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研究成果の概要（和文）：

立体構造上は，相同な src, Fyn および PI3K 由来の3種のSH3のフォールディング過程をクライオスト

ップトフロー法で追跡した。結果は3種がそれぞれ異なった過程を通ることが明らかとなった。src SH3は,

我々の方法では追跡できないほど速く（室温なら 10 μs以内と思われる）できる初期中間体（バースト過

程）とその後秒のオーダーでフォールドする過程からなった。一方, Fyn SH3 の場合には, バースト過

程とそれに続く速い過程および src SH3に匹敵する遅い過程からなっていた。PI3K では, バーストの大

きさが小さく, 遅い過程が観測された。これは, 初期中間体から次の中間体への遷移が共にバーストの

時間内で起こっているとすると3種が整合的に説明できる。

研究成果の概要（英文）：
Folding process of three homologous SH3 proteins (src, Fyn and PI3K domain proteins)

were monitored by cryo-stopped-flow method combined with circular dichroism (CD),
fluorescence and X-ray scattering. Results show that the folding pathways are different
from each other, though the native tertiary structures are similar with each other.
Transiently appeared intermediate of src SH3 are rich in alpha-helix. Its structure was
calculated by two programs, GASBOR and SAXS-MD. Both structures are similar at least
in terms of gross conformation. The intermediate calculated by SAXS-MD shows atomic
coordinates which gives us main chain conformation in the transiently appearing
structure.
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１．研究開始当初の背景

我々は，既に文献[1, 2]で発表したように，

src SH3 のフォールディング中間体がαヘ
リックスの多い構造であることを明らかに
してきた。残る問題は，(i)この中間体が存在
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することが一般的に言えることであるか，(ii)
中間体の構造を明らかにできないか, (iii)
なぜこのような中間体が存在するのか，など
の問いに答えることであった。我々は, その
ためにX線溶液散乱法で中間体の構造を求め
るストラテジーの開発， 進化的に相同な他
の SH3 ドメイン蛋白質についてさらに知見
を深める，ことを目指して本研究を開始した。

研究開始時には, 研究分担者として，新庄
助教，大学院生として松村義隆, 研究員とし
て Xianju Jin, 研究協力者として小島正樹,
田代桜子（東京薬科大学）が問題意識を共有
していた。また M. Gruebele (UCIC)との共
同研究も継続していた。

研究装置としては，円偏光二色性，蛍光ス
トップトフロー装置（研究室に常置）。生化
学的試料精製も基本的には研究室内で行な
った。X 線溶液散乱の実験は、高エネルギー
研究機構放射光研究施設と Advanced
Photon Source (USA) で，それぞれ課題に採
択されており，引き続き実験を行うことがで
きる状態であった。

２．研究の目的

蛋白質は，天然状態（以下N 状態という

）で取る立体構造、完全にほどけた状態（以

下U状態という）の他に，フォールディングの

初期にモルテングロビュール状態（以下MG状

態）を取る場合があることが知られている。

このMG状態は, 酸変性時などにも現れるこ

とがある。多くの蛋白質はこれとは別に，あ

る条件下で，アミロイド線維を形成すること

も知られてきた。

我々はこの数年，src SH3 を用いたフォ

ールディングを行ってきた。SH3 のN状態は，

β構造だけからなっており，αへリックスを

含まない蛋白質の場合にどのようなフォール

ディング過程を取るのかを明らかにすること

が主な興味であった。SH3 はそれまでの研究

では，U -> N への2状態転移を行う蛋白質と

思われていた。ところが驚いたことに，我々

は，SH3蛋白は，フォールディング初期にアミ

ノ酸全体の 21% にものぼる部分がαへリッ

クスを形成することを見出した [1]。

SH3 は，またある条件下で，アミロイド線

維を形成することが知られている。特にPI3K

SH3 は，酸性のある条件下で，アミロイド線

維を形成する。

SH3 蛋白質は、その構造の単純さゆえに，

分子動力学を用いた蛋白質の構造形成の理論

研究にもよく用いられている蛋白質である。

それがこのように多形を取り，しかもαへリ

ックスから，β構造への転移も容易に起こす

こと，アミロイド線維とN状態の分岐のメカニ

ズムも調べられる可能性がクローズアップさ

れるに到って，我々はその多形間の構造変化

を調べることができる最も有利な位置にいる

ことに思い至った。

したがってこの研究の目的は，3種類のSH3

を用いて，SH3構造がどのように多形を取るの

か，またそれがどのように制御されているの

かを明らかにすることであった。

３．研究の方法

今まで行ってきたsrc SH3およびその変異

体（A45G）に加えて，Fyn SH3， PI3K SH3

を選び, それぞれ精製した。PI3Kの精製にあ

たっては置塩博士の協力を得た。

測定は， 今まで開発してきたクライオス

トップトフロー法（プローブとして，円偏光

二色性，ケイ光, X線溶液散乱を用いる）を

主として用いた。Ｘ線溶液散乱の実験は、主
に高エネルギー加速器研究機構で、さらに
APS (Chicago)での実験も行われた。

得られた中間体のＸ線溶液散乱の結果を
基に，小島（および同研究室の森本氏），新
庄は，分子動力学法による構造予測を行っ
た。

４．研究成果

(1) Src SH3 フォールディング中間体の
構造解析

① Src SH３は，フォールディングの初期に,

αヘリックを多く含む中間体を取る。図１に

塩酸グアニジン濃度ジャンプ法によって得ら

れた測定結果の一例を示す。

図１. Src SH3 の塩酸グアニジン希釈によるフォ

ールディング。円偏光二色性をプローブとしてい

る。上側の測定値は, 変成した蛋白質を変性条件

の buffer で希釈したもので，ほぼ変性時の楕円

率を表す。４℃，pH3.

