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酵素反応における基質の 基底状態不安定化の熱力学的特性

織田　昌幸 1＊ ・円谷　 健 2 ・藤井　郁雄 2

等温滴定型熱量計 （isothermal　titration　calorimeter
，

ITC）は，
一
定温度下 で滴定に伴う熱量 変化を検出する

装置で，お もに分子 間相互作用解析 に用 い られる
1），

ITC 装置の セ ル 中にあ るA 分子 に対 して，シリ ン ジか ら

B 分子を滴下する こ とで ，A 分子 とB 分子が結合する際

に発生す る微小 な熱量変化を計測 し，得 られ る滴定曲線

か ら，結合比 （n），結合定数 （K 。），結合 の エ ン タル ピー

変化 （M ）を決定で きる．さ らに熱力学に 関する関係

式か ら結合の Gibbs自由エ ネル ギー変化 （△G）や結合

の エ ン トロ ピー変化 （△S）を算出で き，また 醒 の 温度

依存性か ら，熱容量 変化量 （△Cp）を求め ら れ る，特筆

す べ きは ， △H を観測，正確に決定で きる点で ， 他の 測

定手法に比 べ て，分子間相互作用 の 熱力学量 を精度よく

決定で きる こ とが挙げられ る．

　本稿で は，ITC の 適用例 として，酵素反応の 熱力学解

析を紹介する．対象酵素は，ク ラ ラ ム フ ェ ニ コ ール ・プ

ロ ドラ ッ グ中の エ ス テ ル結合を加水分解する 2種類 の 触

媒抗体，6D9 と9ClOで ある 2・3｝，触媒抗体は，
一
般的に

反応遷移状態時の 基質構造と立体的か つ 電子的に似た化

合物で ある遷移状態ア ナ ロ グ （transition−state 　analog
，

TSA ）を免疫 して得 られ るが，酵素と同様に，反応 の

遷移状態 を安定化する こ と に よ り反応を加速す る
4）．

6D9 と 9C　10の 反応加Pa　kcat！kun、、匸は 6D9 で 935，9C10で

56で あり，6D9 の 活性が よ り高い ．さらに興味深 い こ

とに，各抗体で基質の 基底状態と遷移状態に対する結合

活性 の 差Km ！Kiが，　 k、a 、／kuncatと ほ ぼ 一致した．す なわち，

基底状態と遷移状態に対する結合力の 差が大 きい ほ ど，

高い 触媒活性を持つ と言える．

　6D9 とTSA との 複合体の X 線結晶構造 はすで に報告

され て い る （図 1）5）．6D9 は比較的深 い 抗原結合部位を

形成 して お り，ボス ホ ン 酸エ ス テ ル の 酸素原子 はHisL27d

と水素結合 して い る．また，TSA の 2個の ベ ン ゼ ン環は

重なるようにして，抗原結合部位の 深 い 位置に取 り込ま

れ て い る．TSA と基質 とが同様の結合様式で 抗原結合

部位に結合 して い る と仮定する と，基質の エ ス テ ル 部は

ね じれ，熱力学的に不安定な非平面構造をとっ て い る こ

とが示唆され る，こ の よ うに基質が ひずむこ とに よ り，

遷移状態へ 到達するの を容易に して い るもの と考えられ

る，一
方，9ClO ・TSA 複合体の 立体構造情報はない も

の の，6D9 で の TrpHlo°i に相当する ア ミ ノ酸残基が欠損

する など，抗原結合部位の 疎水性は低 く，6D9 と同様に

基質の エ ス テ ル 部位がね じれた形で結合する とは考えに

くい ．すなわち，こ の ねじれの程度が各触媒抗体 の 活性

図 L6D9 とTSA 複合体の X 線結晶構造

に 反映され，当然，結合熱力学量 にも反映され るもの と

想定される．

ITC 測定

　ITC を用 い て 酵素反応の 熱力学特性 を明 らか にすべ

く，触媒抗体 6D9 と9ClO に つ い て ，基質な らびに TSA

との 結合に 関する熱力学的解析を行 っ た 6）．なお，各結

合の 熱量変化に基質の 加水分解反応熱が混在すると，結

果の解釈が困難に なる．そこ で 本研究で は，少なくとも

測定時間の 2時間程度で は触媒反応が進み に くい 弱酸性

緩衝液 （pH 　6．0）中で ITC 測定を行っ た．

　図2に は，ITC 測定デ ータ の
一

例 とし て，セ ル 中の

6D9溶液に対 して，シ リ ン ジか ら基質を滴下したデ
ー

タ

を示す．この 測定系で は，△H が絶対値 として小 さい こ

ともあ り，高濃度の 試料を用 い て い る が，6D9 とTSA

や 9C10 とTSA お よび基質の 結 合実験 で は， こ の 1110

程度の濃度で測定し，良好な結果を得て い る．一般的に

ITC測定に必要 な試料濃度は，そ の 測定系に依存する の

で ，最初は適当な濃度で測定 し，その結果を見て判断す

る こ とが薦め られ る，従来は，ITC 測定には比較的大量

の 試料が必要で あ っ たが，最近で は，高感度かつ 少量試

