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研究成果の概要（和文）：Hyp 残基によるコラーゲンらせんの位置特異的な安定化や不安定化

の解明は、近年のコラーゲンの構造化学的研究において最も重要な問題の一つとなっている。

本研究では、一連のコラーゲンモデルペプチドの高分解能構造解析結果と、それらペプチドの

helix-coil 転移温度に基づき、コラーゲンらせんの安定化・不安定化を支配している重要な因子

の一つである、Hyp 残基のパッカリングに関する規則を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Understanding the mechanism of the stabilization and destabilization of a 
collagen helix induced by Hyp residues is one of important issues in structural study of collagen.  The 
present study has revealed the rule for ring puckering of Hyp residues, which governs stabilization and 
destabilization of collagen helix, by the high resolution structure analyses of collagen-model peptides.  
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１．研究開始当初の背景 
 コラーゲン（本研究では、最も広く分布す
る I 型コラーゲンを指す）は、両末端の 10
～20 残基のテロペプチドを除く 1014 残基で
Gly-X-Y の繰り返し配列をしており、その特
異な配列を反映して３重らせんという特有
の分子構造をしている。コラーゲン分子は生
理条件下で自発的に繊維を形成するために、
球状蛋白質と異なり単結晶とならない。その

ため、分子構造に関する情報は、単結晶解析
に較べ情報量の少ないX線繊維回折データに
頼らざるを得ない。コラーゲンの分子構造は、
これまでRichとCrickが 1955年に繊維回折
データに基づいて提案した 10/3-helix構造で
あるとされてきた。一方、申請代表者らは、
コラーゲンモデルペプチドの単結晶解析か
ら、モデルペプチドの分子構造が 7/2-helix
であることを見つけた。天然コラーゲンの繊



維回折像も 7/2-helix で問題なく説明できる
ことや、モデルペプチドで 10/3-helix 構造を
とるものが皆無であること等から、コラーゲ
ンの分子構造も 7/2-helix であると結論した。 
 コラーゲンの三重らせん構造は、翻訳後修
飾によるプロリン(Pro)のヒドロキシル化に
より安定化される。ヒドロキシル化反応にお
ける補酵素であるビタミン C が長期間にわ
たって欠乏すると、致死的な壊血病になるこ
とからも、Pro が Hyp に代わることがコラー
ゲンの構造安定化に重要であることを示し
ている。ところが、ヒドロキシル化により何
故らせんが安定化するかについては、種々の
説があるものの、未だに結論が得られておら
ず、世界中のコラーゲン研究者の重要課題と
なっている。 
 
 
２．研究の目的 
  (Pro-Pro-Gly)10に較べて(Pro-Hyp-Gly)10の
helix-coil転移温度（変性温度）が約30ºC高い
ことからも、Hyp残基はらせんの構造安定化
に寄与していることは明白である。しかしな
がら、(Hyp-Pro-Gly)10は同様の条件下でらせん
を巻かないことから、Hypは位置特異的に安
定化・不安定化に関与していることも分かっ
ている。そこで、本研究の目的は、一連のホ
スト・ゲストペプチドの高分解能構造に基づ
いて、Hypによるコラーゲンらせん構造の安
定化・不安定化の機構を原子分解能の三次元
構造に基づいて解明することである。 

 
 
３．研究の方法 
 Pro-Hyp-Gly配列に較べ、より高分解能回折
データをこれまで与えてきたPro-Pro-Gly配列
をホストとした一連のホスト・ゲストペプチ
ド(Pro-Pro-Gly)4-Xaa-Yaa-Gly-( Pro-Pro- Gly )4
（以降、PPG9-XYGと呼ぶ）を設計し、放射
光を用いた高分解能の単結晶構造解析を行
う。それらの高分解能構造を基にして、Hyp
のリングパッカリングと構造安定化の関係
を構造論的な側面から調べる。 
 
 
４．研究成果 
(1) 次のモデルペプチド単結晶の高分解能
解析を行った。Protein Data Bank (PDB)に登録
した構造については、括弧内に PDB code を
記した。 
PPG9-OOG_H (PDB entry: 3A19) 
PPG9-OOG_T (PDB entry: 3A08) 
PPG9-OTG (PDB entry: 3A1H) 
PPG9-OVG (PDB entry: 3A0M) 
PPG9-OSG (PDB entry: 3ADM) 
PPG9-ODG (PDB entry: 3ABN) 
PPG9-OPG (PDB entry: 3A0A) 

PPG9-PPG (PDB entry: 3AH9) 
PPG9-POG (PDB entry: 2D3F) 
PPG9-ONG_ M, PPG9-ONG_K (PDB 登録予
定)  
ただし、PPG9_OOG と PPG9_ONG には 2 つ
の結晶形態があり、両方について構造解析を
行った。 
 
(2) 上記 11 種のホスト・ゲストペプチドの
高分解能構造と、それ以前に我々が解析した
(Pro-Hyp-Gly)n (n= 10, 11)や、(Pro-Hyp-Gly)4- 
Leu-Hyp-Gly-(Pro-Hyp-Gly)4, (Pro-Hyp-Gly)4- 
(Leu-Hyp-Gly)2-(Pro-Hyp-Gly)4の構造を詳細
に検討した結果、Y 位のHypは、例外なく
up-puckering構造（図 1）をとることが分かっ
た。一方、X位のHypは、分子内の隣接鎖間で
向かい合ったY位のアミノ酸がProの場合に
はdown-puckeringであるが、それ以外のアミ
ノ酸の場合にはやはりup-puckeringであるこ
とが分かった。 
 これまでX位のHypは、このHyp(X)と相互
作用する隣接鎖の残基がHyp(Y)の時だけ２
つのHypのCγ-Oδ間の双極子・双極子相互作用
により安定化するように、Hyp(X)がup-構造を
とり、Y位にHyp以外のアミノ酸がくる場合に
はX位のpositional preferenceによりHyp(X)は
down-構造をとるとされていた。しかし、本
研究の結果は、これまでの予測と大きく異な
るものであった。 

 

(3) 上記(2)の結果から、Hyp 残基の好んでと
る エ ネ ル ギ ー 的 に 安 定 な 構 造 (residual 
preference)である up-puckering は、X 位の
positional preference より強いこと、X 位の Hyp
が隣接鎖の Y 位の Pro と相互作用する場合に
は Hyp(X)は residual preference に反して down
構造をとり、Pro(X):Pro(Y)の場合と同様な鎖
間での stacking 相互作用により安定化してい
ることが分かった。 

図 1 プロリン環のパッカリング 

 Hyp(X):Hyp(Y) stackingの場合には、Hyp(X)
がup-構造をとり、Vitagliano等が提案してい
るようにHyp間で、２つのCγ-Oδの双極子・双
極子相互作用により安定化している可能性
もあるが、Y位にPro以外の他のアミノ酸がき
た場合にも、Hyp(X)はup-構造なので、Hypの
residual preferenceは十分強いと考えるべきで
あろう。 
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