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Naofumi HANAFUSA 1966 Denaturation of Catalase by Freeze-Thawing and Freeze-
Drying. Low Temperature Science， Ser. B， .~4. (With English Summary p. 65) 

凍結融解bよび凍結乾燥による ca.ta.laseの変陀*

花房尚史

(低温科学研究所 医学部門)

(昭和 41年 11月受理)

I.緒言

凍結融解によって起る蛋白の変性の機構を明らかにするために，著者は先に筋蛋白の

myosin B， myosin Aや meromyosmを用いて変性の模様を調べ，これらの五brousな蛋白は，

凍結融解によって，凍結条件に依存して酵素活性の低下と共に蛋自の高次構造が部分的にこわ

れるということを報告した1-3)。 この時 G-actinや H-meromyosinなどについても調べた結

果， globularな蛋白は凍結融解や凍結乾燥に対して conformationの変化という点で比較的

安定であることを示唆するような結果が得られた。

蛋白分子の形状と凍結融解に対する安定性の問題は，凍結による変性の機構を考える上:で

の一つの興味ある問題なので，この点を更に明らかにするために， globularな蛋白の例として

ウシ肝臓 catalaseを用い，凍結融解による conformationの変化を二・三の物理化学的方法で

調べた。 catalaseが凍結融解によって，その酵素活性を失うことは，小J114)，四釜及び山崎5，6)

等により既に報告されているが， この際 conformationalな変化が起るかどうかについては知

られていない。

又， catalaseを凍結乾燥すると subunitに解離し酵素活性を失うことが Tanford等7) に

よって報告されているが，凍結乾燥の条件との関係は明らかではない。凍結乾燥は溶媒である

水の脱水という意味では，凍結と共通する問題であると思われるので，凍結乾燥による変性も

あわせて検討した。

11. 材料および方法

材料

catalaseは，北川と白川lとの方法的によりウシ肝臓より抽出し， 得られる粗結晶から三回

再結晶をくり返し精製し，結晶の suspensionとして Oocで保存した。 使用前に O.lNNaOH 

でpH7.5に調整して溶解し， 12000 r.p.m. 10分間の遠心で不溶性の部分を除き使用した。

方法

酵素活性は Beersと Sizerの方法的により， 基質である H202の減少を波長 240mμ で

photometricalに測定し， その初速から比活性を求めた。反応、は直接，分光光度計のセル中で
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行ない，反応、系の組成は終濃度として catalase1 x 108M， HZ02 1 X 10 4 M， 1/15 M phosphate 

