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好塩性酵素：マイナス荷電が決める好塩性

１． は じ め に

多くの有用微生物の利用によって人々の日々の暮らしが

支えられていることは自明の事実である．通常生物が生き

てゆけないいわゆる“極限環境”に生息している微生物は，

極端な環境条件でも生きてゆける特殊な能力を持っている

わけで，この特殊能力を解明し利用することは重要な研究

課題である．

２． 好塩菌と好塩性酵素

筆者らはこのような極限環境微生物の中でも特に“好塩

菌”とそのタンパク質に注目して研究を進めている．好塩

菌は塩環境に適応するとともに塩を生育に要求する微生物

であり，極端に高い塩濃度（～２．５M以上）を好む高度好

塩菌と，最適生育塩濃度は１～２M程度であるが０．２M～飽

和濃度と非常に幅広い塩濃度で生育可能な中度好塩菌に分

類できる１）．高度好塩菌のほとんどは古細菌（Archaea）に

属し，生育環境の高濃度塩に対抗する手段として，細胞内

に外界に匹敵する高濃度の塩を蓄積する（salt-in）という

通常の生物では見られない方法を用いている．細胞内はい

わば「塩漬け」状態であるが，DNAの複製や転写，翻訳，

タンパク質の構造形成，代謝等々，すべての生命活動がこ

のほぼ飽和塩濃度の細胞内で滞りなく行われている．その

ため細胞構成成分は高濃度塩環境に適応して強い好塩性を

示す．一方，中度好塩菌は細胞内に適合溶質を蓄積するた

め一般に細胞内塩濃度は生育環境よりは低い（salt-out）と

考えられ，細胞内酵素は高度好塩菌ほど強い好塩性を示さ

ないものが多い．また細胞外に分泌される酵素は高濃度塩

の環境に適応して強い好塩性を示す．

３． 高度好塩菌由来酵素と中度好塩菌由来酵素の

好塩性メカニズム

ひとくちに好塩性酵素といっても上記のようにそれらが

働く生理的環境によって塩濃度は異なり，高度好塩菌由来

のものと，中度好塩菌由来のもの（さらに中度好塩菌由来

のものは細胞内酵素と細胞外酵素）で性質が異なり区別し

て考える必要がある．高度好塩菌由来の酵素は，一般に最

低１M程度の塩がないと失活してしまい，酵素の安定性に

高濃度塩環境を“利用”している．従って，好塩性メカニ

ズムを考える際には，タンパク質―タンパク質の相互作用

とともにタンパク質―溶液の相互作用，すなわちタンパク

質と水分子や塩イオンとの相互作用の考察が必須である．

これに比べると，中度好塩菌由来の酵素は，その安定性に

塩を要求しないものも多く，細胞質酵素では，高濃度塩で

活性が阻害されるものも多いので，溶液との相互作用も通

常酵素により近いと考えられる．興味深いのは中度好塩菌

の細胞外酵素である．高濃度塩存在下でもよく働く強い好

塩性を示し，“通常酵素的性質”も持ち合わせているので，

塩がなくても安定（耐低塩性＝安定なコア構造）なものが

ある．これは，自然界では０．２M～飽和濃度といった極め

て幅広い塩濃度環境で働かなくてはいけないことを考える

と合理的である．

４． 高度好塩菌タンパク質の好塩性メカニズム

典型的に強い好塩性を示す高度好塩菌酵素の好塩性メカ
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ニズムは，Zaccai, Ebel, Madernらの Haloarcula marismor-

