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研究成果の概要： 

加圧すると分子間距離を連続的に変化させることが出来る。また、酵素の活性部位は分子全

体の中でも揺らぎが大きく圧力等の影響を受けやすいと考えられる。そこで単純に加圧する事

によりアルコール脱水素酵素（ADH）を用いて基質特異性を制御できるかどうか調べた。その

結果、ADH の種類により圧力応答は異なるが Class II では特徴的な結果が得られた。反応効

率の圧力依存（0.1～150 MPa）からΔV を求めると基質をエタノールから炭素数を 1 つづつ

増やしヘキサノールまで比較するとΔV はアルコールの炭素数の増加と共に直線的に減少し 

ΔV の符号がブタノール付近で正から負に変化することが分かった。つまりエタノール等の小

さなアルコールでは加圧と共に反応効率は下がるが、ヘキサノールのような大きなアルコール

では逆に反応効率は加圧により増加する事が明らかとなった。以上の結果から、加圧により基

質特異性を制御できる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
圧力は分子間距離を連続的に変化させる

ことが可能である。一方、酵素の活性部位は
分子の中でも空間が大きく、揺らぎも大きい。
従って、加圧する事により活性部位のサイズ
が変化して基質特異性等を制御出来るので
はないかと考えた。しかし、これまで酵素反
応に対する圧力の影響はΔV に代表される熱

力学的パラメーターを求め反応機構の解明
に使われるのがほとんどでこの様に単純で
はあるが基本的な圧力で活性部位のサイズ
を変化させ基質特異性を変える事が出来る
かどうかという質問に答えるような研究は
行われてこなかったのが現状である。 
 

 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2007～2008 年度 

課題番号：19550168 

研究課題名（和文） 加圧によるアルコール脱水素酵素の基質特異性制御 

  

研究課題名（英文） Control of substrate specificity of alcohol dehydrogenase by 

pressurizing 

  

研究代表者 清水昭夫  



 

 

２．研究の目的 
圧力は分子間距離を連続的に変化させるこ

とが可能である。活性部位は酵素分子の中で
も空間的隙間が大きく、揺らぎも大きい。従
って、加圧により活性部位の分子間距離およ
び構造揺らぎを変化させ基質特異性を制御す
ることが可能ではないかと考えられる。酵素
の基質特異性を変化させるための一般的な方
法としてはアミノ酸置換が用いられるが必ず
しも目的のものが得られていない現状がある。    

アルコール脱水素酵素（以下ADHと略す）
は、エタノールとの親和力の違い、つまりKm

によりClass分けがされている。Kmが数ミリモ
ルまでのADHをClassⅠ、数モルのものを
Class Ⅲで他のものはClass ⅠとClass Ⅲ
の間に入る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この酵素の特性として第一に溶液の疎水性
度を変化させるとClass Ⅲ ADHは小さなア
ルコールであるエタノールに対する活性が
上昇する。疎水性環境下で活性部位の揺ら
ぎ･構造が変化（サイズが減少する）してエ
タノールに対する活性が上昇する可能性が
示唆されている。また、第二に活性は異なる
が炭素数が4～5個異なるアルコールに対し
て活性を示す。従って、圧力で活性部位のサ
イズが変わればこれらのアルコールに対す
る活性の違いとして反映され、この酵素が本
研究を達成するのに最も適した酵素である。
そこで、加圧により分子間距離を制御すると
いう非常にシンプルな手法で基質特異性を制
御可能であることを明らかにする事を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（1）試料 

ClassⅠおよびClassⅡADHは大量に入手可
能な馬肝臓および酵母由来の物を使用し、
ClassⅢ ADHはマウス肝臓由来および発現タ

ンパク質を用いた。基質としては基質は炭素
数2から6の直鎖アルコール（エタノール, プ
ロパノール, ブタノール, ペンタノール, ヘ
キサノールの5種類）を用いた。 
（2）酵素活性測定 
緩衝液はpH7.5、50mM TrisHCl緩衝溶液を用い
た。緩衝液のpHは圧力依存がある物と無いも
のがあるが、TrisHClはpHの圧力依存性無いこ
とが分かっている。反応速度は補酵素NADが
NADHに変化する時の340nmの吸光度変化から
求めた。高圧下で直接酵素反応を測定するた
めに以下の様な測定システムを作った。本装
置は光源からの光を光ファイバーで高圧セル
内に導入し、試料通過後の光を光ファイバー
を使い分光光度計で測定できるようになって
いる。また、材料がSUSの高圧セルには恒温水
を循環させ温度を一定に保つことが出来る。
この装置では反応開始後、反応液を高圧セル
に入れて300 MPaまで加圧し、測定開始まで2
分以内に完了する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (3) 圧力は150 MPaまで25または50MPa間隔
で測定した。温度は25℃。 
(d) 各圧力、各基質に対して基質濃度は最低5
点変えて測定し、Lineweaver-burk plotから、
V kcat／Km、 Km、kcatを計算した。 
 
