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研究成果の概要（和文）：ホタル発光酵素ルシフェラーゼ（FFL）が示す高い麻酔薬感受性を明らかにするために、FFL
とリガンド間の相互作用様式を熱量測定で調査した。示差走査熱量測定の結果から、麻酔薬と拮抗阻害剤（脂肪酸）は
FFLの構造安定化に全く正反対に作用し、FFLの麻酔薬感受性は基質（ATP）あるいは脂肪酸存在下では非存在下の場合
より顕著に大きくなることを見出した。等温滴定熱量測定の結果は、麻酔薬と脂肪酸のFFLへの結合様式は熱力学的に
は全く異なっていることを示した。これらの熱的データをX線結晶構造解析データと比較し、FFLに麻酔薬結合部位の存
在する可能性は極めて低いことを結論づけた。

研究成果の概要（英文）：Interaction modes of ligands with firefly luciferase (FFL) were investigated by ca
lorimetry to clarify the high anesthetic sensitivity of FFL. Results of differential scanning calorimetry 
of FFL solutions revealed that the effect of an anesthetic chloroform on the structural stability of FFL i
s in direct opposition to that of the competitive inhibitor decanoic acid, and that the anesthetic sensiti
vity of FFL is markedly enhanced in the presence of the substrate (ATP) or decanoic acid as compared with 
that in the absence of the ligand. Results of isothermal titration calorimetry showed that the binding mod
e of an anesthetic halothane with FFL is quite different from that of decanoic acid thermodynamically. Com
paring these thermal results with the structural data obtained by X-ray crystallography, we concluded that
 the possibility that there exist the anesthetic binding sites in FFL is very low.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 麻酔薬の作用機序は、未だに不明である。
過去より、麻酔理論は、麻酔薬が膜タンパク
質に特異的に結合しその作用を発現すると
するタンパク質受容体仮説と、膜脂質に非特
異的に結合することで膜タンパク質に二次
的に影響をおよぼし発現するとする脂質膜
仮説の議論が続けられてきた。最近の麻酔理
論は、過去に支持されてきた脂質膜仮説への
反動やタンパク質・遺伝子工学技術の進歩を
背景にタンパク受容体仮説が隆盛となり、麻
酔作用はある特定の膜内受容体に結合する
受容体薬物であると言う見解が一般に受け
入れられている。しかし、麻酔薬が一般の薬
物に比べ 1000 倍以上大きな有効作用濃度を
持ち且つその分子形状に構造特異性が全く
見られないことを考える時、麻酔薬は本当に
受容体薬物なのだろうか。 
 そもそも、このタンパク受容体仮説の起源
は、ホタル発光酵素ルシフェラーゼ（FFL）
と言うタンパク質が示した高い麻酔薬感受
性にある。FFL は 1965 年、米国ユタ大学の
上田により臨床濃度の麻酔薬により阻害を
受ける初めてのタンパク質として見出され
た。上田は、吸入麻酔薬は FFLに非拮抗的に
結合することを示したが、1984年に英国イン
ペリアルカレッジの Franksと Liebが FFLに
吸入麻酔薬が基質ルシフェリンと拮抗的に
結合することを主張し、これが麻酔作用のタ
ンパク受容体仮説の端緒となった。1990年代
に入り、上田らは FFLへの麻酔薬結合の非拮
抗性を主張、対する Franks と Lieb は拮抗性
を主張し、両者の論争が続けられたが、FFL
に対する麻酔薬の作用様式は最終的な結論
が出されず、現在に至る。 
 
２．研究の目的 
 麻酔薬は FFL の構造を不安定化する一方
で、麻酔薬の結合部位があると報告されてい
る牛血清アルブミンの構造は逆に安定化す
ることが知られている。このようなタンパク
質の種類に依存した麻酔薬の結合によるタ
ンパク質の構造変化の不一致は、タンパク質
に対する麻酔薬の作用様式をさらに混迷さ
せている。本研究においては、FFLと麻酔薬
の相互作用から生じる微小な熱エネルギー
変化を、リガンド効果の比較研究と言う観点
から高精度な熱量測定で追跡し、FFLへの麻
酔薬の本質的な相互作用様式、すなわち FFL
は本当に麻酔薬の結合部位を有しているの
かどうか、その解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 高純度の FFL試薬を Sigma社から購入し、
Gly-Gly緩衝溶液（0.1 M, pH 7.8）中に溶解し
て調製した FFL溶液（1 mg ml-1：濃度約 4.8 
M）に対して、麻酔薬、FFL の基質である
ATPおよびFFLの拮抗阻害剤として報告され
ている脂肪酸をリガンドとして添加し、以下
の実験を行った。 