tui（死海から分離された好塩性古細菌）由来リンゴ酸デ

ヒドロゲナーゼ（HmMDH）の研究によって詳しく調べら

れている２，３）．

高度好塩性酵素のアミノ酸組成には明快な特徴があり，

アスパラギン酸，グルタミン酸など酸性アミノ酸含量が目

立って高い．一方，塩基性アミノ酸含量は少なく，総電荷

が大きくマイナスに偏った酸性タンパク質である．幾種類

かの高度好塩性菌のゲノム解析，プロテオーム解析からも

この傾向は明らかである４）．極限環境生物由来で最もよく

研究されている好熱性タンパク質の表面には，荷電を持っ

た酸性・塩基性アミノ酸両者の含量が高く，空間的には酸

性・塩基性アミノ酸が近くに位置する頻度が高い５）．つま

りこれらアミノ酸残基の静電的な相互作用がタンパク質の

安定化の一つの要因と考えられている．好塩性タンパク質

はこれと好対照で，空間的に酸性アミノ酸の近くに位置す

るアミノ酸の頻度は，塩基性アミノ酸が一番低く，酸性，

非極性，極性，その他のアミノ酸の順に高くなると報告さ

れている５）．豊富な酸性アミノ酸残基は好塩性タンパク質

の表面を負電荷でおおっている．この表面の負電荷に塩イ

オン（カチオン）とそれに結合した水分子が多量に群がり，

hydrated ion networkを形成して水和殻を作り，高濃度塩存

在下でのタンパク質の安定性と機能性を維持しているとさ

れている．また，HmMDHにおいては，このようなカチ

オンの非特異的な結合とは対照的に，Clアニオンが数箇

所の特異的な結合サイトに結合し，タンパク質の構造安定

性を高めていることが分かっている．四量体を形成してい

る HmMDHにおいては，高濃度塩存在下においてもサブ

ユニット間の結合には静電的な塩橋が大きく関与している

らしく，ここに Clアニオンが結合してサブユニット構造

を安定化していると報告されている２，３）．

一般に高度好塩性酵素は，低い塩濃度環境には耐えられ

ず失活する．これは多量のマイナス荷電どうしの静電的反

発と，（おそらく通常酵素に比べるともともと強固でない）

コア構造のゆるみによって変性に向かうと考えられる．こ

のコア構造の弱さは強い疎水性を示すアミノ酸の含量が低

いことに起因している．高度好塩菌は塩の塩析効果を利用

してコア構造を維持している．

図１ HsNDKとショウジョウバエ NDKの三次元構造比較
HsNDKはリボンで，ショウジョウバエ NDKは線で描き，重ね合わせた．α１―α１０はヘリッ
クス構造，β１―β４はベータ構造をとる領域を示している．Nは N末端，Cは C末端を表す．
小さい丸は結合した基質．四角で囲んだ α３―α４，α８―α１０領域は，酸性アミノ酸残基が特に
集中している「酸性クラスター」領域．

