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（目的）C. glutamicum はグルタミン酸やリジンなどの発酵生産に利用されている。C. glutamicum 由来

のグルタミン酸脱水素酵素(CgGDH)は高いグルタミン酸合成活性を持つため、グルタミン生産の鍵酵

素の一つであると考えられている。酵素の補酵素特異性や、基質特異性、反応の指向性に関する構造

基盤を明らかにすることはグルタミン生産に関する知見やその他のアミノ酸の生合成経路の設計す

るための基盤となるものと期待される。そこで、CgGDH の基質、補酵素複合体の結晶構造を決定す

ることを目指した。 
（方法と結果）N 末端に his-tag を融合した CgGDH を大腸菌に発現させ、Ni2+カラム、ゲルろ過クロ

マトグラフィーにより精製した。2-OG、 (NH4)2SO4、 NADP+または NADPH 存在下の条件で結晶を

得た。条件を最適化した結果、良質な結晶を得ることができ、2-OG/NADP+/硫酸アンモニウム入りの

条件での結晶について 1.68 Å 分解能の回折データを得て、分子置換法により構造を決定した。CgGDH
は他のバクテリア由来の GDH と同様に、ドメイン I とドメイン II からなるサブユニットが会合した

ホモヘキサマー構造を有していた。６つのサブユニットそれぞれに NADP+または NADPH を結合して

いた。A,B,C,F-chain は 2-OG を結合しており、ドメイン I とドメイン II の間に存在する活性中心が閉

じた構造を有しているのに対し、D, E-chain では 2-OG の電子密度が観察されず、また活性中心が開い

た構造を有していた。CgGDH の閉じた構造は boGDH/2-OG/NAD+の構造によく似ていた。2-OG は活

性中心内で多くの特異的な結合により認識されていた。2-OG の認識様式は boGDH/2-OG/NAD+複合体

のものと似ていたが、CgGDH の 2-OG の 2-oxo 基が NADP+のニコチンアミドとよくスタッキングし

ていることや、アンモニア分子が存在すると考えられる側に位置する Q113 が boGDH では Met 残基

に置換されているという特徴が見られた。NADP+も多数の特異的な結合により認識されており、2'-
リン酸基は R290 や K136 との静電相互作用、S265 との水素結合により認識されていた。また、水分

子を介したK284との静電相互作用やH98との水素結合が観察された。D264は近傍に存在するがR290
により隔離され、2'-リン酸基とは別の方向を向いている。R290A, S265A, K136A 変異体を作製し、動

力学的解析を行った結果、野生型酵素と比べて、NADPH に対する Kmが上昇していたことから、これ

らのアミノ酸残基が NADPH の認識に直接関わっていることが明らかになった。 
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