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１ ． 緒 言  

活 性 の あ る 酵 素 は 、 単 量 体 だ け で な く 、 同 一 ま た は

異 種 の 複 数 個 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 か ら な る 多 量 体 構 造 （ サ

ブ ユ ニ ッ ト 構 造 、 四 次 構 造 ） を 形 成 す る も の が 多 く 存 在

し て い る 。 酵 素 の 多 量 体 構 造 の 形 成 は 、 そ れ ら の 安 定 性

の 増 強 、 触 媒 能 の 増 減 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 調 節 機 能 の 発

現 、 膜 結 合 性 や 膜 透 過 性 機 能 な ど 、 生 命 現 象 の 最 も 基 本

と な る 重 要 な 機 能 の 発 現 と 調 節 に 直 接 係 っ て い る 。 同 一

の 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 で あ っ て も 、 生 体 内 全 体 の 反 応 を

構 成 す る 一 部 と し て の 個 別 の 生 理 的 機 能 が 異 な る た め に

サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 が 異 な る こ と は 、 し ば し ば 観 察 さ れ る

こ と で あ る 。 ま た 、 同 じ 酵 素 で あ っ て も 、 そ れ ら を 有 す

る 生 物 種 に よ っ て 生 理 的 機 能 を 反 映 し て 、 異 な る 多 量 体

を 形 成 す る こ と が 認 め ら れ る こ と も あ る 。 こ の よ う に 、

酵 素 の 多 量 体 形 成 は 生 理 的 機 能 と 関 連 し て 重 要 で あ る

が 、 意 外 に も 酵 素 が リ ボ ソ ー ム で 生 産 さ れ た 後 、 ど の よ

う な 分 子 機 構 で 多 量 体 化 し 活 性 型 酵 素 を 形 成 す る か に 関

し て は 、 ほ と ん ど 明 ら か に な っ て い な い 。 も ち ろ ん 一 次

構 造 情 報 が 多 量 体 化 を 決 定 し て い る こ と は 間 違 い な い

が 、 多 量 体 形 成 を 決 定 す る 具 体 的 な 酵 素 分 子 の 情 報 は ほ

と ん ど 不 明 で あ る 。 我 々 は 、 水 の 沸 点 付 近 の 高 温 で 増 殖

す る 超 好 熱 菌 の グ ル タ ミ ン 酸 脱 水 素 酵 素 (GDH) (EC 1.4.1.2)
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を 、 常 温 菌 で あ る 遺 伝 子 組 換 え 大 腸 菌 で 発 現 さ せ る と 、

殆 ど 活 性 が な い 不 活 性 型 酵 素 と し て 生 産 さ れ 、 そ れ が 本

来 の 生 育 温 度 で あ る 90 ℃ の 温 度 、 ま た は 高 濃 度 の 尿 素

（ 37 ℃ の 条 件 で 5 M 濃 度 ） 処 理 で 活 性 型 酵 素 に 変 換 さ れ

る こ と を 見 出 し た 1) 。 こ の 超 好 熱 菌 酵 素 の 活 性 化 機 構 を

構 造 と 機 能 の 面 か ら 追 跡 す る こ と は 、 こ れ ま で 不 分 明 で

あ っ た 多 量 体 構 造 の 形 成 機 構 の 詳 細 を 解 明 す る う え で 、

新 た な 情 報 を 提 供 す る こ と が 期 待 で き る 。 本 稿 で は そ の

結 果 を 中 心 に 、 他 の 超 好 熱 菌 由 来 の GDH の 関 連 情 報 に つ

い て 説 明 す る 。  

 

２ ． 大 腸 菌 体 内 で 生 産 さ れ る 超 好 熱 菌 由 来 の 組 換 え

不 活 性 型 GDH  

GDH は 補 酵 素 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ

ド （ リ ン 酸 ） (NAD(P)) 依 存 的 に L- グ ル タ ミ ン 酸 の 2- オ キ ソ

グ ル タ ル 酸 と ア ン モ ニ ア へ の 可 逆 的 な 酸 化 的 脱 ア ミ ノ 反

応 を 触 媒 す る 。 補 酵 素 の 特 異 性 に よ り NAD 及 び NADP 特 異

的 酵 素 と 、 特 異 性 の な い 酵 素 の 3 種 類 が 知 ら れ 、 エ ネ ル

ギ ー 代 謝 と 窒 素 （ ア ミ ノ 酸 ） 代 謝 を つ な ぐ 鍵 酵 素 と し て

重 要 な 生 理 的 役 割 を 担 っ て い る 。 そ の た め に 多 く の 生 物

種 で 普 遍 的 に 存 在 し 、 種 々 の 生 物 由 来 の 本 酵 素 の 構 造 と

機 能 に 関 し て 多 く の 知 見 が 得 ら れ て い る 2) 。 そ の 中 で 、



 3

興 味 深 い 発 見 と し て 、 DiRuggiero と Robb が 1995 年 、 海 洋 性

超 好 熱 菌 Pyrococcus furiosus 由 来 NADP 依 存 性 GDH(Pfu-GDH) を 大 腸

菌 で 発 現 さ せ た 後 、 細 胞 抽 出 液 を 調 製 し 、 酵 素 を 精 製 す

る た め に 加 熱 処 理 （ 90 ℃ ） を 行 っ た と こ ろ 、 総 活 性 が 顕

著 に 増 大 す る こ と を 見 出 し た 3) 。 ま た 、 大 腸 菌 の 細 胞 抽

出 液 を 加 熱 処 理 せ ず に ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行

い 、 各 分 画 液 の SDS-PAGE を 行 っ た と こ ろ 、 六 量 体 (270 kDa) 

