
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 6 月 8 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

機関番号：１４５０１ 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：２００８～２０１０   

課題番号：２０７８００７４ 

研究課題名（和文） “環境的要因”が関わる低温活性金属酵素の低温適応機構の解明とその

応用 

研究課題名（英文） “Environmental factor” for cold-adaptation of psychrophilic 

metalloenzyme 

研究代表者 

鶴田 宏樹 （TSURUTA HIROKI） 

  神戸大学・連携創造本部・准教授 

 研究者番号：２０３４６２８２ 

研究成果の概要（和文）： 
好冷菌産生酵素の低温での高い活性発現を導く “環境的要因”を明らかとすることを目的とし
て研究を進展させた。その結果として、実験材料とした好冷性海洋細菌 Shewanella sp.のフォ
スファターゼがマグネシウムなどを高濃度に含む環境下でフォールディングすることによって
分子表面に高い揺らぎを示す部位を獲得でき、この部位の存在が本酵素の低温での効率よい活
性発現に重要であることを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
For the construction of structure leading high cold activity of psychrophilic 
phosphatase, the magnesium concentration during folding of this enzyme protein was 
an important environmental factor. 
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１．研究開始当初の背景 
 低温活性酵素の機能特性を導く構造要因
の解明は、極限環境に生育する生物の適応戦
略の解明に繋がると考えられることから、国
内外においても幾つかのグループにより、低
温活性酵素についての研究が進められてい
る。しかし、この種の酵素の低温活性発現機
構は充分に理解されていないのが現状であ
る。一般に、低温活性酵素の低温活性発現能
は、低温において活性中心近傍部位に高い
「柔軟性」が維持されていることが重要であ

ると考えられている。申請者は、これまで、
好冷性海洋細菌Shewanella sp.のペリプラズ
ム画分局在性金属酵素である低温活性プロ
テイン‐チロシン-フォスファターゼ
（CAPTPase）の「低温活性発現能」を導く「柔
軟性」の維持に重要な構造特性の解明を試み
た。その成果として、本酵素の触媒部位にお
いて、求核基（-OH-イオン）を含む 2 核金属
中心背後に位置する疎水性部位(Zn-1 部位)
の「化学結合力」が本酵素の「柔軟性」の維
持に重要であることを見出し、このことが



「配位金属種」の相違による Mg 型酵素の触
媒部位構造（金属結合部位周辺構造、金属
イオン、求核基）の“揺らぎ”に与える影
響を、高分解能結晶構造解析で得られる異
方性温度因子の算出とそれらのデータを
Zn 型酵素についての比較によって分析し
た。高分解能結晶構造解析は、大型放射光
施設 SPring-8 における回折像の収集と、高
速 PC を利用したリファイメントにより行
った。 

「低温活性発現能」を導く遺伝的要因である
と結論した。 
 さらに、申請者は Shewanella sp.由来の天
然型 CAPTPase はマグネシウム(Mg)、カルシ
ウム（Ca）イオンによって活性化するのに対
して、大腸菌を発現誘導して得られた組換え
CAPTPaseが2個の亜鉛(Zn)を配位金属として
含んでいることを明らかとした。そこで、組
換え CAPTPase の配位金属を Mgに置換した金
属置換型酵素を作製し、その機能特性を解析
したところ、Mg 型酵素は Zn 型酵素よりも、
高い低温活性発現能を示した。この事実は、
低温活性金属酵素の「低温活性発現能」に、
2 核金属中心背後の「化学結合力」だけでな
く、「配位金属種」が影響することを示唆す
るものであった。Shewanella sp.が、Mg、Ca
を高濃度（130mM、10mM）に含む海水中で生
育する好冷性海洋細菌であることを考えれ
ば、本酵素を含む低温活性金属酵素が「低温
活性発現能」を獲得するには、遺伝的要因だ
けでなく、フォールディングの際に Mg、Ca
などの“軽い”金属が取り込まれる機構が関
与する“環境的要因”も重要であることが十
分予想できた。 

 
（4）金属透過因子・酵素分子の金属の取り
込みに関わる因子の同定 
 Shewanella sp.に含まれるタンパク質に
ついて、マグネシウムやカルシウムなど各
種海水中に高濃度に含まれる金属を非添加
あるいは高濃度に添加した培地で生育させ
た場合に発現量が変化するタンパク質群を
プロテオミクス解析によって同定した。 
 
４．研究成果 
（1）リフォールディングの際に使用した希
釈・透析溶液に含まれるマグネシウムの濃度
を変化させたところ、100 mM まで濃度上昇と
ともにリフォールディングされた CAPTPase
は増加した。その結果から、本酵素のフォー
ルディングにはマグネシウムイオンが必要
であることが示唆された（図１）。 

 
２．研究の目的 
 低温活性発現能を有する有用酵素の作出
は、さまざまな産業分野での物質生産の低コ
スト化における酵素機能のさらなる活用に
繋がる。そこで、本研究課題では、環境要因
が関与する低温活性金属酵素の低温活性発
現能を導くメカニズムを明らかとすること
を目的とした。 

 また分離精製した Mg 型酵素の分子サイズ
と N 末端アミノ酸配列を SDS-PAGE 及びアミ
ノ酸シークエンシングで確認した結果、Mg 型
酵素は天然型及び Zn 型酵素と同じ 38.4 kD
の分子サイズで天然型の N末端アミノ酸領域
を含むことが示された。また、  

３．研究の方法 分子内に含まれるトリプトファン蛍光のヨ
ウ化カリウムによる消光効果は Mg 型酵素及
び Zn 型酵素の間で大きな相違が認められな
かった。この実験結果は、リフォールディン
グで調製した Mg 型酵素は、一次構造及び 3
次構造レベルで、Zn 型酵素と同様の構造を有
していることを支持するものであり、以降の
構造比較解析に有効な試料であると判断で
きた。 

