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【序】ヒト由来炭酸脱水酵素 II（hCAII）は,ヒスチジン調節型水素結合リレーによって高度

に制御されたプロトン移動を理解するためのモデルとして長く研究されている．そこでは，

亜鉛結合水の解離によって生じた生成物プロトンが，幾つかの水分子を経由して His64 残基

に渡され,そしてその生成物プロトンをもつ His64 残基に互変異性変化が起こるとの移動経

路が広く受け入れられる．これまで,その生成物プロトンを His64 残基から酵素外部に放出す

るための経路として，１）イミダゾール環の回転に起因するある動的な挙動に基づくもの，

２）イミダゾール環の互変異性変化に起因するより静的な挙動に基づくもの，の２つが提案

されてきた．本研究は，核磁気共鳴(NMR)法に部位特異的変異法を組み合わせた実験的手法と

量子化学(QM)計算による理論的手法の両面から, これら２つの経路のうちどちらが尤もらし

い機構か検証することを目的とする．本発表 4C03 では，実験的手法によるアプローチについ

て述べ,次発表 4C04 において理論的手法によるそれを述べる. 

 

【実験】X線結晶構造によると，N 末端から数えて約 20 までの残基は,酵素活性部位が存在す

るくぼみの近くを取り巻くように存在することがわかっている．我々は，部位特異的法によ

って，それらの残基の内の一つが Ala に置換されるように hCAII 遺伝子に遺伝子組換え操作

を施し，その遺伝子組換え体をもつ大腸菌大量遺伝子発現系を用いて，15N 標識された変異 Ala

をもつ酵素（15N-XnA-hCAII; X = amino acid, n = residual number，A = Ala）を得た．こ

のような変異導入操作を N末端から順に酵素に施すことによって， Ala 一残基変異をもつ複

数の 15N-XnA-hCAIIを得た．これらの標識酵素について， 2次元 15N—１H相関NMR (HSQC or HMBC)

法(Bruker500MHｚNMR 装置)を用いて pH 滴定実験を行い，それぞれの酵素に存在する His64

の 2 つのイミダゾール窒素に由来する 4 つの相関シグナル(Nδ1-Hδ2, Nδ1-Hε1, Nε2-Hδ2, Nε2-Hε1)
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