bu任erpH7‘Oで， 200Cで測定した。

rti度測定は，流速 50 秒の Ubbelohde 粘度計を用い，蛋白濃度 0.4~0.14% の範闘で温度

20
0

Cで測定した紡あふ還元粘度弘/c(cは溶媒:tOOmI中ら蛋自の g数)及びl両l有料皮(Iim

Ylsp/c)を求めた。

差スベクトノレは， 島津5V-50A型向記分光光度計又は日立.Perkin-EImer 139型分光光

度計により 1cmの石英セノレを用い， 蛋白濃度0.14%とし natJveな試料を対照として測定

した。但し，酵素活性の測定にもこれらの分光光度計を使用した。

沈降測定は，日立UCA-1分析用超遠心機を用い，沈降図および沈降係数を求めた。

蛋白濃度は， 278mμ と405mμ の吸収の値から， εxlO5=4.0，εx 10 '5=3.1を用い決定

した。

試料の凍結融解はつぎのようにしておこなった。 即ち cataIaseを濃度0.5%，1/15 M 

phosphate bu任er(pH 7:0)に調整し， 5mlを中試験管ユ(径 16mm)にとり， Iiq. N2で冷却した

propyI-aIcoholの bathに浸した。緩まんに一定の速度で凍結させるために， -20， -40， -60， 

-80， -196
0

Cの温度の bathをつくり，順次各 15分づっ試料を浸したのち低い温度へ移し，

必要な温度で凍結した。融解は試験管を 30
0
Cの bathに入れ振りながら行なった。

凍結乾燥は，径 30mm，深さ 10mmのガラス容器に試料をとり p 所要の温度の bathに浸

して凍結し，直ちに油回転ポンプの凍結乾燥機にとりつけ， 6時間乾燥した。完全に脱水乾燥

するために，その試料を更に油拡散ポンプで、6時間乾燥した。乾燥した試料はODCで保存し，

測定前に 1/15M phosphate bu妊er(pH 7.0)で必要な濃度に溶解した。

111.結果

1. 凍結融解による変性

濃度0.5%の catalase1/15 M phosphate bu任er(pH 7β)溶液をいろいろな温度で凍結後急

速に融解した試料について，その一部をとり 1X 10-8 Mに稀釈し，酵素活性を測定した。第 1

園中に他の結果と共にそれを示す。図にみられるように，凍結温度の低下に対応して酵素活性

が低下している。但しー1960Cでも対照の 40%ほどの活性が残っている。

同じ試料について， 0.43""'0.14%の濃度範囲で， 1/5 M phosphate bu妊er(pH 7.0)を溶媒

として粘度を測定した。同じく第 1図中にその結果が示されている。凍結温度の低下と共に僅

かに粘度が増加しているようにみえるが， これは myosin等の凍結による変性と比べ無視し得

るほど小さく， catalaseの粘度は凍結融解によってはほとんど変化しないと考えてよいと思わ

れる。

又， 同じ試料について， 未処理の natJveな試料を対照として，直接差スベクトルを測定

した。 catalaseが278mμ，405mμ(Soret band)， 620 mμ に吸収極大のピークを持つことはよ

く知られている。 前者は主に tyrosine残基にもとずく蛋白部分の吸収であり， この値の変動

は蛋白部分の conformationの変化を反映している。一般に globularな蛋自においては，紫外
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凍結融解した catalaseの酵素活性および物用化学的性質の変化
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第2図 凍結融解した catalaseの差スベク lノレ

凍結温度(1)， -20
0C ; (2)， -80oC; (3)， -1960C 

蛋白濃度， 0.14%

溶媒.1/15 M phosphate bu妊erpH 7.0 

対 照.未凍結の試料

0.2 

部の差スベクトルの shiftは蛋白分子の conformationの変化を比較的忠実に反映していると

考えられる。又後の二つの吸収は， haem groupに由来する吸収であり，この変動は活性中心

である haemgroupの状態の変動を示していると考えられる。第 2図はその結果で，叉，..dO. 

D278と..dO・D405の値と凍結温度との関係は第 1図中に示されている。 この結果から判るよう

に，-20--196
0

Cの聞で，紫外部と Soretbandの双方にほとんど変化はなく，吸収の増減や

shiftは起らない。但し，双方の波長南で常に非常にブロードでかすかな山がみられるのみで

ある。

同じく，凍結融解した試料について，超遠心法による沈降図形を求め，沈降定数を測定し

た。未処理の試料は，第 5図 (1)に示すように，鋭い単一峰を示し， 520，叩は 11.5で，これまで

報告されている値 11.2とよい一致を示している。第5図(2)は凍結融解した試料の一例で，対
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照より僅かにブロードな単一峰を示している。沈降係数は，僅かの例外を除き，凍結温度の如

何に拘らず， 11.1-11.5の単一峰で対照とほとんどl口]じ値を示している。

これらの結果は全て第 11き|に， t凍東品討結7市i温度との閲{係系で

tにこ， catalaseは凍結融解によって酵素活性が凍結温度に対応して低下するのみで，粘度，.dO. 

