mlの基質及び金属イオンの効果を検討したのが表 1である口 2mM

MgC12の存在下では58.8%の残存活性を示し、コントロール(添加物なし)の21.9%のそれと

比較して有意の保護効果が見られた。次いで、 2mMPEPで36.1%とやや有意であった口しか

し、他のKCl、ピルビン酸、 ADP、ATPなどには保護効果は認められない口分光光学的検討か

ら、ここで用いた基質および金属イオンはBrNAPの分解を促進あるいは抑制することはなく、

Mg2+イオンやPEPに見られた保護効果はこれらとPK-Mlとの相互作用の結果と結論できる D

K+イオンは単独では効果はないかあるいは失活をやや促進しているが、 PEPとの併用で36.1

%から50.0%とPEPの保護効果を相乗的に増強している o K+イオンはPK-MlとPEPの結合に

寄与していると以前から報告されている (14)が、この結果はそれを裏付けるものである o Mg2
+ 

イオンとPEPの併用で86.3%にまで保護効果が強められるが、相乗的か相加的か判断できない口

一般的に、 PKのようなキナーゼ類の酵素はATPあるいはADPと結合するためにMg2+イオン

を必要とする、それはMg2+-ATPあるいはMg2+-ADP錯体が真の基質となるからである口と

ころが今回のように、 Mg2+イオンが単独でPK-Mlと結合するという知見は初めてのことであ

ろう。最大の保護効果はK七Mg2+-PEPの共存下で、観察された。

Activity Remaining (%) 

additives None KCI MgClz PEP Pyruvate ADP ATP 

O.lM 5mM 2mM 

None 21.915.7FJ58.821 36.1 

KCI 
rJ 3J 

64.1 50.0 

MgCI2 
ZJ 

ー
3J 

86.3 

K+，MgZ+ 
3) 93.5 41 

K+，MgZ+，PEP ー
4) 

pH9，10pM BrNAP，at 18・C，for6min 

ND，not determined 

2mM 

22.1 

18.6 

67.1 

72.3 

93.2 

表 1. BrNAPによるPK・Ml失活に対する基質忍び金属イオンの効果

2mM 2mM 

20.3 23.4 

ND ND 

62.1 60.6 

70.0 70.9 

91.0 94.4 

失活反応はpH9.0、lS.C、10μMBrNAP、6分間で行なった。それぞれの添加物の濃度は本酵素の活

性測定の条件に合わせた。これに対応して、ピルビン酸 (Pyruvate)及びATPの濃度を 2mMとした。
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我々はMg2+イオンの保護効果を定量的に評価するために、失活速度定数のMg2
+イオン濃

度依存性を調べてみた(図 6)口図中の逆S字曲線より、失活速度を半分に抑えるMg2+イオ

ンの濃度は2.4m Mと求められた。一方、 2mMPEPの共存下では0.3mMと約 1/10にMg2
+

イオンの必要濃度が低下している口このことはMg2
+イオンとPK-Mlの結合がPEPにより相乗

と 0.10

E .. 、
.::;!. 

0.05 

o 
o 

ヘベミ:

0.1 1 

[M9C12 ] 

: tOpM BrNAP 

10 

(mM) 

100 

図6. BrNAPによるPK-Ml失活に対するMg2+の保護効果と基質PEPの併用効果
失活反応はpH9.0、18Q

C、10μMBrNAPで行なった。 Mg2
+の保護効果は基質PEPの存在下 (0)及

び非存在下(・)で行なったO 矢印はそれぞれの条件で、コントロール (OmMMg2
+イオン)における失活

速度定数(k・min-1
)を半分に抑えるときのMg2

+イオン濃度を示す。

的に強められたことを示している口従って、 PK-M1のPEP結合部位にMg2
+イオンが深く係わっ

ていると推察される口これを模式的に示したのが図 7である口我々は以前、 PEP結合部位にヒ

スチジン残基(図中、イミダゾール基:1m) の存在をメチレンブルー光増感反応により証明

している叩口初めに、 Mg2
+イオンはPEP結合部位にあるイミダゾール基とBrNAPで、修飾され

るアミノ酸残基(図中、 X:おそらくチロシン残基)と弱い配位結合をしている口ここにPEP

が来ると、そのリン酸基およびカルボキシル基とさらに配位結合を作り Mg2
+イオンの結合を

安定化していると仮定すれば、図 6の結果を巧く説明できる O ただし、 PEPのリン酸基および

カルボキシル基の両者が配位結合にあずかる場合7員環を作ることになるので不安定かも知れ

ない、その場合おそらくリン酸基が配位するものと考えられる O また、図中には K+イオンが

示されていないのが今後の課題である O
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Model of PEP-binding Site of PK-M1 
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図7. PK-Mlの基質PEPの結合部位
斜線部分は酵素PK-Mlの一部を示している。ヒスチジンのイミダゾール基(Im: )はメチレンブルー

光増感反応よりすでにその存在を証明している回。本国はBrNAPによる修飾アミノ酸残基 (X:、おそら

くチロシン残基)が先のイミダゾール基と共にMgZ+イオンと配位結合しているモデルである O 基質PEP

はそのリン酸基やカルボキシル基を介してMg2
+イオンと配位し、その結合部位に留まることができる。

まとめ

PK 

全失活する口 Mg2+イオンはこのチロシン残基と配位結合することでBrNAPからの攻撃を防い

でいる O また、基質PEPはMg2+イオンとさらに配位することで先の結合をより安定化してい

るO すなわち、 PEPはMg2+イオンを介した配位結合で酵素PK-Mlと結合することで真の基質

と成ると考えられる口
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