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研究成果の概要（和文）：S-S結合を欠損させて天然の立体構造を失わせたリゾチーム分子に残留

する部分秩序構造をNMR分光法と重水素交換法を組み合わせて研究した結果、リゾチームに存

在するA、B、Cへリックスが作るドメインの疎水性ポケットにシートの底部にある残基 I55

、L56が固定された構造が、このタンパク質の折りたたみ反応開始部位であることを解明するこ

とができた。一方、ピロリドンカルボキシルペプチダーゼ（PCP）の天然立体構造の揺らぎを調

べる実験からは、208残基から成るこのタンパク質の残基70番近傍で起きる構造変化がこのタン

パク質を2つの大きな構造ドメインに分割しようとするが、その揺らぎのモードが立体構造を完

全な無秩序鎖状態にほどいてしまうことを突き止めた。 

 
研究成果の概要（英文）：We have studied partially ordered structures remaining in unstructured 

disulfide-deficient variants of lysozyme by means of NMR and H/D exchange methods. In this residual 

structure, two residues of I55 and L56 involved in the bottom of the -sheet were located in a 

hydrophobic pocket formed with A, B and C-helices in the -domain. Lysozyme folding appears to be 

initiated around this site. On the other hand, H/D exchange reactions were studied in the native state of 

pyrrolidone carboxyl peptidase (PCP). The native structure was found to be divided into two domains by 

structural changes near at the residue 70. 
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質の折りたたみ反応は、鎖が折り

