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研究成果の概要（和文）：高圧ストップドフロー分光・蛍光光度計システムを構築し、装置の性能を検証した結果、吸
光度測定は十分に可能であったが、タンパク質内在性のトリプトファンによる蛍光測定はできなかった。本装置を用い
て大腸菌ジヒドロ葉酸還元酵素（ecDHFR）の野生型とD27E変異体、および、深海微生物Moritella profunda DHFR（mpD
HFR）の酵素化学的パラメーターの圧力依存性を測定した。その結果、ecDHFR野生型と比較してecDHFR D27E変異体とmp
DHFRではKmの圧力依存性が小さく、活性部位周辺の溶媒への露出に伴う水和量の増加がDHFRの深海への適応に重要であ
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：High-pressure stopped-flow absorbance / fluorescence spectrometer was set upped 
to our laboratory. The absorbance and fluorescence spectra of fluorescein were sufficiently measured but 
the fluorescence spectrum of intrinsic tryptophan residues of a protein was not detected by this 
apparatus. We measured pressure dependences of the enzymatic kinetics parameters for the wild-type and 
D27E mutant dihydrofolate reductases from Escherichia coli (ecDHFR) and that from deep-sea bacterium 
Moritella profunda (mpDHFR). The obtained Km values for ecDHFR D27E mutant and mpDHFR were less 
pressure-dependent than that of the wild-type ecDHFR, suggesting that the hydration around active site is 
important for the adaptation of DHFR to deep-sea. The results of this study clarify the molecular 
adaptation mechanisms of proteins from deep-sea organisms to the high-pressure environment, and give a 
novel guideline for the alteration of enzymes to their utilization purposes such as high-pressure 
condition.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
圧力は、系の温度や成分を変えずに、蛋白

質のダイナミクスや、蛋白質と蛋白質あるい
は蛋白質とリガンドとの相互作用などを制
御することができる唯一の方法である。加圧
により系の体積は減少するため、蛋白質と他
の蛋白質あるいはリガンドとの相互作用も、
体積が減少する方向（一般には解離する方
向）に変化する。また酵素反応も、基底状態
と遷移状態との体積差（活性化体積、ΔV*）
が負の場合には加圧により促進され、活性化
体積が正の場合には加圧により抑制される。 
申請者はこれまでに、多くの深海微生物や

近縁の常圧菌からジヒドロ葉酸還元酵素
（DHFR）をクローニングして精製し、その
構造や機能に対する圧力の効果を調べてき
た（1, 2）。深海微生物 Moritella profunda
由来 DHFR（mpDHFR）と常圧菌である大
腸菌由来 DHFR（ecDHFR）の立体構造はほ
とんど同じである（図１）が、構造安定性や
酵素機能の圧力依存性には大きな違いがあ
る。 

例えば ecDHFR は加圧により活性が低下
するが、mpDHFR および深海微生物由来
DHFR の幾つかは加圧下の方が大気圧下よ
りも活性が増加し、高圧環境に適応している
と考えられた（図２）[3]。しかし最近、常圧
環境に生育する Shewanella oneidensis 由来
DHFR が耐圧性を示すこと（公表文献 1）、
ecDHFR でもわずかメチレン１個の挿入
（D27E）によって圧力依存性が反転し、耐
圧性を示すようになること（図２）が判明し
た[4]。これらの結果は、DHFR の酵素反応
過程中に加圧によって反応速度が上昇する
（ΔV*が負の）過程と低下する（ΔV*が正の）
過程が含まれており、酵素反応全体の律速過
程の位置によって見かけの圧力依存性が変
化していることを示している。 
野生型 ecDHFR の酵素反応過程は５つの

素過程から構成されており、常圧下では生成
物のテトラヒドロ葉酸が解離する過程が酵

素反応全体の律速過程であることが知られ
ている。しかしながら、mpDHFR や ecDHFR 
D27E変異体の結晶構造は野生型ecDHFRと
ほとんど同じであり、構造の違いから圧力応
答の違いを引き起こすような律速過程の違
いを説明することは困難である。一方、酵素
反応過程においては、変性のような大きな立
体構造の変化は起こらないと考えられるこ
とから、圧力応答の違いは、活性部位周辺の
キャビティーと水和量の違いに由来してい
ると考えられる。しかし、これらが酵素機能
の発現において担っている役割に関しては、
まだ全く研究されていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、高圧ストップドフロー分光・

蛍光測定により、ecDHFR 野生型と D27E 変
異体および mpDHFR の酵素反応の各素過程
を測定し、その反応速度の圧力依存性から活
性化体積を算出する。得られた活性化体積か
ら各素過程における基底状態と遷移状態間
のキャビティーと水和量の変化を検討し、
DHFR の酵素反応におけるキャビティーと
水和の役割を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 高圧ストップドフロー分光・蛍光光度計
システムの構築 
本研究の実施に必要な高圧ストップドフ