と 単 量 体 （ 48 kDa ） に 相 当 す る 二 つ の 溶 出 画 分 に Pfu-GDH の

サ ブ ニ ッ ト の 分 子 質 量 （ 48 kDa ） に 相 当 す る タ ン パ ク 質 バ

ン ド が 検 出 さ れ た 。 そ し て 六 量 体 構 造 の 分 子 種 に 相 当 す

る 画 分 に の み 活 性 が 検 出 で き 、 こ の 分 画 を 熱 処 理 し て も

活 性 の 増 加 は な か っ た 。 一 方 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 質 量

に 相 当 す る 溶 出 分 画 に は 活 性 が 検 出 さ れ な か っ た が 、 そ

の 分 画 を 加 熱 処 理 す る と 明 確 な 活 性 が 検 出 さ れ 、 そ の 総

活 性 は 前 出 の 六 量 体 構 造 の 総 活 性 と ほ ぼ 同 じ で あ る こ と

が 見 出 さ れ た 。 ま た 、 こ の 単 量 体 の 溶 出 画 分 の 活 性 を 持

た な い 酵 素 液 を 加 熱 後 に 再 び ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー を 行 う と 、 六 量 体 に 相 当 す る 位 置 に の み 活 性 が 検 出 さ

れ 、 単 量 体 の 溶 出 位 置 か ら は 加 熱 し て も 活 性 が 見 つ か ら

な か っ た 。 さ ら に 、 予 め 加 熱 処 理 し た 酵 素 を 用 い て 同 様

に ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う と 、 六 量 体 に 相 当

す る 溶 出 位 置 に の み 活 性 が 検 出 さ れ た 。 な お 、 培 養 し た
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超 好 熱 菌 体 か ら 精 製 し た 天 然 型 の Pfu-GDH は ゲ ル ろ 過 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー よ り 、 分 子 質 量 約 270 kDa の 同 一 の サ ブ ユ

ニ ッ ト か ら な る 六 量 体 構 造 の 酵 素 の み で あ っ た 。 こ れ ら

の 結 果 か ら 、 彼 ら は Pfu-GDH が 大 腸 菌 体 内 で は 不 活 性 な 単

量 体 と 活 性 を 有 す る 六 量 体 の 混 合 物 （ ほ ぼ 1:1 の 量 比 ） と

し て 生 産 さ れ 、 in vitro で の 加 熱 に よ っ て 多 量 体 化 が 起 こ

り 、 天 然 型 酵 素 と 同 様 な 活 性 型 に 変 換 さ れ る 特 異 的 な 現

象 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 こ れ は タ ン パ ク 質 の 多 量

体 化 が そ の 活 性 発 現 に 大 き な 機 能 を 持 つ こ と を 示 し た 興

味 深 い 最 初 の 事 例 で あ る （ 表 １ ） 。  

つ い で 、 別 の 海 洋 性 超 好 熱 菌 Thermococcus kodakaraensis 由

来 の GDH (Tko-GDH) に つ い て も 、 遺 伝 子 組 換 え 酵 素 の 活 性 と

四 次 構 造 の 関 係 に 関 す る 研 究 が 報 告 さ れ た 4-5) 。 Tko-GDH は

大 腸 菌 を 宿 主 に 用 い た 遺 伝 子 組 換 え 酵 素 と し て 不 活 性 な

単 量 体 お よ び 非 常 に 活 性 の 低 い 六 量 体 の 混 合 物 と し て 生

産 さ れ る 。 組 換 え 低 活 性 型 六 量 体 Tko-GDH は 、 加 熱 処 理 に

よ っ て 活 性 の 上 昇 が 見 ら れ る も の の 、 天 然 型 酵 素 と 比 較

す る と そ の 比 活 性 は か な り 低 い 。 さ ら に 、 低 活 性 型 六 量

体 酵 素 は 天 然 型 や 加 熱 処 理 に よ り 活 性 化 し た 組 換 え 酵 素

と は 大 き く 異 な る 円 偏 光 二 色 性 (CD) ス ペ ク ト ル を 示 す こ

と か ら 、 加 熱 処 理 に よ る 活 性 化 は 大 き な 構 造 変 化 を 伴 う

と 考 え ら れ た 4) 。 ま た 、 Pfu-GDH と 異 な る 点 と し て 、 不 活
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性 な 単 量 体 Tko-GDH は 加 熱 処 理 を 行 っ て も 、 そ の 大 部 分 は

単 量 体 の ま ま で 存 在 し 活 性 を 示 さ ず 、 ご く 一 部 の み が 六

量 体 を 形 成 し 活 性 を 示 す 。 こ の こ と か ら 不 活 性 単 量 体

Tko-GDH の 活 性 型 六 量 体 へ の 正 し い 構 造 変 換 に は 、 何 か 付

加 的 な 要 因 の 存 在 が 示 唆 さ れ た 。 Izumikawa ら は Tko-GDH の

加 熱 に よ る 構 造 変 化 を 示 差 走 査 型 熱 量 計 (DSC) と CD ス ペ ク

ト ル を 用 い て 解 析 し 、 加 熱 に よ る 活 性 化 は 不 可 逆 で あ

り 、 非 加 熱 酵 素 が 加 熱 に よ っ て 安 定 な 活 性 型 に 変 換 さ れ

た と 報 告 し て い る 5) 。 ま た Wang ら は 、 同 様 な 超 好 熱 菌

Pyrococcus horikoshii 由 来 GDH  (Pho-GDH) に お い て も 、 組 換 え 酵 素

は 不 活 性 な 単 量 体 と 活 性 の 低 い 六 量 体 の 混 合 物 と し て 生

産 さ れ 、 加 熱 に よ り 酵 素 活 性 の 上 昇 と と も に 蛍 光 や CD ス

ペ ク ト ル 解 析 に よ る 構 造 変 化 が 起 こ る こ と も 示 し た 6) 。  

 

