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分岐鎖α-ケト酸脱水素酵素複合体の構造と機能に関する比較

生化学：アフリカツメガエルXenopus laevis のデカルボキシラーゼ

αサブユニットの一次構造について 
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要旨：アフリカツメガエル（Xenopus laevis）の分岐鎖α-ケト酸脱水素酵素複合体デカルボキ

シラーゼαサブユニット（E1α）のcDNAクローニングを行い１次構造と機能の関連について検

討した。その結果、アフリカツメガエルのE1αは，400残基からなり，分子量は45,698と推定

された。ヒトとの比較でアミノ酸配列全体での類似性は，91%であった。またサブユニット相

互作用部位およびリン酸化部位と推定される配列の類似性は98%以上であった。以上のことか

らE1αの構造と機能上，重要なアミノ酸（配列）は，動物種を超えて保存されていると考えら

れた。 

 

 

はじめに 

酵素は，細胞の代謝反応の効率を高めるように一定の局在性をもって細胞内に分散している。

そのなかで，一連の反応に関与する数種の酵素は，中間生成物の連続的受け渡しと化学変化を

円滑に効率よく行うことができるよう特定の立体配置で一定数分子集合して，“多酵素複合体”

を形成することが知られている１）。  

分岐鎖α-ケト酸脱水素酵素複合体（BCKADC）は，分岐鎖アミノ酸代謝の律速酵素として

機能し，真核生物ではミトコンドリアに局在する。 哺乳類の BCKADC は，触媒酵素成分と

して decarboxylase(E1) ，  dihydrolipoyl transacylase (E2) および dihydrolipoamide 
dehydrogenase (E3)を含み，24 分子の E2 が集合して形成された E2 コアに E1 と E3 がそれ

ぞれ 12 および 6 分子結合して構成される。このうちチアミンピロリン酸(TPP)を補酵素とす

る E1 は，α2β2のサブユニット構造をもち，E1β を介して E2 と結合すると考えられている。 

E1α はこの TPP 結合サイトのほか，特異的なリン酸化酵素および脱リン酸化酵素によりリン

酸化･脱リン酸化されるセリン残基をもち BCKADC のオーバーオール活性の調節に関与する

1,2)。 
哺乳類と鳥類を除くと真核生物のE1の構造と機能についてはほとんど知られていない。我々

は，両生類のアフリカツメガエル Xenopus laevis （XL）肝ミトコンドリアの可溶化試料を抗 
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ラット E1 抗体によりウエスタンブロットを行い，ブロット上 46K，37K および 36K の 3 つ

のタンパク質を検出した。これらの 3 種のタンパク質は，蔗糖密度勾配遠心によっていずれも

E2 コアと結合することが確認されたことから，XL の E1 のサブユニットであることが強く示

唆された 3)。そこで，これら 3 つのタンパク質が E1 のサブユニットとどのように関連するの

かを明らかすることを目的として，cDNA クローニングにより E1αのアミノ酸配列を調べた。

さらに XL の E1αの 1 次構造と機能との関連についても検討した。 
 

方法 

XLのE1αサブユニット cDNAのクローニングと塩基配列の決定は前報に準じて以下の方法

で行った４）。 
  先ず，E1αについて哺乳類とニワトリで完全に保存されているアミノ酸配列をもとにミック

スプライマーを作成し，XL 肝の cDNA ライブラリーをテンプレートとして PCR を行った。

得られたPCR産物をpBluescriptKS＋にライゲーション後，JM109にトランスフォームした。

組換え DNA をもつ大腸菌を定法により白コロニーとして選択した後，プラスミドを増幅，精

製した。挿入断片の塩基配列は、T3とT7プライマー及びSequi Therm II Long-Read sequenc-  
ing Kit (EPICENTRE. TECHNOLOGIES)を用いて2本鎖DNAのシーケンスにより決定した。

このようにして cDNA の中央部分の塩基配列を決定した後，得られたクローンの 3’側に相補的

なプライマーおよび cDNAが挿入されている λphageのマルチクローニングサイトの塩基配列

の一部をプライマーとして PCR を行い，得られた PCR 産物を同様にクローニングし cDNA
の 3’側の塩基配列を決定した。さらに cDNA の 5’側の配列についても同様に決定した。 
 

結果と考察 

 cDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列を図1に示す。cDNAのシーケンスの結果から成熟型

E1αのN末端はThr33と考えられた（図1）。またLys432の直後にTAA（mRNAでは終始コドン

に相当）存在することからC末端はLysであると考えられた（図1）。これらの結果から，XLの
E1αはヒトやウシのE1αと同様に400アミノ酸残基からなり，分子量は45,698と推定された。従

って，イムノブロット上，抗ラットE1と反応した3つのたんぱく質のうち，46KのものがE1α
サブユニットに相当すると考えられる。 また36Kおよび37Kのタンパク質はE1βサブユニット

と関連することが強く示唆される。  
哺乳類および鳥類（ニワトリ）の成熟型 E1αとのアミノ酸配列の比較を図２に示した。動

物種間でアミノ酸配列を比較するとXLのE1αサブユニットは，哺乳類および鳥類のサブユニッ

トとアミノ酸レベルで高い類似性をもつ（ヒトとの比較では類似性が91%）（図2）。このこと

は，動物種を超えてE1の構造と機能が保存されていることを示している。 
E1はTPPを補酵素とし，α2β2のヘテロテトラマー構造をとり，C末端付近のチロシン残基（特

にTyr368）はE1βとの結合に必須の残基である可能性が指摘されている５）。また，E1の活性中

心はαとβサブユニットの接触面に形成され，ここにE1αのTPP結合領域が配置される２）。この

うちヒトE1αではAsn222がTPPおよびMg2+との結合に関与する２）ので、XLにおいても保存さ

れているAsn222がその機能を担うと考えられる。 
BCKADCのオーバーオール活性はE1のリン酸化／脱リン酸化により調節され２），このため

のリン酸化部位は，E1αに2箇所存在し（ヒトE1ではSer292およびSer302），このうちSer292

小野 ･ 高地 ： 分岐鎖α - ケト酸脱水素酵素複合体の構造と機能に関する比較
生化学 ： アフリカツメガエルXenopus laevis  のデカルボキシラーゼαサブユニットの一次構造について

- 150 -

山陽論叢 第 24 巻 (2017) 

3 

 

のリン酸化によりE1活性の90%以上が失われる6)。XLにおいてもこれらのSer292および

Ser302に対応するSer残基が完全に保存されている（図2）。 
このように哺乳類におけるTPP結合モチーフ，サブユニット相互作用部位およびリン酸化部

位の1次構造2)が，両生類のXLにおいても極めてよく保存されていることから，XLのE1αは構

造および機能上，哺乳類および鳥類のものと相同であると考えられる。 

図１ アフリカツメガエル E1αサブユニットcDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 

図中の下線部および二重下線部は，ミトコンドリア移行シグナルおよびポリアデニル化

シグナルをそれぞれ示す。 
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