ロー装置は、名古屋大学理学研究科の高木秀
夫准教授の御好意により、既に申請者の研究
室に移設させていただいているが、加圧系と
光学系が未整備なため、これらを設置して分
光・蛍光光度計システムとする。 

 
(2) 高圧ストップドフロー分光・蛍光光度計
システムの性能検証 
反応速度既知の幾つかの化学反応を測定

することにより、高圧ストップドフロー分
光・蛍光光度計システムの性能を検証する。 

 
(3) DHFR のミカエリス定数および代謝回転
数の圧力依存性の測定 

ecDHFR の野生型と D27E 変異体および

 
図１. 大腸菌 DHFR（緑色、PDB code: 1rx2）と

深海微生物 M. profunda 由来 DHFR（ピン
ク、2zza）の立体構造の比較 

0 50 100 150 200 250
40

60

80

100

120

140

160

180

 

 

R
el

at
iv

e 
A

ct
iv

ity
 / 

%

Pressure / MPa

ecDHFR D27E

mpDHFR

ecDHFR

 

図 2. 大腸菌 DHFR 野生型（○）と D27E 変異体（●）
および深海微生物 M. profunda 由来 DHFR
（△）の酵素活性の圧力依存性 



mpDHFR の steady-state の酵素活性を 0.1
～200MPa の圧力下で測定し、ミカエリス定
数（Km）および代謝回転数（kcat）の圧力依
存性を調べて、全体的な酵素機能の圧力依存
性と変異の効果に関して検討する。 
 

４．研究成果 
(1) 高圧ストップドフロー分光・蛍光光度計
システムの構築 
 加圧系にテクノ環境機器製の高圧ハンド
ポンプとデジタル圧力計を設置した。また光
学系に、ユニソク製キセノンランプ光源とシ
ャッターコントローラーおよび StellarNet
社製 CCD 分光器とデータ取込み用 PC を設
置し、光学フィルター、アイリス、光ファイ
バー、コリメーションレンズ等を使って光路
構成した。さらに Thermo Fisher Scientific
社製の循環式恒温槽を設置して温度制御が
できるようにして、高圧ストップドフロー分
光・蛍光光度計システムを構築した（図３）。 

 
(2) 高圧ストップドフロー分光・蛍光光度計
システムの性能検証 
 構築した高圧ストップドフロー分光・蛍光
光度計システムは、0.1～200MPa の圧力範
囲、15～50℃の温度範囲で問題なく動作した
が、15℃以下の低温領域では、セルの窓材や
コリメーションレンズ表面への結露が見ら
れた。15℃以下での測定を行うには、窒素ガ
スか乾燥空気を流して結露を防止するシス
テムを取り付ける必要がある。 
本装置による吸光度測定結果は安定性、再

現性ともに高く、信頼性の高いデータが得ら
れた（図４）。 
しかしながら、蛍光測定は困難であった。

これは蛍光物質から放出される蛍光を分光
して検出する検出器であるため、各波長成分
の光量が著しく低下してしまうことに由来
している。このため、フルオレッセインのよ
うな量子収率の高い蛍光物質では測定可能
であったが、当初の目的であったタンパク質
内在性のトリプトファンでは蛍光測定がで
きなかった。検出器に光電子増倍管を用いて
サンプルから放出される蛍光を分光せずに
検出するようにすれば、本装置での蛍光測定

も十分に可能だと考えられる。 
 
(3) DHFR のミカエリス定数および代謝回転
数の圧力依存性の測定 
 0.1～200MPa の圧力範囲で、ecDHFR の
野生型と D27E 変異体、および mpDHFR の
Kmと kcatの測定を行った。どの DHFR でも
Km は加圧に伴って増加する傾向が見られ、
加圧により基質との親和性低下することが
示された。しかしながら、ecDHFR 野生型と
比較して ecDHFR D27E 変異体と mpDHFR
では Km の圧力依存性が小さく、活性部位周
辺の溶媒への露出度の上昇に伴う水和量の
増加が DHFR の深海への適応に重要である
ことが示唆された。 
一方 kcat値は、図２と同様の圧力依存性が

見られ、過去の測定結果の妥当性が確認され
た。これらの結果は、深海生物由来タンパク
質の高圧力環境適応メカニズムと、酵素の機
能発現機構における水和の役割を明確にし、
利用目的に応じた酵素の改変を行う際の新
たな設計指針を与えるものである。 
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図 3. 構築した高圧ストップドフロー分光・蛍光
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図 4. 高圧ストップドフロー分光・蛍光光度計

システムによる吸光度測定の再現性 
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