３． Pyrobaculum islandicum 由 来 の 組 換 え GDH  

著 者 ら の 研 究 室 で は 、 超 好 熱 菌 由 来 の 種 々 の 高 度 耐

熱 性 酵 素 の 機 能 と 構 造 解 明 を 進 め る な か で 、 海 洋 性 超 好

熱 菌 (Pc. furiosus, Pc. woesei, T. litoralis) の NADP 依 存 性 GDH に 加 え 、 内

陸 性 の 超 好 熱 菌 Pyrobaculum islandicum に NAD 依 存 性 GDH (Pis-GDH)

を 見 出 し た 7) 。 Pb. islandicum は 100 ℃ 付 近 に 最 適 生 育 温 度 を

持 つ 内 陸 性 の 超 好 熱 ア ー キ ア で あ り 、 嫌 気 的 環 境 で 生 育

す る 。 我 々 は 、 Pis-GDH が 上 記 Pc. furiosus の NADP 依 存 性 GDH
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の 場 合 と は 異 な り 、 大 腸 菌 で は 殆 ど 活 性 が な い 不 活 性 型

組 換 え 酵 素 と し て 生 産 さ れ る が 、 生 育 温 度 の 90 ℃ で 加 熱

す る と 活 性 型 へ 容 易 に 変 換 さ れ る こ と を 見 出 し た 。 加 え

て 、 Yips ら は Pfu-GDH の 高 度 耐 熱 性 の 分 子 機 構 を 解 明 す る

た め に 、 そ の X 線 結 晶 解 析 か ら 得 ら れ た 立 体 構 造 と 、 常

温 菌 由 来 の 同 酵 素 の そ れ と 比 較 し て 、 高 度 耐 熱 性 （ 100 ℃

で も 熱 変 性 し な い ） は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 間 に お け る イ オ ン

対 ネ ッ ト ワ ー ク の 大 幅 な 増 強 が 主 原 因 で あ る こ と を 明 ら

か に し た 8) 。 我 々 は 内 陸 性 超 好 熱 菌 由 来 の Pis-GDH の X 線

結 晶 解 析 に 成 功 し 、 本 酵 素 が Pfu-GDH と は 異 な り 、 サ ブ ユ

ニ ッ ト 間 の 疎 水 性 相 互 作 用 の 増 強 が 本 酵 素 の 高 度 耐 熱 性

の 主 な 原 因 で あ る と い う こ と を 明 ら か に し た 9) 。 こ の よ

う に 、 Pis-GDH は Pfu-GDH と 同 様 に 高 度 耐 熱 性 酵 素 で あ る

が 、 立 体 構 造 情 報 か ら 耐 熱 化 の 分 子 戦 略 は 大 き く 異 な っ

て い る の で 、 大 腸 菌 で 生 産 さ れ る 不 活 性 型 Pis-GDH の 活 性

化 も 、 Pfu-GDH と は 異 な る こ と が 予 想 さ れ た 。 そ こ で 著 者

ら は 、 X 線 小 角 散 乱 (SAXS) 、 疎 水 性 蛍 光 プ ロ ー ブ で あ る ア

ニ リ ノ ナ フ タ レ ン -8- ス ル ホ ン 酸 (ANS) に よ る 蛍 光 ス ペ ク ト

ル 、 DSC な ど の 分 析 法 に よ っ て Pis-GDH の 活 性 化 現 象 を 構

造 面 か ら よ り 詳 細 に 解 析 し た 。  

 

3-1 遺 伝 子 組 換 え Pis-GDH の 活 性 化 と 四 次 構 造 変 化  
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 Pb. islandicum の 培 養 は そ れ ほ ど 簡 単 で は な い た め 、 培 養

菌 体 か ら の Pis-GDH の 精 製 の 収 率 は 低 く 、 本 菌 由 来 の 天 然

型 酵 素 の 基 礎 や 応 用 研 究 を 進 め る う え で の 障 害 に な っ て

い る 。 そ こ で 著 者 ら は 、 大 腸 菌 を 宿 主 に 用 い た 遺 伝 子 組

換 え 酵 素 生 産 系 を 確 立 し た 。 そ の 際 、 タ ン パ ク 質 生 産 用

大 腸 菌 と し て BL21 (DE3)-codon plus-RIL を 、 発 現 ベ ク タ ー に は

pET11a を 用 い た 9) 。 生 産 さ れ た 組 換 え 型 Pis-GDH の 活 性 測

定 を 大 腸 菌 で の 生 産 後 そ の ま ま の 状 態 で 行 う と 、 ほ と ん

ど 活 性 を 検 出 す る こ と が で き な か っ た 。 し か し 、 90 ℃ で

15 分 間 加 熱 す る こ と に よ っ て 、 Pb. islandicum か ら 直 接 精 製

し た 天 然 型 Pis-GDH と 同 等 の 比 活 性 が 検 出 さ れ た 。 ゲ ル ろ

過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 子 質 量 を 求 め た と こ

ろ 、 不 活 性 型 及 び 熱 活 性 型 酵 素 の 両 者 と も に 280 kDa で あ

っ た 。 SDS-PAGE か ら 見 積 ら れ た 単 量 体 の 分 子 質 量 は 47 kDa

で あ る の で 、 ど ち ら の 分 子 種 も 六 量 体 構 造 を 形 成 し て い

る と 考 え ら れ る 。 酵 素 化 学 的 諸 性 質 の パ ラ メ ー タ を 酸 化

的 脱 ア ミ ノ 反 応 の 速 度 論 的 解 析 か ら 求 め る と 、 熱 活 性 型

Pis-GDH の 補 酵 素 NAD 、 及 び 基 質 グ ル タ ミ ン 酸 に 対 す る Km

値 は 、 天 然 型 、 組 換 え 型 酵 素 と も に ほ ぼ 同 じ 値 を 示 し

た 。 こ の こ と か ら 熱 処 理 に よ っ て 、 不 活 性 型 組 換 え

Pis-GDH は 天 然 型 Pis-GDH と 同 じ 構 造 へ 変 換 さ れ た と 考 え る

こ と が で き る 。  
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3-2 常 温 環 境 下 で の 活 性 化 ： 尿 素 処 理 に よ る 活 性 化  