（１）３種類の熱量測定（巨視的検討） 
 FFLの構造安定性（フォールデングあるい
はアンフォールディング）へのリガンド効果
を示差走査熱量（DSC）測定で、FFLとリガ
ンドの結合様式（結合熱、結合定数、結合数）
を等温滴定熱量（ITC）測定で、FFL の体積
挙動（熱膨張率、変性体積）へのリガンド効
果を圧力摂動熱量（PPC）測定で調査した。 
（２）構造データとの照合（微視的検討） 
 熱量測定により得られたデータをタンパ
ク質データバンク（PDB）上の構造生物学的
データと比べ合わせ、FFLとリガンド間に働
く巨視的な相互作用と FFL へのリガンド結
合の微視的描写との照合を図ることで、特異
的な結合部位存在の有無を考察した。 
 
４．研究成果 
 タンパク質の熱量測定では検出に mg オー
ダーの高濃度試料が必要とされるが、FFLの
場合、その低い水溶性とリガンド添加時に生
ずる諸問題（局所的変性や有機溶剤の影響な
ど）のため、FFLの熱量測定は困難さを伴う。
まず、FFLとリガンドの溶解性と各種類の熱
量測定における検出感度を考慮して予備的
な実験を行い、使用するリガンド（吸入麻酔
薬および脂肪酸）を選択した。測定に先立ち、
高純度試薬中のタンパク質濃度を 280 nm の
吸光度測定からモル吸光係数を用いて約
30%と決定した。 
 
（１）DSC測定による FFLの構造安定性への
リガンド効果の比較研究 
 DSC 測定から得られたリガンド（麻酔薬
（クロロホルム）、拮抗阻害剤（デカン酸）、
基質（ATP））存在下における DSC サーモグ
ラムを図１に示す。リガンド非存在下、FFL
水溶液の DSC サーモグラムには、約 38℃に
熱変性に対応した吸熱ピークを観測した。ミ
リモル量のクロロホルム添加により、変性温
度（TD）値および変性エンタルピー（HD）
値は濃度依存的に低下した（図１(a)）。他方、
デカン酸の場合、マイクロモル量の添加によ
り、クロロホルムとは逆に TD 値およびHD

値は増加した（図１(b)）。FFL の発光反応に
は ATPが必要とされるので、ATPの効果を調
べてみたところ、マイクロモル量の ATP添加
により、TD値およびHD値共に増加し、デカ
ン酸の場合とほぼ同様な効果が見られた（図
１(c)）。 
 次に FFL溶液中に ATP（1 mM）共存させ
た条件下で、両リガンドに対して同様な実験
を行った。クロロホルムの場合、ATP存在下
においては ATP 非存在下の半分程の濃度で
HD値が非存在下の場合と同等まで小さくな
り、さらに興味深いことに TD値は ATP 非存
在下の場合とは逆に濃度依存的に増加した
（図１(d)）。他方、デカン酸では、TD値およ
びHD値共にコントロールと比べてあまり変
化が見られなかった（図１(e)）。続いて、一
定のデカン酸存在下（200 M）において、



クロロホルムを添加してみたところ、リガン
ド非存在下の場合と比較して、低濃度のクロ
ロホルム添加で TD値は増加、HD値は減少と
なり、ATP存在下における場合と類似した結
果が得られた（図１(f)）。 

 DSC測定の結果からは、麻酔薬と拮抗阻害
剤（脂肪酸）では FFLの構造安定化に全く正
反対に作用すること、FFLの麻酔薬感受性は
基質（ATP）あるいは脂肪酸存在下において
は非存在下の場合とは著しく変化する（大き
くなる）こと、脂肪酸と ATP は FFL に類似
した構造安定化と麻酔薬感受性変化をもた
らすこと、といった重要な事実が熱的観点か
ら明らかとなった。 
 
（２）ITC測定による FFLへのリガンド結合
様式の比較研究 
 ITC測定は、25°C一定下、FFL溶液にリガ
ンド溶液を一定量（6 l）ずつ滴下し、タン
パク質とリガンド結合に伴う熱量を測定し
た。ここで、タンパク質およびリガンドの希
釈熱については補正を行った。結果の ITCサ
ーモグラムを図２に示す。最初にクロロホル
ム溶液で滴定してみたところ、発生熱量が小
さく結合熱は装置の検出感度以下となり、観
測不能であったため、疎水性が大きなハロセ
ン溶液で滴定した。FFLとハロセンの結合は
発熱反応（H < 0）となり、麻酔薬濃度依存
的に熱量が飽和した（図２(a)）。他方、FFL
とデカン酸の結合は逆に吸熱反応（H > 0）
を示し、その熱量はある濃度範囲において飽
和した（図２(b)）。また、ハロセンに対して
は FFL濃度変化の実験を試みたが、FFLの低
水溶性と熱量計感度から、限られた FFL濃度
範囲以外では測定できなかった。一般に麻酔

薬の結合は弱いことに起因して結合数の決
定は困難であるため、本研究では ITC装置付
属ソフト（Origin）は使用せずに、ITC デー
タを熱力学的に解析し、Scatchardプロットか
ら結合定数（Ka）と結合数（n）を求めた。
決定した熱力学量を表１に示す。 