たたまれた天然構造と無秩序鎖となった変

性状態間の構造変化である。無秩序鎖の状態

を解明することが、その研究の鍵であるが、

従来、高濃度の変性剤存在下のタンパク質を

変性構造と捉えて研究が行われてきた。しか

し、天然構造をとる分子が大部分を占めるよ

うな生理的溶媒条件下でも、秩序構造を失っ

た変性構造をとる分子種が僅かながら存在

し、その構造がタンパク質の folding 反応の開

始状態に相当する変性状態である。この生理

的溶媒条件下での変性構造を実験的に調べ

ることが本研究の最重要課題であった。 

そのような中で、我々はタンパク質の folding

の初期過程の解明に特別に有利な 2 つの系を

確立してきた。一つは、天然構造は失ってい

るが様々な部分構造秩序度をもつ S-S 結合欠

損リゾチーム変異体である。この試料は文字

通り生理的条件下で変性状態にあるタンパ

ク質である。もう一つは生理的溶媒条件下で

変性状態に長くとどまるという特性を持つ

ピロリドンカルボキシルペプチダーゼ(PCP

と略す)というタンパク質である。 
 
２．研究の目的 

（１）従来、生理的条件下で変性状態にある

タンパク質は、高濃度の変性剤を急激に希釈

することによって refoldingするまでの過渡状

態において研究が行われてきたが、refolding

初期状態は短時間で通過するため詳細な構

造情報を得ることが困難であった。上記 2 つ

の研究試料は、平衡状態やそれに準じるよう

な安定な状態で、非天然構造に残留する部分

秩序構造を調べることができるため、以下に

述べるように高分解能の 2 次元 NMR スペク

トルを用いて研究することが可能であった。 

（２）リゾチームに存在する 4 本の S-S 結合

を 1 本ずつ欠損させて、徐々に天然立体構造

を失わせた種々の「folding 中間体」を作製し、

その構造を NMR 分光法によって研究してき

たが、2 本以上の S-S 結合を欠損させた 2SS

変異体と 1SS 変異体を主な研究対象とした。

これらは水溶液中ではランダムコイルに近

い無秩序鎖構造をとるが、溶液に高濃度のグ

リセロールを加えることによって CD スペク

トルに部分的な秩序構造が誘導されること

を見出した。この構造を NMR 分光法によっ

て詳細に研究することが目的であった。 

（３）PCP 変異体（2 つの Cys 残基を Ser に

置換した変異体、今後は単に PCP と呼ぶ）は

温度と pH を調節することによって、事実上

refolding 反応を停止させることが可能なタン

パク質である。GuHCl で完全変性(D2状態)さ

せた後、pH3.0、8C で GuHCl を完全に除去

すると 220nm近傍の CD スペクトルは急速に

一部回復するが、空間構造は非天然状態のま

まである(D1状態)。この状態は長く続き、8C

では天然構造に戻るのに約 24hr かかる。この

過渡状態の変化を NMR スペクトルで追跡す

ることが目的であった。 
 
３．研究の方法 

（１）リゾチーム変異体として C6-C127 と

C64-C80 という 2 本の S-S 結合を持つ 2SS 

[6-127,64-80]変異体と 1 本の S-S 結合を C6- 

C127 間に保持する 1SS[6-127]と C30-C115 間

に保持する 1SS[30-115]という 3 種のものが、

とくに詳しく研究された。変異体を含む溶液

に 30-70%濃度のグリセロールを加えると、

220nm の CD スペクトルは全ての変異体で増

大してヘリックスに富む構造に変化するが、

280nm 近傍の CD スペクトルは一般には回復

しなかった。例外が 2SS[6-127,64-80] と

1SS[6-127]である。これらにおいては部分的

な 3 次構造が回復していると考えられる。こ

の構造をアミノ酸残基レベルの分解能で調

べるため、グリセロール溶液中で H/D 交換反

応を実施し、その後グリセロールを除いて

NMR 測定溶媒に DMSO を用いるという手法

を用いてグリセロール中での H/D 交換反応

の阻害因子を残基毎に決定することに成功

した。 

 



（２）PCP の D1 状態における構造形成の問

題は、微妙な pH 変化に応じて敏感に refolding

速度が変わるため、まだ実験データの再現性

に問題が残っているが、少なくとも、8C、

pH3.0 で長時間インキュベーションすると、

初めは6 へリックスだけだった構造形成領

域が次に4 ヘリックス領域に広がることは

確かな実験事実であった。その後、徐々に他

の領域の NH 基の H/D 交換反応の阻害因子が

増大し、PCP 全体の構造形成が進行する様子

が確認できた。ただし、PCP 全体の refolding

も同時に進行しており、当初の予想ほどその

時間域が大きく異ならなかったため、明瞭に

どこまでが refolding 初期過程で、どこからが

all-or-none の folding 過程なのか区別するのが

困難な状況になった。一方、天然状態にある

PCPのH/D交換反応も生理的条件下で変性し

ている D1状態の影響を反映するので、pD2.9

にして種々の温度で H/D 交換反応を実施し、

交換反応速度の温度依存性を調べ、H/D 交換

の詳細な反応機構を調べる研究を行った。 
 
４．研究成果 

（１）S-S結合欠損リゾチームの研究において

C6-C127というS-S結合を残す1SS[6-127] 変

異体とC30-Cys115を持つ1SS[30-115]変異体の

構造の違いが興味深い実験事実であった。溶

媒にグリセロールを添加する方法によって違

いを顕在化させ、NMR分光法とH/D交換法を

組み合わせた方法で研究を行った結果、明瞭

な違いが残基4-15領域のA-helixの安定性にあ

ることが明らかになった。Aヘリックスを中

心として、B、Cヘリックスの集まるドメイ

ンにできた疎水性のポケットにシート底部

の2つの残基I55とL56が固定された構造がグ

リセロールによって誘導される。前述の2SS 

[6-127, 64-80]変異体ではもっと低い濃度のグ

リセロール溶液中でその3次構造が誘導され、

それが天然構造に非常によく似ていることが

明らかになった。研究成果はBiopolymers, 91 

(2009), 665-675と同雑誌, 97 (2012), 539-549に

論文発表されている。 

（２）PCPに関する研究においては、pD2.9で

天然状態にあるPCPの主鎖アミドプロトンの

H/D交換反応を温度35ºC～50 ºCの範囲で測定

した。実験の結果、PCPは折りたたみ反応の

開始状態であるD1状態にまでunfoldingして、

分子中心部にある48個のアミドプロトンが一

斉に溶媒露出し、H/D交換反応が起きること

が明らかとなった。さらに、D1状態において

C末端の20残基ほどから成る6-helix領域に

H/D交換反応を阻害する13程度の遅延因子が

存在することが分かった。すなわちD1状態に

おいて、すでにこの6-helixはヘリックスを形

成していることを示唆している。この結果は

現在論文を準備中である。その他、グルコア

ミラーゼのデンプン結合ドメイン(SBD)とい

うタンパク質の折りたたみ反応中間体を直接

NMR分光法で構造解析する研究を成功させ、

J. Mol. Biol., 412(2011), 304-315に論文発表し

た。 
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