 天 然 型 の Pis-GDH は 尿 素 溶 液 中 で 活 性 が 増 大 し 、 6 M 尿

素 溶 液 中 で 最 大 の 活 性 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る 7) 。

そ こ で 、 不 活 性 な 組 換 え Pis-GDH の 活 性 化 に お よ ぼ す 尿 素

の 影 響 に つ い て 検 討 し た 。 37 ℃ に お い て 尿 素 の 添 加 濃

度 、 及 び 処 理 時 間 を 検 討 し た 結 果 、 5 M 尿 素 溶 液 中 で 5

時 間 処 理 し た と き に 最 も 高 い 比 活 性 が 観 察 さ れ 、 そ れ は

天 然 型 及 び 熱 活 性 型 Pis-GDH の 比 活 性 と 近 い 値 で あ っ た 。

尿 素 添 加 に よ る 不 活 性 型 酵 素 の 活 性 化 の 後 、 透 析 に よ っ

て 尿 素 を 除 い て も 活 性 の 低 下 は 認 め ら れ な か っ た こ と か

ら 、 常 温 で の 尿 素 に よ る 活 性 化 は 不 可 逆 反 応 で あ る と 考

え ら れ る 。  

 

3-3 蛍 光 ス ペ ク ト ル に よ る 酵 素 表 面 の 疎 水 性 領 域 の 変 動

解 析  

 ANS は タ ン パ ク 質 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 と 特 異 的 に 相

互 作 用 し て 蛍 光 を 出 す プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ る 試 薬 で

あ る 。 我 々 は 、 Pis-GDH の 表 面 の 疎 水 性 領 域 の 変 化 を こ の

プ ロ ー ブ を 利 用 し て 追 跡 し た 。 す な わ ち 、 酵 素 へ ANS を

添 加 し 、 そ の 蛍 光 の 発 光 ス ペ ク ト ル か ら タ ン パ ク 質 表 面

の 疎 水 性 残 基 の 溶 媒 へ の 露 出 度 を 測 定 し た 。 不 活 性 型
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Pis-GDH を ANS と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 350 nm の 波 長

で 励 起 す る と 、 446 nm 付 近 に ピ ー ク を 持 つ 大 き な 蛍 光 ス

ペ ク ト ル が 得 ら れ た 。 対 照 的 に 、 天 然 型 酵 素 、 熱 活 性 型

あ る い は 尿 素 活 性 型 Pis-GDH で は 、 同 様 に 励 起 し て も 蛍 光

ス ペ ク ト ル に ピ ー ク は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の 結 果 に よ

り 、 不 活 性 型 Pis-GDH で は そ の 分 子 表 面 に 疎 水 性 残 基 が 露

出 し て お り 、 そ れ ら 疎 水 性 残 基 を 含 む 領 域 が 熱 や 尿 素 処

理 に よ っ て 分 子 内 部 に 取 り 込 ま れ る よ う な 構 造 変 化 が 起

き た と 考 え ら れ る 。  

 

3-4 不 活 性 型 Pis-GDH の 活 性 化 に お け る 熱 量 変 化 解 析  

 不 活 性 型 Pis-GDH の 熱 活 性 化 及 び 熱 変 性 時 に お け る 熱 力

学 的 パ ラ メ ー タ を DSC に よ っ て 求 め た 。 不 活 性 型 酵 素 の

過 剰 熱 容 量 曲 線 に は 温 度 上 昇 に 伴 う 二 つ の ピ ー ク が

70.2 ℃ と 110.3 ℃ に 認 め ら れ た 。 予 め 90 ℃ 15 分 間 の 熱 活 性

化 処 理 を し た 酵 素 で は 、 二 つ の ピ ー ク の う ち 70.2 ℃ の ピ

ー ク は 認 め ら れ ず 、 110.3 ℃ の み に ピ ー ク が 検 出 さ れ た 。

そ れ 故 、 70.2 ℃ の ピ ー ク が 熱 活 性 化 、 110.3 ℃ の そ れ が 熱

変 性 に 伴 う も の で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 熱 変 性 温 度

以 上 に 加 熱 し た 酵 素 を 冷 却 後 、 再 び 加 熱 を 行 っ て も 過 剰

熱 容 量 曲 線 に は 、 そ れ ら 二 つ の ピ ー ク が 共 に 観 察 さ れ な

か っ た こ と か ら 、 熱 活 性 化 、 熱 変 性 と も に 不 可 逆 反 応 で
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あ る と 考 え ら れ る 。 そ れ ぞ れ の 温 度 に お け る エ ン タ ル ピ

ー 変 化 は 15.5 kJ/mol (70.2 ℃ ) 、 及 び 1880 kJ/mol (110.3 ℃ ) と 算 出

さ れ 、 熱 活 性 化 の エ ン タ ル ピ ー 変 化 は 小 さ く 、 熱 変 性 の

そ れ の 約 120 分 の 1 で あ っ た 。 疎 水 性 プ ロ ー ブ ANS に よ る

解 析 の 結 果 は 、 活 性 化 に 伴 っ て 不 活 性 型 酵 素 の 表 面 に 露

出 し て い る 疎 水 性 残 基 が 内 部 に 折 り た た ま れ る こ と を 示

し て お り 、 ま た 、 結 晶 構 造 解 析 は 活 性 型 Pis-GDH の 高 い 耐

熱 性 が 分 子 間 の 疎 水 性 相 互 作 用 を 主 原 因 と し て い る こ と

を 示 し て い る 。 こ れ ら の こ と よ り 、 活 性 化 は エ ン ト ロ ピ

ー （ 疎 水 性 相 互 作 用 形 成 ） 駆 動 型 で あ る と い え る 。 タ バ

コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス の コ ー ト タ ン パ ク 質 の 温 度 ジ ャ ン プ

