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研究成果の概要： 

一万気圧という超高圧力下における蛋白質の熱容量を測定するための交流法熱量計を

試作した。測定精度を高くするために試料セルとして用いる高圧ステンレス鋼チューブの

中央部分を均一に削る方法を確立した。性能を試験をした結果、熱容量の測定精度は±

0.06 %と当初期待していたほど高精度は出ないことがわかった。そこで、２個の試料セル

の差を測定することによって精度の向上が可能な示差交流法を試みた。その結果、熱容量

の測定精度を±0.0015%にできることがわかった。この装置を用いて、標準的な蛋白質の

圧力変性における熱容量の測定を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 

多くの生物においてゲノムプロジェ

クトが進み、蛋白質の一次構造が次々と

明らかになっている。しかし、蛋白質が

どのように天然の立体構造に折りたた

まれるかというフォールディングの問

題が解決しておらず、現段階では一次構

造から天然の立体構造を正確に予想す

ることができない。立体構造予測におい

て、ホモロジーが弱い場合にはスレッデ



ィング（３Ｄ－１Ｄ法）が用いられてい

るが、予測の精度を高めるには精度の高

い安定性評価関数が必要となる。蛋白質

の立体構造はGibbs自由エネルギーの微

妙なバランスで形成されているので、

Gibbs 自由エネルギー、エンタルピー、

エントロピーなどの熱力学的関数は、立

体構造の安定性を評価するときの基本

的な情報となる。アミノ酸置換した蛋白

質の熱力学的関数は、一次構造、立体構

造と安定性評価関数の関係を考察、検証

するための指標となる。 

蛋白質の熱力学的関数は、断熱型示差

走査熱量計によりその温度依存性につ

いてはよく調べられている。ところが、

熱力学的関数は温度Ｔと圧力ｐの２つ

のパラメーターに依存する。そのため、

温度依存性からは、温度に共役なエント

ロピーに関する情報しかわからない。圧

力依存性が測定できれば、圧力に共役な

体積に関する情報を引き出すことがで

き、蛋白質の熱力学的関数の全体像がわ

かる。このことは、一次構造、立体構造

と熱力学関数、延いては安定性評価関数

の関係を仮説、検証するときの新たな切

り口を提供する。 

蛋白質の圧力変性の研究は国内外で

注目されており、高圧核磁気共鳴、高圧

Ｘ線小角散乱、高圧紫外分光法などを用

いて行われている。しかし、従来の断熱

型示差走査熱量計では低い圧力しか加

えることができないため、熱力学関数の

圧力依存性はまだ測定されていない。蛋

白質の圧力変性における熱容量が測定

できれば、核磁気共鳴、Ｘ線小角散乱、

紫外分光法などによる立体構造の圧力

依存性の情報と比較することにより、蛋

白質の一次構造、立体構造と熱力学的関

数の関係をより詳細に仮説、検証するた

めの新たな情報をもたらす研究になる

と考える。 

 
２．研究の目的 

蛋白質は数千気圧程度の圧力で圧力

変性するため、蛋白質の熱力学的関数の

圧力依存性を測定するには一万気圧程

度まで測定する必要がある。ところが、

従来の断熱型示差走査熱量計は数気圧

までしか測定することができず、蛋白質

の熱力学的関数の圧力依存性は明らか

になっていない。そこで、本研究の第一

の目的は、研究代表者らが開発した生体

高分子希薄溶液用 AC ナノカロリメータ

ー（H. Yao et al.: “ac nanocalorimeter 

for measuring heat capacity of bio- 

logical macromolecules in solution” 

Rev. Sci. Instrum. 74[9], 4164(2003)）

を発展させて、蛋白質の圧力依存性を一

万気圧まで測定可能にして、蛋白質の熱

力学的関数の圧力依存性の基本像を明

らかにすることである。第二の目的は、

将来的にはこの装置を普及させ、圧力変

性の研究を発展させることである。 

蛋白質が酵素活性などの機能を発現

するためには立体構造の揺らぎが重要

であるが、蛋白質が柔らかすぎると構造

を保てなくなり機能できなくなる。 そ

のため、蛋白質には機能を最大にするち

ょうどよい硬さがあるはずであり、

Gibbs 自由エネルギーはある圧力で最大

になると予想される。蛋白質の熱力学関

数の圧力依存性を調べることにより、こ

の仮説を検証することができる。 

また、圧力による蛋白質のアンフォー

ルディング機構はまだ十分に解明され

ていないが、蛋白質内部のキャビティや

疎水性側鎖の露出による水和が重要な



因子であると考えられている。圧力変性

による熱容量変化を測定することによ

って、水分子と露出される疎水性残基の

相互作用などが分かり、この仮説を検証

できると考える。 

更に、AC カロリメトリーの特長として、

熱容量の周波数依存性を測定すること

により、フォールディングやアンフォー

ルディングにおける緩和時間などのダ

イナミクスを研究することができる。 

 
３．研究の方法 

図１に研究代表者らが開発したACナノ

カロリメーターの概略図を示す。試料セ

ルはステンレス鋼管Ａで、テフロンのス

ペーサーを介して熱浴に固定されている。

ステンレス鋼管Ａに交流電流を流すこと

により、試料に角周波数ωの交流熱流P

 