４．研究成果 
馬肝臓（ClassⅠ）および酵母（Class Ⅱ）

ADH の反応効率(kcat/km)、Km、kcatと基質アル
コールの関係をそれぞれ調べた。常圧では馬
肝臓 ADH の反応効率は炭素数が増加する（サ
イズが大きい）ほど効率よく反応した。そこ
で、Kmと kcat に分けて見てみると炭素数の増
加とともに Km の値は指数関数的に減少した。
kcat/Km は鐘形の傾向を示し、プロパノールで
極大をもち、その後炭素数が増加すると減少
した。馬肝臓 ADH と基質アルコールの結合は
基質アルコールの炭素数が増加（サイズが大
きい）するほど強くなることが明らかとなっ
た。従って、炭素数 4～6 のアルコールにお
いては炭素数増加と共に反応効率が増加す
るのは Km主導型であることが分かった。一方、
酵母 ADH において反応効率は、基質アルコー
ルの炭素数が増加すると減少していき、ペン
タノールで最小値をとり、ヘキサノールでわ
ずかに増加した。km は基質アルコールの炭素
数の増加に伴って増加し、ブタノールで極大

恒温水槽 光源 高圧容器 分光光度計 データ処理
システム

加圧ポンプ

光ファイバー

高圧分光システム概略図

恒温水槽 光源 高圧容器 分光光度計 データ処理
システム

加圧ポンプ

光ファイバー

高圧分光システム概略図

ClassI ADH 

ClassIII ADH 



 

 

を持ち、その後減少するのに対し、kcat は基
質アルコールの炭素数の増加に伴い単調に
減少した。反応効率と Kmの関係が良い相関を
示したことから、常圧で酵母 ADH の反応効率
が炭素数の増加とともに減少していき、ヘキ
サノールで一度上昇するのは Km が主に寄与
しているからだと考えられる。 

次に、常圧で上記な様な性質を示す Class 
Ⅰおよび Class Ⅱ ADH の kcat/Km、Km、kcatが
どの様な圧力依存性を示すか調べた。常圧か
ら 25 MPa 間隔で 150 MPa まで各圧力下で基
質アルコールの炭素数とkcat/Kmの関係を見て
みると、加圧下でのkcat/Kmは常圧時と同様に、
基質アルコールの炭素数の増加とともに増
加する傾向を示した。次に、各基質アルコー
ルに対してkcat/Kmが圧力に対してどのように
変化するか見てみると、エタノールを除くす
べての基質アルコールで圧力の増加に伴い、
増加した。この結果、加圧しても基質アルコ
ールのサイズが大きい方が効率よく反応す
るということに変化はなかったが、エタノー
ルを除く全ての基質アルコールでkcat/Kmは増
加したため反応効率は加圧により促進され
ることが明らかとなった。Kmの対数を圧力に
対してプロットしたところ全ての基質アル
コールで直線的に増加した。また、kcat/Km が
ほとんど圧力依存性を示さなかったエタノ
ールが最も大きな圧力依存性をしました。一
方、Kcat は全ての基質アルコールで加圧と共
に増加すること分かった。従って加圧による
馬肝臓由来 ADHの加圧による反応効率の増加
は kcat主導型で起こることが確認された。酵
母ADHについてkcat/Kmの対数を圧力に対して
プロットすると特徴的な結果が得られた。サ
イズの小さいエタノール、プロパノールにお
いて kcat/Kmの対数は基質は直線的に減少し
たが、ペンタノール、ヘキサノールでは直線
的に増加し、ブタノールでは 0.1～150 MPa
の範囲で加圧しても顕著な違い観測されな
かった。次に Km、kcatに分けて見てみると Km
は、全ての基質アルコールで加圧しても変化
しなかった。kcat は直線的に減少したが、サ
イズが大きいペンタノール、ヘキサノールで
は直線的に増加し、基質のサイズが中間的な
ブタノールでは変化しなかったことから、加
圧による kcat/Kmの変化は kcat主導型で起こっ
ていることが分かった。Class Ⅲ ADH（マウ
ス）に関して、試料が少量しか得られなかっ
たため Km、kcat は求めることは出来なかった
が 0.1～150 MPa の圧力範囲で初速度の圧力
依存性を調べた。基質としてはエタノールと
ヘキサノールの 2 種類を用いた。Class Ⅲ 
ADHは常圧において Class ⅠやⅡで反応が見
られる数 mM では反応が起こらず 2 M 以上の
高濃度で反応が起こる。そこで、エタノール
濃度 0.75 mM と 2.5 M の 2つの濃度で実験を
行った。その結果、0.75 mM では常圧では反