に よ る SAXS 測 定 に お け る 知 見 に お い て も 、 殆 ど 同 様 な こ

と が 認 め ら れ て い る 10-11) 。   

 

3-5  不 活 性 型 Pis-GDH の 溶 液 状 態 で の 活 性 化 に よ る 構 造

変 化 の 解 析  

SAXS は 、 Ｘ 線 を 非 結 晶 質 の 物 質 に 照 射 す る と 生 じ る

散 乱 の 中 で も 散 乱 角 が 10 ° 以 下 の 回 折 ・ 散 乱 を 利 用 し て

物 質 の 構 造 や そ の 変 化 等 に 関 す る 情 報 を 得 る 方 法 で あ る

12) 。 SAXS は 、 溶 液 状 態 で 測 定 が 可 能 な た め 、 タ ン パ ク 質

の 結 晶 化 操 作 が 不 要 で あ り 、 動 的 構 造 変 化 の 情 報 が 得 ら

れ る 。 ま た 、 溶 液 状 態 で 構 造 解 析 が 行 え る 核 磁 気 共 鳴 法
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と 比 較 し て 、 SAXS は よ り 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質 試 料 で も

測 定 が 容 易 に 行 え る 。 SAXS に よ っ て 分 子 の 大 き さ や 形

状 、 分 子 量 に 関 す る 経 時 的 情 報 を 得 る こ と が で き る が 、

X 線 結 晶 解 析 法 や 核 磁 気 共 鳴 法 の よ う に 原 子 レ ベ ル で の

精 緻 な 構 造 情 報 を 求 め る こ と は 困 難 で あ る 。 著 者 ら は

Pis-GDH の 活 性 化 に お け る 構 造 変 化 を 溶 液 状 態 で 観 察 す る

た め 、 不 活 性 型 、 熱 活 性 型 、 及 び 尿 素 活 性 型 Pis-GDH の

SAXS 測 定 を 高 エ ネ ル ギ ー 加 速 器 研 究 機 構 BL-10C （ つ く ば

市 ） に て 行 っ た 。 SAXS か ら は 、 酵 素 分 子 の 回 転 半 径 ( ギ

ニ エ 半 径 と も い う ： Rg) と 最 大 長 (Dmax) 、 散 乱 角 0 で の 散

乱 強 度 (J(0)) を 酵 素 濃 度 (C) で 割 っ た 値 （ J(0)/C ） か ら の 平 均

分 子 量 、 ク ラ ツ キ ー プ ロ ッ ト か ら の 酵 素 の 四 次 構 造 形 成

に 関 す る 情 報 等 が 得 ら れ る 。 酵 素 分 子 の 平 均 回 転 半 径

(Rg,z) は 、 SAXS 測 定 で 得 ら れ た 散 乱 曲 線 か ら ギ ニ エ プ ロ ッ

ト を 作 成 し 、 そ の プ ロ ッ ト の 直 線 部 分 の 傾 き が Rg,z2 に 比

例 す る こ と か ら 算 出 で き る （ 図 1a ） 。 そ の 結 果 、 不 活 性

型 、 熱 活 性 型 、 及 び 尿 素 活 性 型 Pis-GDH の Rg,z 値 は 、 そ れ

ぞ れ 54.6, 46.5, 46.9 Å と 算 出 で き た （ 表 2 ） 。 熱 活 性 型 と 尿 素

活 性 型 の Pis-GDH の ギ ニ エ 、 及 び ク ラ ツ キ ー プ ロ ッ ト の パ

タ ー ン は 、 全 て ほ ぼ 同 じ で あ っ た （ デ ー タ 省 略 ） 。 不 活

性 型 酵 素 の Rg,z 値 （ 54.6 Å ） は 熱 や 尿 素 処 理 に よ る 活 性 化

に よ っ て 約 8 Å 小 さ く な り 、 活 性 化 に よ っ て 全 体 の 構 造 が
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よ り コ ン パ ク ト に な る こ と が 明 ら か に な っ た 。 同 様 に 酵

素 分 子 の 最 大 長 （ Dmax ） も 145 Å か ら 124 Å （ 熱 活 性 型 ） 、  

120 Å （ 尿 素 活 性 型 ） へ と 顕 著 に 小 さ く な っ た 。 熱 活 性

型 、 尿 素 活 性 型 、 及 び 天 然 型 の 酵 素 に お い て 、 酵 素 化 学

的 パ ラ メ ー タ 、 及 び 構 造 学 的 パ ラ メ ー タ に 大 き な 違 い が

見 ら れ な い こ と か ら 、 そ れ ら は 類 似 の 構 造 を と る と 考 え

ら れ る 。 一 方 、 J(0)/C か ら 求 め た 分 子 質 量 は 不 活 性 型 を 含

め た 3 分 子 種 の 間 で 大 差 は な く 、 そ れ ら は 全 て 六 量 体 構

造 ( 約 270 kDa) を と っ て い る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 ク ラ

