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研究成果の概要（和文）：南極海より採取された魚介類より単離された好冷細菌よりクローニングしたグルコキ
ナーゼの遺伝子組み換え大腸菌を作成し、大量培養・高純度精製法を確立した。また研究比較として中温菌であ
る大腸菌由来グルコキナーゼの遺伝子組み換え大腸菌も作成し、これについても大量培養・高純度精製法を確立
した。得られた両グルコキナーゼについて生化学的実験を行ったところ、南極由来グルコキナーゼは低温適応酵
素であることが明らかになったが、一般的な低温適応酵素では見られない高熱安定性酵素であることも明らかに
なった。本研究では、X線結晶構造解析および部位特異的スピンラベル電子スピン共鳴法により、この性質を分
子レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have cloned glucokinase from psychrophillic bacteria which is isolated 
from shells lived in Antarctic Ocean, and prepared purification system. We also have made 
purification system for glucokinase from Escherichia coli as comparison. Interestingly, glucokinase 
from Antarctic Ocean showed higher activity at a wide range of temperatures and higher thermal 
stability than that from E. coli. Revealing this characteristics for glucokinase, we have applied 
X-ray crystallographic and site-directed mutagenesis spin label electron spin resonance studies. Our
 biochemical and biophysical studies have successfully elucidated the molecular mechanism for 
glucokinase form Antarctic Ocean. 

研究分野： 生物物理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素はアミノ酸から成る環境負荷の無い化学反応触媒として注目されている。一般的な酵素は人工的には高コス
トが必要な化学反応を低コストで高効率に触媒できることが知られている。ところが、酵素はそれぞれ指摘温度
を持ち、それ以外では低活性または失活してしまう。さらに通常の酵素は熱を加えると容易に変性してしまい、
元には戻れない。これが酵素の産業利用が進んでいない大きな理由である。本研究で、幅広い温度で高活性で熱
安定性の高い酵素を天然で発見した。さらにこの酵素が持つ仕組みの一端を原子レベルで解き明かすことに成功
したので、今後は今回得られた知見を検証し、自然界に優しい素材である酵素を用いた産業へと発展させる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
酵素は生体内で合成されるポリペプチドであることから、環境負荷が無い生体高分子であり、

人工的には高コストが必要な化学反応でもマイルドな条件で低コストで触媒することが可能で
ある。ところが、それぞれの酵素には至適温度が存在し、その温度付近以外では活性を持たない。
また、酵素はアミノ酸から成る生体高分子であることから熱に対する安定性が高くは無い。その
ため、酵素の産業利用はこれまで耐熱菌由来酵素など熱安定性の高い酵素のみと限定的であっ
た。もし、酵素の指摘温度の改変や高熱安定化などが人工的に可能になれば、あまり進んでいな
い酵素の産業利用が飛躍的に発展すると考えられてきた。 
 
２．研究の目的 
 
酵素の産業利用は幅広い分野へ貢献できることが期待されているが、酵素の活性や安定性と

温度の関係に対する知見はこれまで十分に得られていない。そのため、酵素における性質の人工
的改変が困難な状況にある。そこで、本研究では酵素の活性と安定性に関して、酵素の構造に注
目し、温度変化によりどのような物性変化をもたらすか分子レベルで解き明かすことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
低温適応酵素および比較対象として中温酵素の遺伝子組み換え大腸菌による高発現、精製法

を確立し、両酵素について生化学的手法により、活性の温度依存性および熱安定性を評価する。
次に構造化学的知見を得るため、両酵素において結晶化を行い、X線結晶構造解析法によって構
造揺らぎについての知見を得る。最後に部位特異的スピンラベル電子スピン共鳴法により、酵素
の各部位について原子レベルで酵素ゆらぎの温度依存性を測定する。 
 
４．研究成果 
 
我々が単離・精製した南極産好冷細菌由来グルコキナーゼは、低温で活性を失わない低温適応

酵素であることが明らかになった。さらに詳細に生化学的実験を進めた結果、比較対象である大
腸菌由来グルコキナーゼより幅広い温度域で高活性であり、驚くべきことに高熱安定性をも示
した。つまり、本研究で得た酵素は低温を含む広い範囲で活性を維持するだけでなく、熱に対し
ても強い酵素であった。この酵素が持つこの性質を理解できれば、他の酵素へ応用することで
様々な分野へ貢献可能な人工酵素の開発につながるはずである。 
そこで、私たちはまず X 線結晶構造解析を行い、両酵素の結晶構造を解明することに成功し

た。結晶構造中に見られる構造ゆらぎから、低温適応グルコキナーゼは基質結合部位である大き
なドメインが固い構造をしていることが明らかになった。この酵素の大部分を占めるドメイン
を固くすることが高熱安定性に寄与していると考えられた。しかし、構造が固ければ、酵素活性
は下がり、低温で活性を持たない。そこで注意深く得られた構造を比較すると、酵素活性に重要
な構造変化を起こすヒンジ領域が特異的に柔軟な構造をとっていることが明らかになった。ま
た触媒残基を含むドメインも中温酵素より柔軟であることが明らかになった。つまり、酵素活性
に重要な部位のみの柔軟性を高くし、それ以外の部位の柔軟性を低くすることで、低温から高温
まで幅広い温度域で高活性を実現し、高熱安定性を持つことを解き明かした。 
上述した結果の考察は結晶構造を基盤としている。タンパク質結晶は一般的にタンパク質分

子がある法則で規則正しく整列したものを指す。つまり、タンパク質の並び方によって動きの制
限の掛かる部位と何ら制約の無い部位とが存在することになる。そこで上述した結果・考察を溶
液状態の試料でも検証する必要がある。そこで、本結果を溶液中の酵素でも検証するべく部位特
異的スピンラベル電子スピン共鳴法を用いることとした。部位特異的スピンラベル電子スピン
共鳴法とは、酵素の構造ゆらぎの観測したい部位にシステイン残基の変異導入を行う。この試料
に市販されているスピンラベル剤を付加し、電子スピン共鳴法によってラベル剤の運動速度を
実測する。ラベル剤の運動速度は酵素の構造ゆらぎそのものであることから、ラベル剤の運動速
度の比較や温度変化より、酵素の柔軟性を追跡することができる。ゆらぎを観測したい部位にシ
ステイン残基を導入する前に結晶構造からグルコキナーゼには表面に露出しているシステイン
残基が天然に存在していることが明らかになった。そこで、まず野生型で表面に露出しているシ
ステイン残基を全てセリン残基に変異置換した。この変異体にスピンラベル試薬を反応させた
ところ、何もラベル剤が付加されないことを確かめられた。またこの変異体の生化学的特性は野
生型のものとは異ならないことも確認した。次にこの変異体をベースとして、柔軟性の実測をし



たい部位にひとつのシステイン残基の導入を行った。低温適応酵素、中温酵素の合計 24 種類の
システイン残基導入酵素を得ることに成功した。これら両酵素の構造ゆらぎの温度依存性を実
測するため、各酵素にスピンラベル試薬を付加し、5℃〜50℃の範囲で 5℃刻みで電子スピン共
鳴測定を実施したところ、結晶構造解析で予想された構造の柔軟性の差異が溶液中の酵素でも
確かめることに成功した。今後は本研究で得られた知見を他の酵素へ応用し、人工的に高活性・
高熱安定性酵素の創出が可能であるか検証を行いたい。 
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