４０２ 〔生化学 第８１巻 第５号

みにれびゆう



筆者らは，高度好塩菌 Halobacterium salinarum から塩が

なくても活性を保持している耐低塩／高度好塩性酵素ヌク

レオシド二リン酸キナーゼ（HsNDK）を見つけた６）．本酵

素は，３０℃以下であれば塩がなくても六量体構造と活性

を保持している．しかし大腸菌内で発現した不活性型酵素

や熱処理などによる変性型酵素の巻き戻りには，２M以上

の塩か，４Mの適合溶質（trimethylamine-N -oxide）の助け

が必要である７）．現在までの結晶解析８）では，結合した水分

子や塩イオンを特定できる解像度は得られておらず詳細な

安定化のメカニズムの解明は今後の課題である．一方，結

晶解析で得られた HsNDKの主鎖の三次元構造は，塩基性

タンパク質（等電点８．５５）であるショウジョウバエ NDK

の構造と重ね合わせてみるとほぼぴったりと重なる

（図１）．HsNDKの α３―α４領域と α８―α１０領域は酸性アミ
ノ酸が特に集中した酸性クラスター領域であるが，この領

域でも主鎖の構造がほぼぴったり一致していることは興味

深い．

筆者らは，さらに低濃度の塩で巻き戻る HsNDK変異体

を選抜し，１１４番目のグリシンがアルギニンに変異した

G１１４R変異体を得た９）．G１１４RHsNDKは，０．６～１Mの塩

存在下で熱変性から巻き戻り，熱安定性も１０℃程度増加

していた．この１１４番目残基は，六量体を形成する隣のサ

ブユニットの１５５番目のグルタミン酸のごく近傍位置にあ

り，G１１４RHsNDKでは隣どうしのサブユニット間のグル

タミン酸―アルギニンによる塩橋によって，低塩濃度環境

下において直接サブユニット間の相互作用が安定化された

ものと考えられる．

５． 中度好塩菌 Halomonas 由来 NDK（HaNDK）の構造

と安定性

筆者らは未だ詳細な研究が少ない中度好塩菌タンパク質

の好塩性メカニズムを解明すべく，多くの好塩性タンパク

質遺伝子を分離し，大腸菌での発現・精製により，安定性

や可溶性，変性からの活性回復などの機能解析，二次構造

やサブユニット構造解析などを行ってきた．中度好塩菌細

胞質酵素である HaNDK１０）は，（i）活性については弱い好塩

性を示したが，高濃度塩存在下では活性が阻害された．

（ii）４℃保存においては，塩の添加のあるなしに関係なく

安定であった．また（iii）熱による二次構造の融解について

は，５０mMの NaCl存在下では３８（融解開始）―５１（融解終

了）℃であるのに対し，０．２Mでは４０―５０℃，２M以上では

４１―６３℃と塩による安定化が観察された．HaNDKと最も

相同性が高い（７８％ identity，８９％ similarity）通常細菌 Pseu-

domonas aeruginosa 由来の NDK（PaNDK）における同様

の実験では，塩による安定化は見られなかった．（iv）酸性

アミノ酸残基数／塩基性アミノ酸残基数の比は，HaNDK

で１．６４（等電点４．５６），PaNDKでは１．１６（等電点５．３６）

と HaNDKのほうがより酸性タンパク質であるが，アミノ

酸数で比べると酸性アミノ酸は HaNDKのほうが１個多い

だけで，大きな差はなく，上記比率の違いは，HaNDKの

塩基性アミノ酸数が少ないことに起因していた．ちなみに

高度好塩菌由来 HsNDKの比は２．６４，等電点は４．２２であ

る．（v）HaNDKは，０～２Mの NaCl存在下で二量体を形成

し，現在までに報告されていた種々生物の NDKは四量体

もしく六量体を示すとされているのに対して新規なサブユ

ニット構造であった（図２―１）．既報の四量体，六量体の

基本構造は共通した二量体構造であり，HaNDKの結晶構

造はこの基本構造と同一の構造であった（S. Arai, T.

Tamada, R. Kurokiほか：未発表）．（vi）PaNDKと比較して

HaNDKが示した最大の特徴は，８０℃で熱変性処理し冷却

した後の構造の巻き戻り効率である．PaNDKが不可逆的

に変性したのに対し，HaNDKは瞬時に８０％の活性を回

復するという高い巻き戻り効率を示した．この変性後の高

い巻き戻り効率は，筆者らが分離した中度好塩菌ペリプラ

ズム由来の β-ラクタマーゼ（BLA）と同様の性質であっ

た１１）．ほとんど全ての BLAは，熱処理により不可逆的に

変性するのに対して，中度好塩菌由来の BLA（HaBLA）は，

瞬時に～８０％程度の活性を可逆的に回復した．HaBLA

は，酸性／塩基性アミノ酸の比が２．１，等電点が４．２２とい

う典型的な好塩性酵素である．これらの結果は多くの好塩

性酵素の構造的特徴に由来する共通の性質と考えられ，好

塩性タンパク質は総電荷の偏りのため変性状態でも可溶性

が高く，またマイナス荷電どうしの反発もあって，不可逆

的な凝集体を作りにくいので，変性状態からの可逆的な巻

き戻りに優れているものと考えられる（図３）．この好塩

性酵素が持っている高い構造可逆性は，酵素の応用面から

考えても極めて有利な性質である．

６． HaNDKと PaNDKの二量体／四量体変換

グラム陰性細菌由来の NDKは一般に四量体構造（二量

体の二量体構造），その他の真核生物や古細菌，グラム陽

性細菌の NDKは六量体構造（二量体の三量体構造）をとっ

ているのに，なぜ HaNDKは基本構造の二量体構造のまま

存在しているのであろうか？ HaNDKと PaNDKのキメ

ラタンパク質を作成して調べた結果，C末端近傍領域がサ

ブユニット構造を支配していることが分かり，Myxococcus
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由来四量体 NDK（MxNDK）の結晶構造を参考にしてその