ツ キ ー プ ロ ッ ト か ら 酵 素 の 四 次 構 造 の ア レ ン ジ メ ン ト の

変 化 を 見 る と （ 図 1b ） 、 不 活 性 型 、 熱 活 性 型 、 及 び 尿 素

活 性 型 酵 素 の 全 て の 場 合 に 、 異 な る 二 つ の ピ ー ク を 持 つ

曲 線 が 認 め ら れ 、 全 て 四 次 構 造 、 つ ま り 六 量 体 を 形 成 し

て い る と 考 え ら れ た 。 し か し 、 そ の ピ ー ク の 位 置 は 活 性

型 で は 不 活 性 型 に 対 し て よ り 高 角 側 に シ フ ト し て お り 、

四 次 構 造 の ア レ ン ジ メ ン ト が 異 な る こ と が 示 さ れ た 。 以

上 の こ と か ら 、 活 性 化 に 伴 い 四 次 構 造 に は 変 化 が な い も

の の 、 そ の ア レ ン ジ メ ン ト が 変 化 し 、 酵 素 分 子 全 体 の コ

ン パ ク ト 化 が 起 こ る と 考 え ら れ る 。  

 我 々 は 熱 活 性 型 酵 素 の 立 体 構 造 を Ｘ 線 結 晶 構 造 解

析 に よ っ て 明 ら か に し て い る が 、 不 活 性 型 の 立 体 構 造 は

良 好 な 結 晶 が 得 ら れ な い こ と か ら 未 だ に 不 明 で あ る 9) 。
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そ こ で 、 SAXS デ ー タ を 用 い て ab initio 法 13) に よ る 低 分 解 能

の 構 造 モ デ リ ン グ 解 析 を 行 っ た 。 構 造 モ デ リ ン グ は 、 ラ

ン ダ ム な 酵 素 の 構 造 を 初 期 構 造 と し て 設 定 し 、 複 数 回 の

計 算 を 行 っ て 酵 素 構 造 モ デ ル を 構 築 し た 。 プ ロ グ ラ ム に

は 構 造 の 点 群 対 称 を 指 定 し て 計 算 を 行 う こ と が で き る プ

ロ グ ラ ム DAMMIN を 用 い た 13) 。 熱 活 性 型 酵 素 は 結 晶 構 造 解

析 か ら P32 の 点 群 対 称 を 持 つ こ と が 分 か っ て い る の で 、

そ の 対 称 性 を 考 慮 し て 計 算 で 得 た モ デ ル 構 造 を SAXS の デ

ー タ よ り 構 築 し た と こ ろ 、 結 晶 解 析 か ら 得 ら れ て い る 立

体 構 造 と 非 常 に 良 く 一 致 し た （ 図 2a, 2b ） 。 一 方 、 不 活 性

型 の 立 体 構 造 は 点 群 対 称 性 を 持 つ か ど う か 不 明 で あ る こ

と か ら 、 P32 点 群 対 称 性 と 点 群 対 称 性 な し (P1) の ２ 条 件

を 設 定 し て 計 算 を 行 っ た と こ ろ 、 両 者 で 立 体 構 造 の モ デ

ル が 全 く 異 な っ た 。 こ れ は 、 不 活 性 型 酵 素 の 最 も 取 り う

る 立 体 構 造 が 、 対 称 性 の な い P1 構 造 で あ る こ と を 示 し て

い る （ 図 2c ） 。 こ こ で 得 ら れ た 不 活 性 型 GDH の 低 分 解 能

構 造 モ デ ル は 、 熱 活 性 型 酵 素 の 構 造 と 比 べ て 二 つ の 異 な

る 点 が 認 め ら れ た 。 一 つ は 酵 素 分 子 の 点 群 対 称 性 の 消 滅

で あ る 。 熱 活 性 型 酵 素 は P32 の 点 群 対 称 性 を 持 ち 、 分 子

を 形 成 す る 二 つ の 三 量 体 が 向 き 合 っ て 六 量 体 構 造 を 形 成

し て い る （ 図 2a, b ） 。 一 方 、 不 活 性 型 酵 素 は 熱 活 性 型 酵

素 で 観 察 さ れ る 3 回 対 称 軸 が ね じ れ た 構 造 を と り 、 対 称
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性 が 失 わ れ て い る （ 図 2c ） 。 二 つ 目 の 構 造 上 の 相 違 は 、

不 活 性 型 酵 素 が シ リ ン ダ ー 状 の 構 造 を と る の で は な く 、

分 子 の 表 面 で 特 に 広 が っ た 構 造 を と っ て い る 点 で あ る 。

不 活 性 型 酵 素 で は 表 面 の 電 子 密 度 が 、 活 性 型 酵 素 の 場 合

よ り も 低 く な っ て い る 。 こ れ は 、 不 活 性 型 酵 素 が 部 分 的

に 変 性 状 態 に 近 い 状 態 で あ る こ と を 推 定 さ せ る （ 図

2c ） 。 ま た 、 酵 素 活 性 の 発 現 に は 、 多 量 体 構 造 の 形 成 だ

け が 必 要 で あ る の で は な く 、 多 量 体 化 に 伴 う 適 切 な 四 次

構 造 の 形 成 が 重 要 で あ る こ と を 意 味 し て い る 。  

 

４． 四 次 構 造 の 正 確 な ア レ ン ジ メ ン ト 形 成 が 酵 素 活 性 発

現 に 重 要 で あ る  

組 換 え Pfu-GDH で は 、 上 述 の よ う に 不 活 性 な 単 量 体 と

活 性 な 六 量 体 の 二 つ の 分 子 種 の 混 合 状 態 で 生 産 さ れ 、 加

熱 に よ り 前 者 は 後 者 へ 変 換 さ れ 、 天 然 由 来 の も の と 同 等

の 活 性 を 有 す る 。 ま た 、 組 換 え Tko-GDH と Pho-GDH で は 、 不

活 性 な 単 量 体 と 不 活 性 な 六 量 体 の 2 分 子 種 で 生 産 さ れ 、

加 熱 に よ り 両 分 子 が 活 性 化 さ れ る （ 表 1 ） 。 こ の よ う な

海 洋 性 超 好 熱 菌 の GDH の 場 合 と は 異 な り 、 内 陸 性 の

Pis-GDH で は 不 活 性 な 六 量 体 構 造 の GDH の 状 態 で 得 ら れ 、

加 熱 や 尿 素 添 加 が 駆 動 力 と な り 、 コ ン パ ク ト な 六 量 体 構

造 の 活 性 型 へ 変 化 す る こ と を 、 我 々 は こ こ で 初 め て 示 し
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た 。  