【図 1】リフォールディングにおけるマグネ
シウム濃度の影響 

（1）配位金属置換型 CAPTPase の作製 
これまで申請者によって、金属酵素である
CAPTPase の配位金属種は遺伝子翻訳後の
ポリペプチド鎖のフォールディング過程に
おいて決定されることが明らかとされてい
る（データ未公表）ことから、大腸菌など
で発現・構築させた組換え酵素（Zn 型酵素）
の配位金属の置換は困難であると考えられ
る。そこで、申請者によって既に構築した
変性タンパク質からのリフォールディング
系を利用し、配位金属をマグネシウムに置
換した Mg型 CAPTPase（金属置換型酵素）
を作製した。再生した Mg 型酵素は種々のカ
ラムクロマトグラフィーを駆使することで
分離精製した。 
 
（2）Mg 型酵素の機能解析 
作製した金属置換型酵素について、低温活
性発現能を含む酵素学的特性を速度論的に
解析した。 
 
（3）Mg 型酵素の構造解析 



 
（2）分離精製した Mg 型酵素について活性の
温度依存性と熱安定性及び活性の速度論的
パラメータを算出した。図 2 に示すように、
Mg 型酵素の活性は、マグネシウムイオンの度
依存的に低温～中温での活性が顕著に上昇
した。特に高濃度（100 mM）では 30℃におい
て最大活性を示した。これに対して、Zn型酵
素ではマグネシウム添加による活性の上昇
は認められなかった。低温域、特に 0℃での
活性は、マグネシウムを非添加の Mg 酵素及
び Zn 酵素（マグネシウム添加・非添加）に
比べて約 6倍の活性の上昇が認められた. 
それぞれの酵素でのキネティックパラメー
ターを算出したところ、Mg型酵素では、100 mM 
MgCl2存在下で、触媒効率を表わすkcat/Kmの
5℃における値が、非存在下に比べて約 2 倍
に上昇した。また、温度安定性に関しては、
Mg型酵素はマグネシウム存在下において
40℃で速やかに失活することが見出された。 
 この低温域での効率良い触媒機能発現と
と熱に対する不安定性は、低温活性酵素にお
いて共通の酵素学的特性である。即ち、Mg 型
酵素と Zn 型酵素は、同一アミノ酸で同様の 3
次構造を有するにもかかわらず、Mg 型のみが
マグネシウム存在下で低温活性酵素として
の特性を強く示すことが示された。このマグ
ネシウム存在下でフォールディングされる
ことは、低温活性発現能を導く“環境要因”
であると考えられ、マグネシウム存在におけ
うる Mg型酵素 Zn型酵素の立体構造を比較す
ることで低温活性発現に重要な構造特性が
導き出せると考えられた。 
 
 
 

【図２】各濃度のマグネシウム存在下での Mg
型酵素、Zn型酵素の温度依存性 

 
 
 
（3）構造解析に供するサンプルを得るため
に、100 mM MgCl2存在下においてMg型酵素の
結晶化条件をスクリーニングした。その結果、
図 3 に示すような結晶を得ることができた。
この結晶を用いて放射光を用いた結晶構造
解析に供することで 1.3Åの高分解能で立体
構造を決定できた。得られた構造を既に高分

解能（1.1Å）で決定しているZn型酵素と比
較した。主鎖構造及び側鎖についての明確な
相違と活性中心に配位している金属の置換
は認められなった一方で、2 つの構造の相違
を表わすRMSD値及び原子の揺らぎを表わす
温度因子について大きな違いを示す 3つの領
域が見出された（図4）。これら3つの領域は、
本酵素分子の表面に位置していた（図 5）。こ
れらの領域は、触媒反応の中心的役割を担う
活性中心のほぼ裏側に位置していた。これま
で、「本酵素の低温活性発現には、活性中心
の触媒部位背後で形成されている疎水性部
位が重要である」ことが示されている。この
疎水性部位が高い揺らぎを示す 3つの分子表
面領域と疎水性相互作用で繋がっているこ
とを組み合わせて考えれば、本酵素の低温活
性は、低温で低下した水分子の運動(振動）
を分子表面の領域の“揺らぎ”として受容し、
活性発現に適切な運動（振動）とし触媒部位
に効率よく伝達できることで発現すると推
測できた。 
 
 

 
     【図３】結晶写真 
 
 
 

【図４】RMSD 値と 2分子間の温度因子の差 
青線が立体座標の違いを表わす RMSD
値であり、赤線が温度因子の差（[Mg
酵素の温度因子]から[Zn 型酵素の温
度因子]を差し引いたもの）である。 
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（4）ここまでの研究で本酵素が低温活性発
現能を獲得するためには、フォールディング
の際に分子周辺にマグネシウムが配置され
るための細胞内機構があると考えられる。こ
れまで、マグネシウムイオンの輸送に関わる
因子は十分知られていないことから、マグネ
シウム存在下及び非存在下で培養した好冷
性細菌 Shewanella sp.を 2次元電気泳動に供
し、含有量が変化したタンパク質の探索・同
定を行った。その結果、2 種の塩基性蛋白質
（約 20kD）が見出され（図 6）、それぞれリ
ボソーマルプロテイン L10、L11 であること
が明らかとなった。マグネシウム輸送に関わ
るこれらの分子の役割については未明であ
る。今後、低温活性発現能を有する有用酵素
の創出させるためのシステム開発には、これ
らの 2種の蛋白質が低温活性発現能を導くフ
ォールディングに与える影響を調べること
が重要である。         
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