料で 測定で きる装置の 開発 も進んでお り，ユ ー
ザ
ー

か ら

す るとITC測 定可能な系の バ リア も下が っ て い る 7〕．ま

た測定にあた っ て は，で きるだけ着 目する相互作用に伴

う熱量変化の みを観測すべ く，セ ル とシ リ ン ジ に充填す

る試料 の 溶媒を一致させ るなどの 注意を要する．相対的

に高濃度 となる シ リン ジ中の 試料がセ ル 中に滴下される

こ とに伴 い
， 希釈熱が発生するため ，

セ ル 中の 緩衝液に

＊
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図 2．ITCデータ例 （A ）25°C で の ITC測 定生 データ．（上）
基質 （800μM ）を6D9 （30μM ）に滴下．（下〉基質 （800　pM ）

を緩衝液に 滴下．（B）解析デ
ー

タ．（A ）の 各滴下 ピー
ク を積分

し，希釈熱分を 差 し引い て，セ ル 中の 基質16D9の モ ル 比 に対
して プ ロ ッ トし，1 ： 1結 合モ デ ル で フ ィ ッ テ ィ ン グ．得 られ

たパ ラ メータ は次の 通 り ；n ＝1．97
，
　Kn　‘　5．98 × 104　M −1，盟 ＝

−15，7kJ！mol ，

対 して 滴下する コ ン トロ ール実験を行 い ，希釈熱分を差

し引 くこ とも必要となる．

　それぞれ の結合 を異な る温度で ITC 測 定を行 うこ と

で，結合熱力学量に 関する温度依存性に 関する知見を得

る こ とが で きる（図3＞．一
般的に生理的温度範囲内で は，

△H ，T△S ともに 高温側で 値が小 さくな り，両者が補償

する こ とで △G はほ ぼ一定の値をとる．また結合に伴 い ，

緩衝液中の プ ロ トン との 交換が起 こ りうるの で，結合系

そ の もの の 熱力学量を決定する場合，異なる緩衝液中で の

ITC測定を行 い ，熱力学量 を補正す る こ とが薦め られ る s）．

熱力学解析結果の 解釈

　本研究 に用 い た触媒抗体は IgG で ，1分子あた り2か

所 の 抗原結合部位を持つ ．今回得 られた n の 値は い ずれ

もほ ぼ 2で あ り，各抗体が い ずれ も結合活性を有する こ

とが示唆 された．一般的に n の値を指標に，対象分子の

活性や変性分子の 割合を見積 もるこ ともで きる．

　図 3に示 した M の温度依存性か ら，△Cpが求め られ，
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図3．6D9の 基質結合熱力学量の 温度依存性．岨 （○），△（｝（△ ），
TAS （口）．

表 1．25°C で の 結合熱力学量 （kJ！mol ）

抗体 抗原 △G 丗 TtNS

6D96D99ClOgClO

瓢

撒

一372
−56．4
−56，1
−6L5

一15，7　　　　 21．5
−39，0　　　　　17．4
−68．9　　　　　− 12．8
−78，6　　　　− 17」

6D9の TSA 結合の △Cpは 一1．77　kJ！mol 　K となる，立体構

造情報 との 相関 として，結合に伴う溶媒露出面積の 差 と

△Cpとの 間に定量 関係があるとの 議論があ る 9）．6D9 の

場合，TSA 結合前後の 各結晶構造情報がある の で ，溶

媒露出面積 の 差を見積 もり，関係式に従 っ て △Cpを求め

る と，実験値の 1〆10程度となっ た，同関係式の 問題点

につ い て は，各所で 指摘されてお り，そ の 要因 の 1つ と

しては，結合に伴う対イオ ン の水和の寄与がある 10｝．こ

れ ら他の 寄与も含め て ，構造情報 と△Cpの 相関 は重要課

題であ り，さらなる熱力学デ ータの 蓄積に よ り、よ り正

確な定量 関係式の確立が期待され る．

　6D9 と 9ClO の 25℃にお ける基質お よびTSA と の 結

合に関する熱力学量 を表1に まとめ る，この デ
ー

タから，

各抗体の触媒活性発現機構や抗原認識機構に関して 以 下

に 述 べ る重要な知見が得られた．

　6D9で触媒活性が高い熱力学的根拠　　
一

般に触媒は

「基質の 遷移状態を安定化する 」こ とが必要で ある が，

6D9 と9ClO の TSA 結合 を比較 した場合，活性の 低 い

9ClOの TSA 結合力が，む しろ高い こ とがわか る．前述

の 「基底状態 と遷移状態 に 対す る結合力の差が大 きい ほ

ど，高い 触媒活性を持 つ 」こ とが，本系 6D9 で は 基質

との 結合力の 低下，すなわち基底状態の不安定化によ り

達成 され て い る こ とがわか る，模式的に表 した図4で 見
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図4．酵素触媒反応の 自由エ ネル ギー
変化模式図．Ab ，触媒

