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研究成果の概要（和文）：蛋白質の圧力適応メカニズムを解明するため，ダイヤモンドア
ンビルセルを用いる高圧結晶構造解析を開発した．深海細菌 Shewanella benthica 
DB21MT-2 の IPMDH と常圧菌 S. oneidensis MR-1 の IPMDH の一次構造は 85%類似だ
が耐圧性には差がある．大気圧から 650MPa の高圧下まで，約 2 Å 分解能で構造解析
を実施し，高圧下で分子内に水分子が侵入していく様子を初めて直接捉えることに成
功し，耐圧性と構造の関係を明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism of pressure adaptation of proteins, 
we have developed structural studies of proteins by a high-pressure protein crystallography 
method using a diamond-anvil cell. IPMDH from the deep-sea bacterium Shewanella benthica 
DB21MT-2 is more tolerant towards HP stress than its counterpart from the land bacterium S. 
oneidensis MR-1, even though these two enzymes share 85% amino-acid identity. Crystal 
structures of IPMDH have been determined at about 2 Å resolution under pressures ranging 
from 0.1 to 650 MPa. Penetration of water molecules into IPMDH is observed at high-pressure, 
and relationship of the structure and pressure resistance has been elucidated. 
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１． 研究開始当初の背景 
蛋白質に圧力をかけると大よそ 300 MPa 以

上で可逆的な変性が始まり，さらに圧力を増
すと不可逆的な変性が起こる．それに伴い，
多くの場合蛋白質の活性は低下し，最終的に
は失活する．この高圧変性は非常に古くから
知られている蛋白質の特徴的な性質の一つ
であり，加圧による水分子の蛋白質内部への
侵入が引き金となっているとされているが，
実はその分子メカニズムは完全に解明され

ていない．今井らが，加圧による水分子の蛋
白質内部への侵入を計算機シミュレーショ
ンしている[1]が，実験的な裏付けは無い．
高圧下での蛋白質の挙動を研究する手段と
して，高圧電気泳動法[2]や高圧可視紫外分
光法[3]，さらには高圧 NMR 法[4]が開発され
ている．これらを用いるとサブユニットの会
合状態，体積変化，コンフォメーション変化
は解析可能であるが，いずれも蛋白質分子の
水和水を直接観察することは不可能である．
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一方，Ｘ線結晶構造解析は水を含む「構造」
を直接見ることが可能な点で他の測定手法
と比較して優れている．Fourmeらによってダ
イヤモンドアンビルセル(DAC)を用いた高圧
下での蛋白質Ｘ線結晶構造解析の可能性が
提案されている[5]．日本は DAC を利用した
超高圧物性研究に高い技術レベルを有して
いる．それらの技術を取り入れ，蛋白質結晶
構造解析に適合した高圧システムを開発す
ることを考えた． 
 
２．研究の目的 
本研究は蛋白質結晶用 DAC装置を用いた高

圧下での蛋白質高圧構造物性研究を推進す
ることを目標とした．特に他の手法では直接
観察することが出来ない高圧下での蛋白質
の水和構造の解析を実施し，蛋白質高圧物性
研究を推進することを目指した．これにより，
好圧生物の蛋白質構造とその耐圧性の関係
の基礎的理解に重要な知見を得られるよう
になると共に，応用面でも耐圧酵素蛋白質の
創成等，新しい技術開発の道を拓くことも将
来の目的である． 
 
３． 研究の方法 
(1) 高圧下蛋白質X線結晶構造解析法の開発 
研究期間前半に DACと高輝度短波長放射光

を用いた高圧蛋白質 X線回折実験環境を構築
し，後半はその改良を行いつつ，それを用い
た高圧下結晶構造解析を実施した．具体的に
は，対称性の低い蛋白質結晶からの回折強度
データを収集するため，試料室が大きくかつ
開口角の広い DACを試作し，短波長の高輝度
X 線の使用可能な高エネルギー加速器研究機
構 PF-ARのビームライン NW12Aに蛋白質結晶
の高圧 X線回折実験の可能な環境を構築した．
NW12A では，ビームラインの仕様のほぼ上限
の波長 0.7Åを使用した． 
 
(2) 高圧下蛋白質 X 線結晶構造解析 
深海に棲息する生物の蛋白質は，高圧環境

下でも活性を失うことなく機能しており，耐
圧機構を所持していることが知られている．
例えばマリアナ海溝で採取された S. 
benthica DB21MT-2 由来の IPMDH
（3-isopropylmalate dehydrogenase：以下
SbIPMDH）は，150 MPaの高圧下でも常圧下の
活性の 70%程度の活性を保持している．一方，
常圧菌 Shewanella oneidensis MR-1 由来の
IPMDH（以下 SoIPMDH）は 150 MPaでは酵素活
性は常圧下の活性の 20%程度まで低下してし
まう．ところが，SbIPMDHと SoIPMDHのアミ
ノ酸配列相同性は 85%と非常に高い．すなわ
ち耐圧性を有する SbIPMDHは，極めてわずか
なアミノ酸の変異で耐圧性を獲得しており，
両者の高圧構造解析の比較は，蛋白質の耐圧
機構を研究する上で非常に良いモデルであ

る．このため本研究ではこれら IPMDHをモデ
ル蛋白質として高圧下蛋白質 X線結晶構造解
析を実施した． 
IPMDH は Mn2+あるいは Mg2+イオンと補酵素

NAD+の存在下で 3-isopropylmalate （IPM）
を 2-isopropyl-3-oxosuccinate へと還元す
る酵素である．いくつかの酵素反応中間体の
IPMDH の結晶構造も既に報告されており，構
造的知見が蓄積されていることは耐圧機構
を探る上で有利な点の 1つである．そこで本
研究では好圧菌由来の酵素の高圧環境への
適 応 メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め に
SoIPMDH-IPM および SbIPMDH-IPM 複合体結晶
の常圧低温(100 K)構造と，SoIPMDH-IPM 複合
体の高圧構造を決定し解析した． 
 