DZ78， .dO. D405の値，沈降定数等の物理化学的性質はほとんど変化しない。 このことから，

catalase分子の conformationはほとんど変化しないこと，解離会合も起っていないというこ

とが判った。

2. 凍結乾燥による変性

蛋白濃度2.1%，1/15 M phosphate bu丘町 (pH7.0)の試料を，前に述べた方法で各種の温

度で凍結後乾燥した。 回転ポンプのみで6時間乾燥した試料 (DI)と，それを更に鉱散ポンプ

で6時間乾燥した試料 (DII)を， 1/15 M phosphate bu妊er(pH 7.0)で溶解し蛋白濃度0.5'10

に調整して以下の測定に用いた。凍結乾燥した catalaseは，沈澱や渇りを生じることなく，完

全に再溶解される。

DIとDIIについて，前と同じ方法で酵素活性を測定した結果は， 第61芸l中に示されてい

る。凶に見られるように， DIで既に大部分の活性は失なわれ，僅かに 6-3%の残存活性を示

しているが， DIIではこれが吏に 3-2'10に低下している。即ち，拡散ポンプでの乾燥(ほぽ元

全な脱水)によって，酵素活性はほとんど、完全に失なわれる。但し，この数%の残存活性は，

凍結融解の時にみられるような凍結温度への依存性を示している。

DIとDIIについて，前と同じく，未処理の nativeな試料を対照として，差スベクトルを測

定した。第31ぎI(DI)，第 4図(DII)の結果からわかるように，凍結融解の場合と異り， 405mμ 

の Soretbandで， 負側に大きなピークがみられる。 ピークの位置は 405mμ で， Soret band 

の shiftではなし吸収の減少 (hypochrolism)であって， haem group附近の構造に大きな変
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第3図 凍結乾燥した catalase(D1)の差スベク|ノレ

凍結温度 (1)，-20oC; (2)， -80oC; (3)，ー1960C
蛋白濃度， 0.14'10
溶媒， 1/15 M phosphate bu妊erpH 7.0 

対 照，未凍結の試料
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第4図 凍結乾燥 Lた catalase(Dll)のさ長スベクトノレ

i}ji布引I;)d.if: (1)， -20oC; (2)， -80oC; (3)， -1960C 

蛋 I~Ii段皮，0.1470 
i終 Wt1/15 M phosphale buffer pH 7.0 
対 1¥0.，米凍結の試料

第5図 凍結融WIおよび凍結i乾燥Lた calalaseの超遠心区!

(1)， j(，j !Ki.日7分後、 520，1<'= 11.5 
(2)， -60oC凍結肩車WI，40分後， 520，1<'= 12.4 
(3)，凍結乾燥‘ -60oC凍結，ラO分後， 520， u' = 3，8 

(4)，凍結乾燥， -60oC 凍結，ラO分後， (a) 520，1<' = 4.3， 

(b) 520.1<，=6，2 

蛋1ヨi段!支， 0.42%; 溶媒 1/15M phosphate buffer pH 7.0 
r.p.m" 55430; 200C 

化があることが推察される。この..dO.D405ffi"の飽は，第 3，41zlや第61三lから判るように，凍

結温度やDI，DIIの乾燥程度の違いに関係なく、ほとんど一定である。

紫外部，別]ち蛋向部分に関Lては， blue shiftのみられる場合と， red shiftのみられる場

合があり，凍結乾燥の条件との一定の相関はみられなL、。従って，蛋白部分の conformation

が変化しているか否かは，現在までの結果では明らかではない。
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DI 及びDIIのそれぞれについて，沈降Iヨ形を求め，沈降定数を計算した。第 5図(3)は，