こ れ ら の 現 象 は 、 超 好 熱 菌 由 来 の 酵 素 を 常 温 菌 で あ

る 大 腸 菌 体 内 で 生 産 し た 場 合 で 見 ら れ る も の で あ る 。 な

ぜ な ら 、 本 来 の 菌 体 は 100 ℃ 近 く で 生 育 し て い る た め 、 培

養 温 度 が 活 性 型 へ 変 換 さ れ る 70.2 ℃ よ り 高 く 、 不 活 性 型

と し て 産 生 さ れ る こ と は な い 。 一 方 、 大 腸 菌 の 培 養 温 度

の 37 ℃ は 70.2 ℃ よ り か な り 低 く 、 活 性 型 へ の 変 換 速 度 が

極 め て 小 さ い た め 不 活 性 型 と な る 。 そ の た め 、 超 好 熱 菌

由 来 GDH を 遺 伝 子 組 換 え 酵 素 と し て 常 温 で 生 産 す る こ と

は 、 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 が 異 な る 立 体 構

造 を 形 成 す る こ と が 観 察 で き る 特 殊 な ケ ー ス と 言 え る 。

し か し 、 こ の 特 殊 な ケ ー ス が 、 こ れ ま で 不 分 明 で あ っ た

酵 素 の 多 量 体 構 造 の 形 成 機 構 に つ い て の 一 般 的 な 情 報 を

与 え る も の と し て 、 極 め て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。  

結 晶 構 造 の 比 較 に よ り 、 細 胞 内 の イ オ ン 濃 度 が 高 い

海 洋 性 菌 か ら の Pfu-GDH は イ オ ン 対 ネ ッ ト ワ ー ク の 増 強 に

よ り 高 度 耐 熱 性 を 有 す る の に 対 し 、 イ オ ン 濃 度 が 低 い と

予 想 さ れ る 内 陸 性 菌 か ら の Pis-GDH で は 主 に サ ブ ユ ニ ッ ト

間 の 疎 水 性 結 合 の 増 強 に 起 因 し て 高 度 耐 熱 性 を 示 す と 予

想 さ れ て い る 。 こ れ ら の こ と は 、 リ ボ ソ ー ム で 生 産 さ れ

た 単 量 体 酵 素 が 、 熱 や シ ャ ペ ロ ン な ど に よ り 活 性 型 の 多

量 体 酵 素 へ 成 熟 す る 過 程 で 高 次 構 造 の ア レ ン ジ メ ン ト が
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起 こ る 機 構 は 、 そ れ ぞ れ の 酵 素 の 持 つ 機 能 や 熱 に 対 す る

安 定 性 の 獲 得 の 様 式 、 細 胞 内 環 境 な ど の 違 い を 反 映 し て

多 様 で あ る と い う こ と を 示 し て い る 。 特 に 、 組 換 え

Pis-GDH の 熱 や 尿 素 に よ る 活 性 化 に 伴 う 構 造 変 化 の 解 析

は 、 酵 素 活 性 の 発 現 に は 正 し い 四 次 構 造 の ア レ ン ジ メ ン

ト が 必 要 で あ る こ と を 示 す 最 初 の 例 と し て 大 き な 意 味 を

持 っ て い る 。  

 こ れ ま で 、 著 者 ら の 研 究 を 除 き 、 超 好 熱 菌 の 不 活 性 な

組 換 え 酵 素 の 熱 に よ る 活 性 化 の 現 象 を 構 造 学 的 な 面 か ら

解 析 し た 例 は 見 あ た ら な い 。 特 に 我 々 が SAXS の 解 析 結 果

か ら 見 出 し た 、 熱 や 尿 素 に よ る 不 活 性 型 か ら 活 性 型 酵 素

へ の 変 化 の 過 程 で 、 分 子 質 量 は 変 化 せ ず 、 分 子 サ イ ズ が

劇 的 に 小 さ く な る 現 象 や 、 こ の 変 化 が 6 個 の サ ブ ユ ニ ッ

ト の 再 ア レ ン ジ メ ン ト に よ っ て 起 こ り う る こ と は 、 今

後 、 多 量 体 酵 素 の 形 成 機 構 と 活 性 発 現 機 構 の 関 係 を 解 明

す る 上 で 大 き な イ ン パ ク ト を 持 つ と 考 え ら れ る 。  

  

５． 総 括  

 大 腸 菌 で 生 産 さ れ た 超 好 熱 菌 由 来 の 不 活 性 型 Pis-GDH を

用 い た 著 者 ら の 研 究 は 、 加 熱 に よ る 活 性 化 の 発 見 と 構 造

解 析 に よ り 多 量 体 酵 素 の 機 能 発 現 の 過 程 を 初 め て 構 造 か

ら 見 る こ と が で き た 点 、 及 び 機 能 の 発 現 に は 多 量 体 化 の
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み な ら ず 適 切 な 四 次 構 造 の ア レ ン ジ メ ン ト が 必 要 で あ る

