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〔論文審査の要旨〕 

塩は生体に不可欠な構成成分であり、溶液中のタンパク質の構造安定性や機能において重要

な役割を果たしている。塩は溶液の物性を変化させるだけでなく、タンパク質分子表面に特異

的に結合したり、帯電基の電荷を遮蔽したりする。さらに酵素の触媒反応には、基質との結合

や生成物の解離、化学反応過程などの複数の素過程が含まれるため、酵素機能に対する塩の作

用機構は複雑で、未だ十分には解明されていない。 

本論文の著者は、酵素の構造、安定性、および機能に対して塩が及ぼす影響を調べるために、

石川県能登の塩田土壌から発見された高度好塩性古細菌Haloarcula japonicaTR-1株由来のジヒ

ドロ葉酸還元酵素（HjDHFR P1）に着目した。HjDHFR P1は、モデル酵素として広く研究され

ている大腸菌由来DHFR（EcDHFR）とのアミノ酸配列の相同性が47.5%であるが、予測される

立体構造はほとんど同じである。組換え体として単離精製したHjDHFR P1の構造と安定性、お

よび、酵素反応の素過程に対する塩の効果を調べ、好塩性とそのメカニズムを検討した。 

本論文では、著者は大きく分けて次にあげる２つの研究を行った。 

１つめに行った研究は、HjDHFR P1の構造と安定性に対するNaClの効果の研究である。 

HjDHFR P1の構造と安定性に対するNaClの効果を、円偏光二色性（CD）と蛍光分光法を用い

て調べた。その結果、HjDHFR P1は、NaCl濃度の増加に伴って立体構造が変化し、500 mMで

構造変化が収束することがわかった。さらに、このような構造変化はNaCl濃度の増加だけでは

なくpHの低下や補酵素ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）の添加によ

っても誘起され、またNaCl存在下と非存在下でのCDスペクトルの葉酸（基質類似体）とNADPH

濃度依存性との比較からこの構造変化は基質結合部位周辺の構造形成を示すことがわかった。 

また、HjDHFR P1の熱安定性はNaCl濃度の増加に伴って顕著に増加した。変性に伴う熱容量

変化（ΔCP）は500mM NaClで収束し、基質結合部位周辺の構造形成に伴って未変性状態の溶媒

露出表面積が変化することが確認できた。一方、尿素に対する安定性もNaCl濃度の増加に伴っ



て顕著に増加したが、変性に伴うGibbs自由エネルギー変化（ΔG°u）はNaCl濃度に対して直線

的に増加した。このことから、NaClによるHjDHFR P1の構造安定性の増加には、基質結合部位

周辺の構造形成は関与しておらず、酵素分子とNaClとの選択的な相互作用が関与していること

が示唆された。  

 

２つめに行った研究は、HjDHFR P1の酵素機能に対するNaClの効果の研究である。 

NADPHを含む活性測定条件の下では、基質結合部位周辺の構造が形成されているにも関わら

ず、HjDHFR P1の酵素活性はpH 6で500mMの至適NaCl濃度を持つという、中程度の好塩性を示

した。そこで、HjDHFR P1の活性化と不活性化のメカニズムを明らかにするために、酵素活性

に対するpHと様々な塩の効果、定常状態の酵素反応速度と重水素同位体効果、およびリガンド

の結合・解離速度を調べた。 

HjDHFR P1の酵素活性は、pH6では500 mMで非添加時の8倍に増加し、pH 8では250 mMで4

倍に増加したものの、pH 10ではNaCl濃度依存的な活性の変化は観測されなかった。さらに重

水素同位体効果より、pH 10における酵素反応の律速過程は化学反応（Hydride transfer）過程で

あることがわかった。これらの結果から、塩による活性化と不活性化は酸性～中性領域でのみ

起こり、Hydride transfer過程は塩濃度に依存しないことがわかった。また、様々な塩を用いた

酵素活性の塩濃度依存性の比較と、幾つかのモデルを用いたNaCl濃度依存性の解析より、塩に

よる活性化には無機アニオンの結合が、不活性化には酵素と塩との選択的な相互作用が関与し

ていることが示唆された。一方で、stopped-flowによるリガンド結合実験では、Trp残基に由来

する蛍光の基質（ジヒドロ葉酸：DHF）の結合に伴う消光量はNaCl濃度依存的に増加するが、

消光速度はNaCl濃度に依存しないことが示された。さらに、500mM以上のNaCl存在下では、生

成物（テトラヒドロ葉酸：THF）の解離速度や触媒サイクルの回転速度を示すkcat値がNaCl濃度

依存的に減少した。これらのことから、HjDHFR P1の塩による活性化機構は、無機アニオン非

結合型でDHF結合能を持たない分子種と、アニオン結合型でDHFと結合可能な分子種間の平衡

に基づいており、塩による不活性化機構は、酵素と塩との選択的な相互作用が、律速過程であ

るTHFの解離過程を減速させることに起因していることが示された。 

 

 全体を通して本論文の著者は、好塩菌由来タンパク質HjDHFR P1に関し、塩を含まない条件

下では部分的な構造しか形成しておらず、塩やNADPHの添加、さらにはpHの低下により基質

結合部位周辺の構造が形成されることを明らかにした。一方で、HjDHFR P1の構造安定性には、

塩との選択的な相互作用が寄与しており、酵素の構造形成は寄与していなかった。また、

HjDHFR P1の塩による酵素機能の活性化には、無機アニオンの結合に伴うDHF非結合型と結合

型間の平衡の変化が寄与しており、不活性化は、酵素と塩との選択的な相互作用により生成物

の解離過程が減速されることに起因していることが示された。 

本研究で明らかにしたHjDHFR P1の塩による活性化・不活性化の機構は、死海に生息する

Haloferax volcanii由来の2つの好塩性DHFRや、非好塩性のEcDHFRにも共通していると考えら

れ、高い塩濃度という極限環境に生息する好塩菌酵素の生物化学的及び物理化学的な基盤と

なる知見を提起するものであり、学術的価値の高い研究である。 

以上、審査の結果、本論文の著者は博士（理学）の学位を授与される十分な資格がある

ものと認める。 
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