DIの1例で，対照と比較してブロードは単一峰を示L，SZD叩は凍結乾燥の条件の如何にかか

わらず， 3.6~4.1 で大部分が 3.8 の値を示している。これは明らかに凍結乾燥した catalase が

subunitに解離した事を示し，後に考察するように， subunit 1個又は 2fl聞の， monomer又は

dimerであることを示している o 又，S初叩が 3.8という値は，酸又はアルカりや尿素などによ

る解離で得られる subunitの値とよく近似している。唯， 二峰性の沈降関が得られ， 4.2 Sと

6.2S (第6図(斗))や，11.0Sと6.4Sの成分への解離がみられた例があったが，再現性がなく，

凍結乾燥の条件との関係は明らかではない。

こられの結果は第 6図にまとめて示される。 この結果から， catalaseは凍結乾燥により，

一般に 3.8Sの単一の subunitに解離し，同時にその結果として， Soret bandの吸収の著しい

減少と，酵素活性のほとんど完全な失活がみられる。これ等の変化は，ここで用いた乾燥条件

以前の段階で起るものと思われ， DIとDIの聞に差スベクトルや沈降常数の差はみられない。

尚，凍結乾燥した試料の粘度については，解離が起っている以七対照との比較は無意味であ

るので調べなかった。
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IV.考察

凍結融解による catalaseの酵素活性の失活について， 小川14)の報告では凍結温度の低下

と共に失活が増加するが， -1960Cでは失活が少ないこと，又，四釜等閑の結果では凍結温度

-30_-80
0

Cの範囲で数 10%失活するがそれ以外の温度では 100%活性を保持していること

などが示されている。著者の実験では，凍結の速度を一定にした時，凍結温度の低下につれて

失活が増大した。これは myosinA， Bl-3などについて得られた結果と同様であり，小川，四釜

等の結果は速度を一定にしないためと考えれば容易に説明され，失活の機構に対して凍結の極

度と速度の二つの要因が働くという著者の myosinで得られた結果とよく一致する。

このように，酵素活性が凍結温度の低下と共に減少するのに対して，他のいくつかの物理

化学的性質は全く変らないことから catalase分子の conformationは凍結融解によっては変

化しないこと，解離や会合も起らないことが明らかになった。これは典型的な fibrousな蛋白

である myosmや meromyosmの二次構造，三次構造が酵素活性の低下と平行して，凍結の温

度と速度に dependして変化するのと対照的である。この事実は，前に報告した G-actimの粁i

度が凍結融解によって変らないこと， H-meromyosinの conformationの変化がしmeromyosin

に比べ小さいことや，更に一般的に globularな蛋自について凍結融解が試料の調製，保存に

経験的に広く用いられていることなどとあわせ考えて catalaseのような globularな蛋白は

少なくとも分子の conformationに関する限り，五brousな蛋白より凍結融解に対して安定であ

ることを示していると思われる。

fibrousな蛋自の conformationが凍結融解によって変化する機構については，前に，蛋自

分子の水和水の状態が蛋白の conformationの維持に重要であること，溶媒水の凍結によって

水和水の状態が償乱され， 協同現象によって二次的に helixを構成している hydrogenbond 

や三次構造の形成に寄与している hydrophobicbondが影響されて conformationが変化する

という推論を提出した。 catalas巴のように globularな蛋白は，非常に rigidで分子内部には

溶媒の水は浸透しないと考えられて居り，溶媒の水に接する領域の面積は比較的小さいと考え

られるので，溶媒の水が凍結しても水和の状態の撹乱と，それによる影響は小さいと考えられ

る。叉 globularな蛋自の conformationの安定性には， hydrophobic bondの寄与が大きく，

溶液中では foldingしたほflち nativeな)状態が熱力学的に安定であると考えられている。従

って凍結中に hydrophobicbondがこわれでも，融解後は nativeな状態に復元する可能性が考

えられるが，これに対して五brousな蛋白は hydrogenbondが大きな役割を果して居り，一度

その結合が切れると spontaneousな復元はほとんど不可能と思われる。 これらの事から，

globularな蛋白が品rousな蛋白より構造的に安定であることは説明出来る。

凍結融解によって conformationalな変化はたし、に拘らず，酵素活性が低下する事実につ

いては， catalaseでは全体の構造は酵素活性の発現に直接寄与せず，活性中心近傍の局所的な構

造のみが重要であることを示して居iIJ，凍結融解の場合先に述べたような機作で活性中心附近

の構造がわづかに撹乱されるだけで活性が低下すると思われる このような例は， ribonuclease 
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の試薬による変性などいくつかの例が知られている10)。著者の実験で，第2凶の凍結融解した