こ と を 示 し た 点 で 、 酵 素 の 多 量 体 化 と 活 性 発 現 に 関 す る

全 く 新 規 な 知 見 を 提 供 で き 、 大 き な 成 果 で あ る と 言 え

る 。 し か し 、 超 好 熱 菌 由 来 の GDH が 大 腸 菌 内 で 不 活 性 型

と し て 生 産 さ れ る 理 由 が 、 培 養 温 度 が 低 い た め だ け で な

く 、 超 好 熱 菌 GDH に 特 異 的 な 分 子 シ ャ ペ ロ ン が 大 腸 菌 で

は な い こ と に よ る の か 、 な ど 興 味 深 い 問 題 も 残 さ れ て い

る 。  

こ れ ま で に 酵 素 活 性 の 発 現 に 四 次 構 造 形 成 を 必 要 と

す る 他 の 酵 素 例 と し て 、 異 な る サ ブ ユ ニ ッ ト が 活 性 部 位

を 形 成 す る ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ の 場 合 な ど が あ る 14) 。 し

か し 、 本 稿 で 紹 介 し た Pis-GDH で は 、 そ の 結 晶 構 造 解 析 か

ら 活 性 残 基 の 存 在 す る 部 位 と 他 の サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 し

て い る 四 次 構 造 形 成 部 位 が 互 い に 離 れ て い る こ と が 示 さ

れ て い る 9) 。 さ ら に 、 不 活 性 型 Pis-GDH は 六 量 体 が 形 成 さ

れ て い る も の の 、 不 正 確 な ア レ ン ジ メ ン ト の た め に 活 性

が 発 現 し な い 。 こ の こ と は 四 次 構 造 の 形 成 に 寄 与 す る 部

位 が 正 し い 立 体 構 造 を 形 成 し て い な け れ ば 、 離 れ た 位 置

に あ る 活 性 部 位 に も 影 響 を 与 え て い る と い う こ と を 示 唆

し て い る 。 著 者 ら の 構 造 学 的 解 析 か ら 、 断 片 的 に で は あ

る が 、 四 次 構 造 形 成 の 酵 素 活 性 に 与 え る 影 響 の 解 明 が 進

ん だ が 、 多 量 体 化 が 持 つ 生 物 学 的 な 意 義 と は 何 か に つ い
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て は 全 く わ か っ て い な い 。 四 次 構 造 形 成 の 多 様 性 と 酵 素

機 能 ・ 安 定 性 と の 関 係 、 生 理 的 意 義 や 分 子 進 化 と の 関 係

な ど 、 今 後 さ ら に 精 緻 な 実 験 に よ っ て 解 明 す べ き 課 題 は

数 多 く 残 さ れ て い る 。 得 ら れ る 知 見 を 生 か し て 病 気 の 治

療 や 産 業 的 応 用 に つ な げ て い く こ と が 大 い に 期 待 さ れ

る 。  
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表 1 ．  種 々 の 好 熱 菌 / 超 好 熱 菌 由 来 の 大 腸 菌 組 換 え

GDH の 活 性 、 及 び 四 次 構 造 と 活 性 化 に 伴 う 変 化  

超 好 熱 菌    四 次 構 造      特 徴  

Pc. furiosus   不 活 性 型 ( 単 量 体 ） 加 熱 に よ る 活 性 化 が 多  

+ 活 性 型 （ 六 量 体 ）  量 体 化 を 伴 う  

T. kodakaraensis  不 活 性 型 ( 単 量 体 ) 加 熱 に よ る 部 分 的 活 性  

+ 不 活 性 型 ( 六 量 体 ) 化 が 多 量 体 化 を 伴 う  

Pc. horikoshii   不 活 性 型 ( 単 量 体 ) 加 熱 に よ る 活 性 化 が 多  

＋ 不 活 性 型 ( 六 量 体 ） 量 体 化 及 び 構 造 変 化 を  

伴 う  

Pb. islandicum  不 活 性 型 （ 六 量 体 ） 不 活 性 単 量 体 の 生 産 は  

見 ら れ ず 。 加 熱 に よ る

活 性 化 が 構 造 変 化 を 伴

う  
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表 ２ .X 線 小 角 散 乱 (SAXS) に よ っ て 求 め ら れ た 不 活 性 型 、 熱

活 性 型 、 尿 素 活 性 型 Pis-GDH の 構 造 学 的 パ ラ メ ー タ  

組 換 え 酵 素  

Pis-GDH の 状 態  Rg,z (Å)   Mw,w (k)   Dmax(Å)  

不 活 性 型       54.6±0.1   280±26     145±3  

熱 活 性 型     46.5±0.1   299±14     124±3  

尿 素 活 性 型  46.9±0.1  337±34     120±3  
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Figure Legends  

 

図 1. X 線 小 角 散 乱 法 に よ る 不 活 性 型 Pis-GDH の 溶 液 構 造 に

対 す る 加 熱 処 理 の 影 響  

(a) ギ ニ エ プ ロ ッ ト ： 直 線 の 傾 き が 分 子 の 平 均 回 転 半 径

(Rg,z) の 2 乗 に 比 例 す る 、 (b) ク ラ ツ キ ー プ ロ ッ ト ： 四 次 構

造 を 形 成 し て い る タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 二 つ の ピ ー ク が

観 察 さ れ て い る 。 実 線 ： 不 活 性 型 Pis-GDH 、 点 線 ： 活 性 型

Pis-GDH 。  

 

図 2. 結 晶 構 造 と X 線 小 角 散 乱 (SAXS) に よ る 低 分 解 能 構 造 の

比 較  

(a) 熱 活 性 型 Pis-GDH の 結 晶 構 造 ( リ ボ ン 図 ) 、 (b) 熱 活 性 型

Pis-GDH の SAXS か ら の モ デ ル 構 造 （ 球 ） 、 (c) 不 活 性 型

Pis-GDH の SAXS か ら の モ デ ル 構 造 (P1 対 称 性 な し 、 球 ) 。 上

段 は 六 量 体 構 造 を 3 回 対 称 軸 を 中 心 と し た 方 向 か ら 見 た

図 。 下 段 は 2 回 対 称 軸 を 左 右 に し た 方 向 か ら 見 た 図 。  
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図 1.  
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図 2.  

 


