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1 まえがき 

 本研究で測定するホモシステインはメチ

オニンの代謝中間物質である。このホモシス

テインは心血管疾患患者や高血圧患者の血

液中では増加していることが確認されてい

る 1)2)。このためこれら疾患の重要なバイオ

マーカーとなり得る。我々はこれまでに超好

熱アーキア Sulfolobus tokodaii 由来ホモセ

リン脱水素酵素（HSDH）がホモシステイン

によって酵素活性が変化することを明らか

にした。この酵素の活性の変化を測定するこ

とで反応系中のホモシステインの濃度を測

定したが検出感度が低いという問題があっ

た。そこでテトラゾリウム塩（WST-1）を用

いた検出法について報告する。 

2 実験方法および測定方法 

 Fig1 に示すように本酵素はホモセリンか

ら L-アスパラギン酸-4-セミアルデヒドを生

成する酵素である。この反応により生成する

NADH の吸光度を 340nm の波長で測定し、

時間変化による活性求め、さらに反応系の中

にホモシステインを添加し、ホモシステイン

濃度による酵素の活性変化の値を測定した。 

 

                                                                                                        

 Fig1 HSDH による脱水素反応 

 

テトラゾリウム塩を用いる反応では Fig1

で生成する NADH をさらに Fig2 で示す反

応により 1-mrthoxy-5-methylphenazium 

methylsulfate(mPMS)存在下でWST-1と反

応させホルマザン色素を生成させる 3)。

NADHのモル吸光係数ε=6.22×103なのに

対してホルマザンのモル吸光係数εは 3.7×

104であるため感度の高い測定が可能である。 

 

Fig2 ホルマザンの生成 

 

Fig2 ホルマザンの生成 

 

 なお本酵素を用いた活性の測定は反応系

の温度一定を保温できるように温度コント

ローラーが備わったものを使用する。 

 

Measurement of the homocysteine using the allosteric regulation of 

hyperthermophilic-archaebacterium Sulfolobus tokodaii form homoserine dehydrogenase 

Yoshihisa TOMONAGA, Tome KOMORIYA, Hideki KOHNO, Toshihisa OHSHIMA and Kazuaki 

YOSHIMUNE 

 

  

−日本大学生産工学部第46回学術講演会講演概要（2013-12-7）−

ISSN 2186-5647

― 983 ―

P-59



3 実験方法および結果 

 反応時間における生成物の吸光度の変化

を測定した。吸光度の変化量⊿ODを求め、

酵素の比活性の値を計算し、グラフ化した。 

また至適条件の検討として酵素の活性にpH

や温度がどのように影響を及ぼすかを検証

した。至適条件の検討として反応系の温度

を上昇させたところ70℃付近の高温下でも

酵素活性が確認された。しかしながら高温

域では高い活性が得られるもののホモシス

テインの有無による差が確認されず本研究

の趣旨であるホモシステイン濃度の定量に

は不向きであることが確認された。下記の

Fig3に各温度におけるホモシステインの有

無による比活性の比を示す。比の値が1.0

から離れているほどホモシステインによる

影響を受けていることを示している。
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 Fig3 各温度による比活性への影響 

 

次にpHによる影響を調べた。pHが8.0付近

でホモシステイン添加の有無による活性の

差が最も見られたためこのpHを至適条件と

した。下記のFig4に結果を示す。
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Fig4 pHによる活性への影響 

 

 上記の条件を踏まえて反応系の活性測定

を行い検量線の作成を行ったところホモシ

ステインの濃度に従って比活性の値が減少

することが確認された。結果をFig5に示す。
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Fig5 WST-1を用いたホモシステイン濃度

測定 

 

4 まとめ 

結果に示すようにWST-1を用いた反応で

は反応系の温度が30℃、バッファーのpHが

8.0のとき最もホモシステインの有無によ

る活性の差が大きくなることが確認できた。

ホモシステイン濃度が0から5μMまでの範

囲では比活性の差が確認され定量が可能で

あるとした。また低濃度における誤差はホ

モシステイン溶液の希釈率を上げることで

添加量を増加させることにより修正できる

とした。 
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