応が見られず、加圧しても同じで加圧する事
により活性が上昇すると言う結果は得られ
なかった。2 M では常圧で反応は観測される
が加圧しても初速度はほとんど変わらない、
もしくはわずかながら減少する傾向が観測
された。一方、ヘキサノールを基質とした場
合は加圧と共にほぼ直線的に初速度は増加
し、150 MPa では常圧の約２倍に増加するこ
とが分かった。つまり、Class Ⅱと同様に加
圧により大きなサイズのアルコールをより
効率的に酸化することが出来るようになる
ことを示唆していると考えられる。圧力によ
る活性への影響が主として活性部位のサイ
ズ変化に起因すると仮定すると加圧する事
により活性部位がつぶれると言うより少し
緩むあるいは広がる方向に進み、サイズの大
きな基質の反応効率が上昇すると考えられ
る。一般に圧力により水素結合は強くなるが
疎水相互作用は弱くなると言われている。酵
素やタンパク質の立体構造保持には疎水性
相互作用が重要な役割を示すことは広く知
られている。また、ADH の活性部位には疎水
性アミノ酸多く存在し、ClassⅠに比べ Class 
Ⅲは疎水性アミノ酸を多く含む。従って、疎
水相互作用が圧力で弱められることにも起
因している可能性がある。 
次に各基質の kcat/Km、Km 、kcatの圧力依存

性を定量的に取り扱うために反応体積およ
び活性化体積を比較した。反応座標と体積の
関係は図 1 に示した。（１）式より-ΔVKm は
Kmの圧力依存性からΔV キkcatは kcatの圧力依
存性から求めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 酵素反応の反応座標と体積の関係 

      (1) 

ここで、νには Km 、kcatのどちらかが入り、R
は気体定数、Tは絶対温度、Pは圧力を示す。
また、kcat/Kmから求まる体積変化（ΔV）はΔ
V＝ΔVkm + ΔVキkcatで得られる。結果を表１、
２および図 2に示した。 
 
 
 



 

 

表１ 馬および酵母 ADHの各基質アルコール
の酸化反応から求めた反応体積および活性
化体積 

Substrate 

ΔVKm ΔV キkcat 

Yeast Horse Yeast Horse

/mlmol-1 

Ethanol -22.4 9.9 23.2 0.5 

n-Propanol -15.2 19.9 4.9 -8.4 

n-Butanol -15.4 -3.3 6.6 -3.8 

n-Pentanol -20.3 -22.3 10.6 6.2 

n-Hexanol -20.2 -24.9 6.8 9.9 

 

Substrate 

ΔV1 ΔV2 

Yeast Horse Yeast Horse

/mlmol-1 

Ethanol 0.7 12.0 0.8 10.4 

n-Propanol -10.3 7.2 -10.3 11.5 

n-Butanol -8.8 -7.5 -8.8 -7.1 

n-Pentanol -9.6 -15.3 -9.7 -16.1 

n-Hexanol -13.4 -15.0 -13.4 -15.0 

 
ΔV1、ΔV2、はそれれぞ kcat/Kmの圧力依存
から直接求めた値と Kmおよび kcatの圧力
変化からΔV＝ΔVkm + ΔV キkcatを用いて
求めた値を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 馬および酵母 ADHの各基質アルコール
の酸化反応から求めた反応体積および活性
化体積 
○：ΔV(kcat/Km)、△：ΔV キkcat、 
□：ΔVKm 
 

図２より ClassⅠと Class Ⅱ ADH の   
ΔV(kcat/Km)の基質アルコールの炭素数依存
性を見てみるとどちらも直線的に変化し、そ
の傾きは Class Ⅰでは約 3.7 mLmol-1、Class 
Ⅱでは 7.5 mLmol-となり、ClassⅡの方が 2
倍大きいことが分かった。ΔV キkcat、ΔVKm
においても ClassⅡの方が変化が大きかった。
つまり、圧力応答は Class Ⅱの方が大きい。
また、Class ⅡではΔV の符号がブタノール
付近で変わり小さなアルコールでは正で大
きなアルコールでは負に変化することが明
らかとなった。ΔV が負になれば加圧すれば
反応効率が上がることを示しており、エタノ
ールを基質とした場合正の値を取るのが炭
素数が増えると負に変化するということは
常圧では良く反応するエタノールの反応効
率は加圧により減少してヘキサノール等の
炭素数の多い大きなアルコールでは逆に反
応効率が上がることを示している。 
以上の結果より、ADH の場合 Class により

性質は異なるものの加圧により基質特異性
を制御できる可能性が示唆されたものと考
えられる。 
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