重要な領域を１３０～１３７番残基配列に絞り込んだ．この配

列は HaNDKにおいては AYFFEESE，PaNDKでは AYFF-

AATEであり，下線を付けた１３４，１３５番残基が特徴的に

異なっていた．そこで HaNDKの Eを Aに，逆に PaNDK

の Aを Eに変えた変異型 NDKを作成したところ，E１３４

AHaNDKは四量体に，A１３４EPaNDKは二量体に変換され

た．１３５番残基の変異は影響がなかった．四量体構造中で

は１３４番残基どうしが極めて近接した位置にあると考えら

れ，ここがグルタミン酸残基であると立体障害（Gluの側

鎖と向かいのサブユニットの主鎖がぶつかる）とさらにマ

イナス荷電の反発で安定した四量体構造がとれないと推測

された（図２―２，３）１２）．

７． 非好塩性酵素 PaNDKへの「好塩性」の付与と

構造可逆性の向上

好塩性酵素の指標は，（i）酵素活性や酵素の安定性が塩

の添加によって向上すること，（ii）変性からの可逆的な巻

き戻り効率が高いこと，そして，（iii）SDS-ゲル電気泳動

（SDS-PAGE）でのバンドの移動度が本来の分子量から予

想される位置より異常に遅れる（見掛け上，大きな分子量

にみえる）ことである．上記の変異型 NDKのサブユニッ

ト構造を調べている過程で，筆者らは変異を導入すること

によって SDS-PAGE上での移動度が大きく変化すること

に気付いた１３）．PaNDK野生型の１３４／１３５番残基を Aから

Eに変えると「好塩性」の指標である移動度の減少が認め

られ，PaNDKEEではほぼ HaNDK野生型に匹敵する異常

に遅い移動度を示した．HaNDKの Eを Aに変換してゆく

とちょうど逆の現象が見られ，好塩性の消失が予想され

図２ NDKのサブユニット構造と好塩性を支配する C末端領域のグルタミン酸残基
（１）NDKのサブユニット構造．MxNDKでは，A B二量体と C D二量体で図のような四量体を形成し
ている．（２）MxNDKの結晶構造をもとに組み立てた HaNDKの四量体仮想モデル．四量体構造の接着
中心部分に各サブユニットの C末端領域が集中している．（３）中心部の拡大図．白丸は，１３４番目の
Glu残基を示している．（４）HaNDK二量体モデルで，白丸は C末端領域の１３４，１３５番目の Glu残基を
示し，この酸性アミノ酸が好塩性を支配している．
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た． そこで PaNDKEEと HaNDKAAの両変異型について，

他の好塩性の指標を調べたところ，PaNDKEEに関して

は，至適反応塩濃度の上昇，安定性に対する塩の添加効果

の出現，及び熱変性後の巻き戻り効率の上昇などすべての

指標で好塩性が付与されていた．HaNDKAAは，逆に至適

塩濃度，安定性に対する塩の添加効果とも好塩性を失って

いた．ただ巻き戻り効率は，依然として高い効率を示して

測定範囲内では変化を検出できなかった．HaNDKAAの等

電点は４．７０，PaNDKEEの等電点は５．０１と計算される．

構造可逆性は，他の好塩性の指標に比べて総荷電の偏り

（等電点の低さ）により強く依存しているものと思われる．

一方，PaNDKEEは，HaNDKAAよりも高い等電点を持つ

にもかかわらず，活性・安定性・移動度の三つの指標でよ

り高い好塩性を示したことは，もちろんマイナスの総荷電

が「好塩性」に大きな役割を果たしていることは間違いな

いが，さらに特定の位置のマイナス荷電が重要であるとい

うことを示唆している（図２―４）１３）．上記の結果は，通常酵

素 PaNDKに「好塩性」を付与できたことを示している．

好塩性菌の知恵に学び，産業的に有用な酵素の開発（好塩

性酵素工学）を進めたい．
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