４． 研究成果 
SoIPMDH，SbIPMDH-IPM複合体は，両者とも

生物学的ユニットとして二量体を形成して
いる．サブユニット（単量体）はドメイン 1
とドメイン 2と呼ばれる 2つのドメインで構
成される．本研究で明らかにした構造は基質
IPM との結合によって活性サイト入り口が閉
じた状態にある．SoIPMDH，SbIPMDH二量体は
非常に類似した構造であるが，Cα原子間の
変位ベクトルを計算すると SbIPMDHの方が活
性サイト入り口が開いた構造になっている
ことが明らかになった．また常圧下では
SbIPMDH 二量体の方が SoIPMDH 二量体よりも
分子内の空隙体積が大きいことも明らかに
なった．これは高圧環境に適応している S. 
benthica DB21MT-2 由来の SbIPMDH が常圧環
境に置かれることで分子のパッキングが緩
むためであると考えられる． SbIPMDHが常圧
下で備えている隙間が加圧による天然構造
の歪みを緩衝することができるため，高圧条
件下での活性の低下が緩和されていること
が示唆される． 

SoIPMDH-IPM 複合体結晶は，室温常圧（0.1 
MPa）および 160，340，410，580，650 MPa
下で 2 Å程度の分解能で構造決定された．常
圧構造と各高圧構造の Cα原子間の変位ベク

 
図１．圧力と分子の構造変化．常圧構造と

の Cα原子間の変位ベクトルを矢印で示

す．黄色 340 MPa，橙 410 MPa，赤 580 MPa). 



 

 

トルを計算することで，圧力の増加に伴って
全体的に活性サイトの裏側の溝が開くよう
に構造が歪んでいくことが明らかになった
（図１）． 

圧力の増加に伴ってほとんどの分子内空
隙は単調に圧縮されるが，二量体界面に存在
する疎水性の残基に囲まれた空隙の 1つは常
圧から 160 MPaへの加圧によって一旦圧縮さ
れるが，340 MPa 以上の圧力では逆に膨張し
ていくことを発見した（図２）．このサブユ
ニット間の空隙内には，410 MPa 以上の圧力
下で水分子の電子密度が観測され，さらに圧
力の増加に伴って侵入している水分子の占
有率が上昇していることが分かった．このこ
とから 160 MPa 程度の圧力までは全ての分子
内空隙が圧縮されることで分子の部分モル
体積の減少が引き起こされており，340 から
410 MPa 以上の圧力では，二量体界面にある
サブユニット間空隙に分子外の溶媒領域か
ら空隙内に水分子を収容することで空隙体
積を相殺し部分モル体積の減少に寄与して
いると示唆される． 

SoIPMDH はその活性サイトの裏側に溝を持
っており，溝の底に Pro108 と Leu305が局在
している．常圧から 650 MPa までの圧力の増
加に伴って，Pro108 と Leu305 の側鎖の間の
距離は約 1 Å 拡がりさらに深い溝が形成され
ている．加えて 580 MPa 以上の圧力下では，
この新たな溝の内部に 2 つの水分子 W197 と
W198 が，さらにその近傍には W199 が現れて
いる(図３)．また，SoIPMDH は圧力の増加に
伴って全体的に活性サイト裏側の溝が開く
方向に構造変化していることから，圧力によ
る新たな溝の形成は Pro108と Leu305の周辺
のみの局所的な構造変化ではなく，分子全体
の構造変化であることが示唆される．これは
以前に高圧 NMR分光法によって報告されたユ
ビキチンの部分変性状態の構造変化と類似
した構造変化であり，従って本研究で決定し
た SoIPMDHの 580 MPa構造は圧力変性の初期
状態であることが示唆される．同時に圧力変
性状態の SoIPMDH内部（溝の深部）に実際に
水分子が侵入している様子も直接観測した．

このように圧力変性状態の蛋白質分子内部
に水分子が侵入している様子を原子分解能
で実験的に観測したのは，本研究が初めての
例である． 

一方，Ser266 の Oγ原子は水分子 W197 と
水素結合を形成しており，W197を溝内部に留
める役割をしている．興味深いことに，
SoIPMDH では 266 番目のアミノ酸残基は Ser
であるが，SbIPMDH は Ala である．この 266
番目のアミノ酸残基の違いは，SbIPMDH の深
海高圧環境への適応の 1つであることが推測
される．266 番の残基が Ala の場合，W197の
位置に水分子が一時的に侵入しても Ala側鎖
とは水素結合を形成することができないた
め，侵入した水分子は安定して局在できない．
W197 の位置に水分子が局在できないために，
水素結合ネットワークが減じて W198，W199
も安定して局在できなくなると予測される．
従って S266A変異体 SoIPMDH は，高圧下で水
分子 W197，198，199 に侵入されにくいこと
が予測される．実際この変異体 S266A SoIPMDH
は野生型の SoIPMDHよりも耐圧性が上昇する
ことが高圧下の活性測定から分かった．高圧
下で SoIPMDHの活性が低下してしまう原因の
1つはこの Ser266近傍への水分子の侵入とそ
れに伴う分子全体のコンフォメーション変
化が関わっていると考えられる．それに対し
て絶対好圧菌由来 SbIPMDH は Ser266 を Ala
に変えることで水分子の侵入と部分変性を
阻止し高圧環境へ適応していることが示唆
される．本研究によって，深海微生物由来の
酵素の圧力適応の仕組みが初めて原子レベ
ルで詳細に説明された． 
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