この中間体は，pH ２から pH 6, 室温から



-28℃（0℃以下では不凍液としてエチレング

リコールを含む）の範囲で,例外なく観測され

た。測定は，円偏光二色性,ケイ光，X線溶液

散乱の３種のプローブで観測されたが, 中

間体の楕円率, 慣性半径値は，温度には依存

しなかった。pH 3では, pH6 の場合より, 大

きな楕円率を示し，全アミノ酸の21 ％がαヘ

リックスに含まれていると推測された。図２

に得られたフォールディングに伴う慣性半径

の時間変化を示す。

図２. フォールディングに伴う慣性半径の時間変

化。４℃, pH３．左上方の点は，アンフォールド

した状態で測定された慣性半径。ストップトフロ

ー装置の混合時間内に既に大きな分子収縮が起こ

っていることが分かる。

X線溶液散乱の結果から, 中間体はKratky

plot がピークを示すことから，既にコンパク

トな形をとっていることが分かった。中間体

の慣性半径は 18.5 A であった。これは変性

してアンフォールドしているときの 27A よ

りずっと小さいが，ネイティブな構造のとき

の 14.6A よりはわずかに大きく，Kratky

plot の形も併せて考えると,モルテングロビ

ュール状態を形成していると思われる。X線溶

液散乱法で求めた散乱プロファイルに基づい

て，構造を推測してみた。まずSvergun によ

って開発された GASBOR [3] を用いて計算し

た。結果は図3に示すように, 中心から二つ

に折れたブーメラン型の構造をしていること

が予測された。次に我々が小島教授らと開発

してきた SAXS-MD のプログラム[4]で中間体

の構造予測を行なった。このプログラムの最

大の利点は，蛋白質がそのアミノ酸のつなが

りを保って表すことができることである。結

果は図３に重ねて表示している。GASBORと

SAXS-MDで計算された結果は全体として良く

一致している。このことは，SAXS-MDで得られ

た結果が妥当であることを示している。ただ

このモデルと実験で得られたαヘリックスの

含量とは一致しなく，これは今後の課題であ

る。

図３．Src SH3のフォールディング中間体の構造予

測。灰色の球は, GASBOR [2] で計算した結果を,

赤と青で示したのは，SAXS-MD[4] で計算した結果

を表す。灰色の小さい球は,束縛水を示す。図でラ

イトブルーの部分は，HisTag, 青は１から３２番

目の残基，赤は33番から 64 番目までの残基を表

す。

② Src SH3の 45 番目のアミノ酸を Ala か

ら Gly に変換した変異体 A45G は, pH3 以

下で安定な平衡中間体を形成する [2]。この

平衡中間体は，楕円率, 慣性半径で見る限り

，フォールディング中間体と区別できず,αヘ

リックスを多く含むことが明らかになった。

したがって，(i)で求めたように，ほとんどβ

構造からなる蛋白質でも,フォールディング

中間体としてαの多い構造を取るだけでなく

，α―βの変換は比較的容易に起こる可能性

を示唆していると思われる。

(2) 相同な３種の SH3 ドメインのフォール
ディング経路の比較

立体構造上は，相同な src, Fyn および

PI3K 由来の3種のSH3のフォールディング過

程をクライオストップトフロー法で追跡した

。結果は3種がそれぞれ異なった過程を通るこ

とが明らかとなった。src SH3は, 我々の方法

では追跡できないほど速く（室温なら 10 μs

以内と思われる）できる初期中間体（バース

ト過程）とその後秒のオーダーでフォールド

する過程からなった。

一方, Fyn SH3 の場合には, バースト過

程とそれに続く速い課程および src SH3に匹
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敵する遅い過程からなっていた。PI3K では,

バーストの大きさが小さく, 遅い過程が観

測された。これは, 初期中間体から次の中間

体への遷移が共にバーストの時間内で起こっ

ているとすると3種が整合的に説明できる。

U → I1 → I2 → N.

すなわち, Fyn SH3 は I1, I2を経てフォール

ドする, src SH3は，I1 から I2 への変換が

遅く，I2 は事実上観測されない。PI3K SH3は,

I1 の形成が観測できないほど速く，I2のみが

観測されると考えられる。

以上の結果は, 相同で立体構造上は違

いがほとんど見られない系でも, フォール

ディングは多形で行われることを示す好例で

あった。これは蛋白質の成立過程を考えると

きにきわめて興味深い結果を示唆している。

同じ原始蛋白質から進化してきた3種の蛋白

質が, 1次構造の相同性を保ったままで,

立体構造のトポロジーを不変に保ちながら,

なおかつそのフォールディング過程は多様な

選択をしているということになる。今後他の

蛋白質でも似たような現象がないかどうか研

究してみる必要があろう。

(3) フォールディング中間体とαヘリックス

構造予測

SH3 ドメインに関する限り, ２次構造予

測のどのプログラムも中間体で，大きなαヘ

リックスの割合を示唆するものはなかった。

しかし, 隣のアミノ酸との相関だけを考慮し

た Rohl らのプログラム(Helix2) [5]を用い

て，各蛋白質のαヘリックス含量を計算した

ところ, 極めて興味深い結果が得られた（図

４）。

図４．フォールディング中間体のヘリックス含量

とHelix2を用いたαヘリックス含量の相関 [1].

すなわち，フォールディング初期に現れる中
間体は，ヘリックス転移理論から予想される
ヘリックスのできる割合と高い相関を示す
ということである。これは,サブマイクロ秒
の時間領域でできては壊れるヘリックスが
トラップされたときに，フォールディングの
初期中間体として準安定化されるという仮
説を表している。いわば，準安定なヘリック
スの拡散衝突がフォールディングの原因で
あるという説である。この仮説のさらなる発
展を期待したい。
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