抗体 ；S，基質 ；S≠ ，基質の 遷 移状態 ；P，反応物．

ると，△G 、ub が絶対値と して 小さ くな っ た こ とに起因す

る，さらに こ の 不安定化は，△H の 損失に よ り達成され

て い る．　 Jencksの 説 に従 えば，基質の 歪みが 「enthalpic

SUain」に反映され，　 kE、t を上昇させ る ］1｝．本結果は まさに

こ の 「enthalpic 　strain」を実験的に証 明した こ とになる，

　6D9 の 基質との 結合における △H は，　 TSA との 結合 に

比 して 23．3kJ！mol 大 きい ．基質との結合におい て は，触

媒残基HisL27dとの 水素結合は形成されない が，その △H

は大 きくて も8kJ／mo1 程度で ある．あくまで 基質結合様

式が結晶構造中で の TSA の 結合構造 と同様で あるとの

仮定の 上だが，「enthalpic 　strain」の 寄与が 15　kJ！mo1 程

度と見積 もられる．一
方，9ClO で同様の見積もりをする

と，こ の 「enthalpic 　strain」の 寄与は 2kJ ！mol 程度となる．

　各抗体の抗原認識の特徴　　6D9 の 抗原結合熱力学量

の 大 きな特徴 として，正 の △S値が挙げられ る．一
般の

抗原抗体間相互作用の △Sは負 の 値であるが，6D9で は

基質結合，TSA 結合 ともに正 の △S値とな っ た，通常の

生体分子間相互作用で は，結合に伴い 分子間で水素結合

や イオ ン 結合が形成 され，分子 の 自由度は制約されるの

で ，負の AH ，負の △S となり．両者が補償 しあう上 で負

の △G となる．今回 の 6D9で観測 され た正 の △Sの 要 因

として は t 結合に伴う脱水和の 影響が考え られ る．図 1

に示すように，芳香環同士 の 疎水結合が大 きく寄与する

こ とか ら，結合前の 6D9 お よび TSA の 疎水表面に水和

して い た水分子が，結合に伴い 脱水和し，系全体として

エ ン トロ ピー量を得する方向にな っ たと解釈できる．

　9ClOの 抗原結合にお い て は，負の △H ，負の 心 とな っ

た．6D9 の抗原結合部位 と比 べ て，　 TrpHloOiに相当する

部位の ア ミノ 酸残基が欠損するな ど，明らか に疎水的環

境が低下して い る，こ の 構造情報からも，抗原結合に伴

う脱水和の 寄与は小 さい と考えられ る．TSA との 結合

にお い て も，疎水結合は低下する もの の，全体として の

結合力は 6D9 よ り強 く，他 の 寄与が補填 して い るもの

390

と考えられ る，9ClOは 基質との 結合に おい て も同様に

「強 く結合」 し， 結果 として触媒活性は 6D9 よ りも低 く

なると言える，

まとめ

　本研究で は，基質の 基底状態不安定化の 熱力学的特性

につ い て，「enthalpic 　strain」の 存在を実験的に示 した．

酵素の 反応様式として，基質を歪め る こ との 重要性は各

所で述べ られて い るが，こ れが熱力学的に見ると△H と

して損をさせ，結果的に基底状態と遷移状態で の 結合力

の差を大きくする こ とを新た に示した．活性の高い 触媒

の 反応機構にお い て，一見，遷移状態の 安定化の み に注

目しがち で あるが，基底状態を不安定化する こ とで活性

を高め うる こ とは、意外と盲点か もしれない ，

　酵素の 研究分野 で は，酵素反応速度論解析で得 られ る

Kmや k、at な どに基づ き議論する こ と が
一

般的である．本

研究ではt 基質との 結合 の 熱力学量か ら，基底状態 との

結合 にお ける熱力学変化量 （図 4で の △G 、．b）を，　 TSA

との 結合の 熱力学量から，遷移状態の 安定化に相当する

熱力学変化量 （図 4で の △（堀）を，それぞれ見積 もっ た，

こ れ ら の 差が 酵素の 活性効率，特 に 6D9 と 9ClO で は

k、at！k。 n、at に相当する．基底状態と遷移状態の 各結合熱力

学量 を指標 に，酵素反応機構を理解 しうる知見が得 られ

た と言える．

　ITC を用 い た解析 を含め ，熱力学解析全般にお い て，

さらに定量 的な議論を期待 した い と こ ろ で ある．た とえ

ば立体構造情報と見比べ ，ある水素結合の形成に より，

△H ，△Sがそれぞれ どの程度 変わるか，とい っ た議論で

ある．そ の ような定量 的議論を難 しくする最た る要因の

1つ として，生体分子が機能する場 となる 「水」の 寄与

が挙 げられ る．今後 さらに熱力学解析 データが蓄積 され，

経験的に しろ，よ り定量的理解が深まる こ とを楽しみ に

したい ，
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