catalaseの差スペクトルで， haem groupに由来する Soretbandで常に極めて僅かな変動がみ

られるのはあるいは活性中心附近の微小な変化の反映かも知れないが確かではない。

凍結乾燥による catalaseの変性について， Tanford等11)は， 7.65と4.25の二成分への解

離と，酵素活性の失活， 278mμ と405mμ の吸収の減少がみられることを報告している。著者

の場合，酵素活性は DI(回転ポンプ6時間)て、大部分が失なわれ， DII (拡散ポンプ6時間)で

残った活性もほとんど失なわれる。 ~I{J，残った活性については，凍結時の凍結温度依存性が僅

かにみられる。 subunitへの解離は， Tanford等と異り，数仔11を除き 3.85単一成分へ解離し

た。これは Tanford等のように catalaseが6個の subunitから成るとすると 1個の mononer，

紫田等のように 12個とすると 2個の dimerの単一成分に相当し， 他の試薬による解離で得ら

れる subunitのSと近似した値を示している。この解離が，ここで試みた範囲での凍結や乾燥

の条件に依存せず全て 3.85の単一成分への解離であることは，乾燥による解離がより初期の

段階で初まるか，又は a1lor noneの機構で起ることを示している。 差スベクトルで、みられる

Soret bandの吸収の著しい減少は， subunitへの解離によって活性中心である haemgroupと

溶媒との相互作用に著しい変動があったことを示し，酵素活性の失活はその結果であることを

示している。又， -:10・D405の{u自が凍結や乾燥の条件に依存せず一定値を示すことは，超遠心の

結果とよく対応しているの解離した subunitの蛋白部分の conformationが nativeな状態とど

のように異なるかは，今回の差スペクトルの-:10・D278ml'の伯からのみでは結論し難いが，恐ら

くunfoldした状態と考えられる。

凍結乾燥による解離の機構については subunit聞の結合の佐賀が明らかにされていない

のでよく判らない。一応， 尿素や酸・アルカリなどで容易に解離することから ionicbond， 

hydrogen bond， hydrophobic bond等の協同作用と考えられている 11) hydrophobic bond は

溶媒の水との関係で始めて形成されるので，乾燥による脱水で解離されることは容易に想像さ

オ1得る。

catalaseは Feを有する haem蛋白であるが Cuを有する haemocyaninも，凍結融解で

は変性しないが凍結乾燥で容易に変性することが知られている 12)。他方，一般の globularな蛋

白は，尿素やその他の試薬で容易に変性しでも，凍結乾燥に対しては安定であることは経験的

に知られ，試料の精製等に凍結乾燥はひろく用いられている。これらの事実から， catalaseの

ように重金属を持ち subunitから構成されている蛋白は，凍結乾燥のように drasticな脱水

に対しては非常に不安定な構造であって，その subunit聞の結合に水が何等かの役割を果して

いるのではないかということが想像される。

要約

先に報告した， fibrousな蛋白である myosinの凍結融解による変性と比較し凍結による変

性の機構をより明らかにするために， globularな蛋白のーっとしてウシ肝臓 catalaseを用い，

凍結融解および、凍結乾燥による酵素活性および二・三の物理化学的性質の変化を調べた。
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その結果，凍結融解によって catalaseの酵素活性は凍結温度の低下と共に減少するが，他

の物理化学的性質に変化はなく，蛋自分子の conformationの変化も解離会合も起らないこ

とが判っTこ。

又，凍結乾燥により 3.8Ssubunitへの解離と，それに基づく Soretbandの吸収の減少，

酵素活性のほとんど完全な失活がみられ，これらは凍結温度および二つの乾燥段階の差に拘ら

ず一定した値を示した。

以上の結果から， globularな蛋白である catalaseは， myosinのような fibrousな蛋白と

比較し凍結融解に対して構造的には非常に安定であることが判った。又，凍結乾燥で3.7Sの

単一成分に解離することから subunit聞の結合に水が何等かの役割を果しているのではない

かと考えられる。
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Summary 

Some physico-chemical properties and enzymatic activities of frozen and thawed or 

freete-dried catalase were examined in an attempt to elucidate the mechanism of protein 

denaturation by freeze-thawing and freeze-drying. 

On freeze-thawing， catalase activity was decreased depending on the freezing temper-

ature， but no change appeared in the values of viscosity， .dO ・D.278m円 .dO・O.405ml' and 

sedimentation constant. Neither dissociation nor association of the catalase molecule was 

found. Th巴seresults suggest that freeze-thawing causes no conformational change in 

the catalase molecule， except for a decrease of enzymatic activity. 
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Freeze-drying gave rise to the dissociation of the catalase m
olecule into 3.8 S subunits 

and the evident decrease of absorbancy in the Soret band.
 Enzymatic activity was also 

remarkably a妊ected，but these changes were independent on 
freeze-drying conditions. 

It might be said， therefore， that the molecular conformation is 
more stable against 

fr回日開thawingin globular protein than in fibrous protein， su
ch as myosin. The mech-

anism of the denaturation of proteins by freeze-thawing w
as discussed in relation to the 

behavior of hydration water during the freezing process. 