ac

を加える。液体試料はＡの両端に付けた

管Ｃを通して外部から導入する。試料の

温度はＡの中央に接着した直径 0.13 mm

のサーミスタＢで検出する。Ｂの抵抗を

交流ブリッジ法により精度良く測定し、

試料に生じる温度振動の振幅Tacと位相

φを測定する。これらから，試料の熱容

量を高精度で求める。 

超高圧力を加えられるような AC ナ

ノカロリメーターを試作した。試料セ

ルのステンレス鋼チューブＡとＣを一

万気圧に耐えられる外径3 mm、内径0.3 

mm の耐圧ステンレス鋼管にした。高圧

ステンレス鋼チューブの一端は高圧三

方バルブ、逆止排出弁と超高圧ポンプ

に接続する。他方は蛋白質希薄溶液を

試料セル内に導入するための高圧バル

ブに接続する。これらを行なうため、

試料セル周りを試作した。超高圧ポン

プで常圧から一万気圧までの圧力を発

生させて、逆止排出弁によりその圧力

を保持できるようにする。圧力の値は

プルドン管式圧力計によって測定でき

るようにした。 

試作した超高圧 AC ナノカロリメー

ターを用いて、リゾチームなどの最も

良く研究されている標準的ないくつか

の蛋白質でまず圧力変性前後における

熱容量を測定し、その圧力依存性を明

らかにする。次に、ペプシノーゲンな

どの多状態転移を示すより複雑な蛋白

質について圧力変性前後における熱容

量を測定し、その圧力依存性を明らか

にする。AC カロリメトリーでは誘電率

における誘電分散のように測定周波数

を変えることにより、蛋白質のフォー

ルディングとアンフォールディングに

おける緩和時間を過剰熱容量の周波数

依存性として測定することができる。

緩和現象を示すリボヌクレアーゼ A な

どの蛋白質のフォールディングとアン

フォールディングにおける過剰熱容量

の周波数依存性をいくつかの圧力で測

定し、フォールディングとアンフォー

図１．装置の概略図．Ａ：ステンレス鋼

チューブ、Ｂ：サーミスタ、Ｃ：試料

をセルに導入するための管、Ｄ：ステ

ンレス鋼チューブに交流電流を流すた

めのリード線． 



ルディングの緩和時間とその圧力依存

性を調べる。 

一万気圧の超高圧を加えられるよう

に写真１に示す超高圧 AC ナノカロリメ

ーターを試作し、性能試験を行った。高

圧用ステンレス鋼チューブ（Harwood 

Engineering, Inc., 2M-0.025, 外径 3.2 

mm, 内径 0.6 mm）にサーミスタ(芝浦電

子, PSB-S9)を取り付けた。測定周波数

0.033 Hz、温度振幅約 0.1 K、常圧の条

件で平均温度を一定にして、AC カロリメ

トリーで測定した。その結果、図２に示

すように、熱容量の測定精度は±0.06 %

と当初期待していたほど高い精度は出

ないことがわかった。この精度では、希

薄溶液中の蛋白質の圧力変性における

過剰熱容量を測定することは困難であ

る。そこで、２個の試料セルを用いて、

一方を未知試料、他方を参照試料とし，

その差を測定することによって測定精

度の向上が期待できる示差 AC カロリメ

トリーという方法を試みた。 

 
４．研究成果 

試料セルとしては一万気圧に耐えら

れる直径約 3 mm の高圧ステンレス鋼チ

ューブを用いる予定であったが、チュー

ブが細いためにチューブを高圧バルブ

につなぐ高圧フィッティングが、一万気

圧に耐えられないことがわかった。そこ

で､直径約 5 mm の高圧ステンレス鋼チュ

ーブを用いることにしたが、肉厚である

ため、試料の熱容量と比べて試料セルの

熱容量が非常に大きくなり，熱容量の測

定精度が非常に悪くなる。そこで、高圧

ステンレス鋼チューブの中央部分を約 3 

mm まで削ることにした｡ところが旋盤加

工では，旋盤の回転中心をチューブの中

心に精度良く合せることが困難なこと

と，チューブの長さが 150 mm と長いた

めにバイトで押すとチューブがたわん

で均一に削ることが難しいことがわか

った｡試行錯誤の結果，電解研磨により

高圧チューブの中央部分を削る方法を

確立した｡  

示差 AC カロリメトリーは過去に他の
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図２．AC カロリメトリーによる結果．温度

300 K において試料の熱容量を繰り返し測

定した．縦線 I は±0.005%の大きさを示す．
写真１．試作した超高圧 AC ナノカロリメータ

ーの概観． 



 研究者によって試みられているが、良い

結果は得られていなかった。これは２つ

の試料セルを高い精度で等しくするこ

とが困難であるためと思われた。そこで、

この点に注意を払って、示差 AC カロリ

メトリーの装置を試作した。性能試験の

結果、図３に示すように熱容量の測定精

度を±0.0015%と通常の40倍まで向上で

きることがわかった。これで、蛋白質の

圧力変性における過剰熱容量を測定で

きる目処が立った。現在、標準的な蛋白

質であるリゾチームの圧力変性前後に

おける過剰熱容量の測定を試みている

が、圧力媒体が試料と混じる問題が起こ

るので、解決法を模索している。この問

題を解決して、測定結果を発表する予定

である。 
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図３．示差 AC カロリメトリーによる性能試

験の結果．温度 300 K において未知試料と

参照試料の熱容量の差を繰り返して測定し

た．縦線 I は図２と同じ±0.005%の大きさ

を示す． 
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