 ITC 測定の結果からは、麻酔薬と脂肪酸共
に FFLに強く結合するが、脂肪酸は低い結合
数（ほぼ一対一）でより特異的に結合するこ
と、麻酔薬と脂肪酸の結合様式は熱力学的観
点からは全く異なっていることを実験的に
初めて示すことができた。特に後者の結論か
らは、脂肪酸の結合と共に自由エネルギー
（G）が大きく減少し、大きなエントロピー
変化（S）を伴う構造変化が起こっているこ
とが示唆され、後述する誘導適合を示す構造
データとよい一致がみられた。 
 
表１ FFLとリガンドの結合熱力学量 

 

Ligands n 
Ka G H S 

M-1 kJ mol-1 kJ mol-1 J K-1 mol-1 

ハロセン 4.5 3.2×105  -3.1 -0.67 103 

デカン酸 0.73 2.1×106 -35.9 13.7 167 

 
 なお、DSCおよび ITC測定に引き続いて、
FFL 水溶液の PPC 測定を実施したところ、
FFL濃度 5 mg ml-1においても PPCサーモグ
ラム上には DSC サーモグラム上において観
測された明瞭な熱変性ピークを観測するこ
とはできなかった。FFL試料中のタンパク質
含有量および FFL の水への低溶解性を考慮
し、PPC測定では変性ピークを観測すること
困難であると判断し、これ以上の PPC測定は
中止した。 
 

 
 
図１ リガンド存在下における FFL 水溶液
の DSCサーモグラム． 

 
 
図２ FFLへのリガンド結合における ITCサ
ーモグラム． 



（３）巨視的および微視的な FFLへのリガン
ド結合データの整合性検討 
 FFLのリガンド感受性変化について、現在
までに得られている X 線結晶構造解析デー
タとの比較により検討した。図３にリガンド
非存在下および存在下において決定された
FFLおよび長鎖脂肪酸アシル化補酵素合成酵
素（LC-FACS）の結晶構造を示す。 

 FFLに基質が結合すると FFLの立体構造が
大きく変化する。基質が無い場合、FFLは上
部C末端側の小ドメインと下部N末端側の大
ドメイン間に大きなくぼみが存在する開口
（オープン）型であり、このくぼみ部分に還
元型ルシフェリンと ATP の結合部位がある
（図３(a)）。ATP添加後の FFL-AMP複合体で
は、上部 Cドメインが下部 Nドメイン間に向
かって大きくくぼみを塞ぐ方向に動き（誘導
適合）、閉口（クローズド）型となる（図３(b)）。
さらにルシフェリン添加後は、その閉口構造
を維持した状態のままである（図３(c)）。
LC-FACS は FFL と同じくアデニル酸形成酵
素の一員であり、ATPや長鎖脂肪酸（例えば
ミリスチン酸）の結合により、FFLと同様な
誘導適合を起こす（図３(d) - (f)）。 
 上記の結果を、本研究の DSC および ITC
測定で得られた結果と比較した。リガンド非
存在下、開口型構造の FFLに麻酔薬を添加し
た場合、FFLの麻酔薬感受性は低いことから、
構造変化を誘起せずに FFL を不安定化する
と考えられる。他方、ATPや脂肪酸を添加し
た場合には、これら物質は基質結合部位に結
合し、FFLを閉口型構造へ変化させ、FFLを
熱的に安定化すると考えられる。ITC 測定の
結果は、麻酔薬と脂肪酸の FFLへの結合が本
質的に異なる（異なる部位に結合する）こと
を明示している。これに対して、一定量のATP
や脂肪酸存在下においては、FFLはすでに閉
口型構造であり、その高い麻酔薬感受性は閉

口型構造への結合様式に起因すると言える。
また、ATPおよび脂肪酸はどちらも化学量論
的に FFL に結合し、脂肪酸の結合のみでも
FFLは閉口型構造へと変化するものと考えら
れ、結果、麻酔薬感受性が向上すると推察さ
れる。 
 以上のように、FFLへの麻酔薬の結合様式
は、基質である ATPや拮抗阻害剤である脂肪
酸のもとは明らかに異なる。これまで麻酔薬
は基質ルシフェリン（多環芳香族基を有する
脂肪酸）と拮抗阻害すると言われて来たが、
本研究の結果をその有効作用濃度と考え合
わせると、FFLに麻酔薬が特異的に結合する
部位の存在する可能性は低いことを示して
いる。今後は FFLのリガンド感受性について
の熱的研究をさらに推し進め、ATPや脂肪酸
存在下において FFL が示す高い麻酔薬感受
性の理由を調査するのと同時に、FFLには麻
酔薬結合部位は存在しないことを提言して
いく予定である。 
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図３ FFL および LC-FACS のリガンド非存
在下および存在下における結晶構造：上段は
FFL、下段は LC-FACS．ここで、LC-FACS
は二量体で構造決定されているためモノマ
ー部分を円周内に示した。 
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