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研究の概要（200～300字で記入、図･グラフ等は使用しないこと。） 

深海生物の酵素は、その生物の生育環境に適応し、圧力に強く、高圧下で活性が高い

ことが明らかとなっている。このような、高圧力条件は酵素タンパク質の立体構造に影

響を及ぼし、その活性を大きく変化させることが知られている。本研究では、こうした

知見に基づき、イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素を材料に、高圧環境に適応した深海好

圧性微生物、高温環境に適応した好熱性微生物、常温・大気圧環境に適応した通常微生

物、そして深海生物であるシロウリガイの共生細菌の酵素を材料として、これらの酵素

の活性と高圧下での構造変化との相関関係を総合的に比較し、圧力付加に対しどのよう

な構造の変化が酵素活性の安定化をもたらすのか調べた。  
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

 

 本酵素の性質をより詳細に明らかにするため、常圧菌由来のイソプロピルリンゴ酸脱水素酵素

に S266P、 L138N 変異 を導入 したものを作製 した。これらを精製 し、耐 圧性の測定 を行 った

S266P 変異酵素は耐圧性が野生型よりもわずかに高く、逆に L138N 変異酵素では、若干の耐圧

性の低下がみられた。  

 

ストップトフロー法にて酵素の律速段階を測定するため、常圧菌由来のイソプロピルリンゴ

酸脱水素酵素を材料に、測定方法の検討を行った。結果、酵素濃度を 20  μM と高濃度にする

ことで、今まで誰も測定することができなかったイソプロピルリンゴ酸脱水素酵素のバース

トを測定することが可能になった。蛍光 ・吸光を組み合わせてストップトフロー法で測定した結果、

酵素反応がランダム反応機構で進行することが明らかとなった。本酵素の常圧における律

速段階は、酵素に基質と補酵素が結合した後の酵素反応時もしくは酵素からの生産物の解

離であることが明らかとなった。  

 

好熱菌 Thermus  t hermophi lus のイソプロピルリンゴ酸脱水素酵素の熱安定性が野生型と比

較して、約 3.4℃上昇した L134N 変異体では、耐圧性が低下することが明らかとなっている。高圧

結晶構造解析に向けた結晶を作製 し、名古屋大学にて X 線結晶構造解析を行った結果 、

L134N 変異酵素の立体構造が明らかとなった。同様の方法で作成した結晶を材料に名古屋

大学にて、高圧結晶構造解析に使用可能であるか加圧実験を行った。その結果、550 MPa ま

では測定が可能だが、それ以上の高圧になると、溶媒に含まれる塩の結晶が析出し、測定が困

難になることが明らかとなった。  

 

 クローニングすることが不可能とされてきたシロウリガイのオルガネラとして機能する

共生イオウ細菌のイソプロピルリンゴ酸脱水素酵素を、枯草菌のゲノムにクローニング

し、これを培養して、共生イオウ細菌の酵素を精製する予定であったが、クローニングし

た配列に変異が入っており、枯草菌を使用した方法での酵素の発現は困難であることが明

らかとなった。  
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