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研究成果の概要（和文）：本研究では、新規に「リアルタイム変性・巻き戻りプロテオリシス法」

を提案し、タンパク質の変性・巻き戻り過程の重要部位の同定やそれらの構造物性解析に取り

組んだ。その結果、Tk-RNase H2 の遅い変性過程の経路を同定した。Tk-RNase H2 は、２種

類の天然構造を有しており（ＮとＮ′）、Ｎ構造はプロテアーゼに分解され、変性過程において、

Ｎ′構造へ移行する。Ｎ′構造はプロテアーゼ耐性で、この構造が非常に遅く変性する。 

 
研究成果の概要（英文）：In this work, we examined the slow unfolding pathway of Tk-RNase 

H2 by pulse proteolysis using a super-stable protease. Through these experiments, we 

found that Tk-RNase H2 includes two different forms with N-state and N’-state in the 

native state. The N-state has the large hydrophobic surface in the C-terminal region. In the 

early stage of unfolding, the N-state changes to an intermediate state (A-state) which is 

digested by protease at the C-terminal region. In contrast, the N’-state is a protease 

resistant form. In the slow unfolding pathway, the A-state shifts to the N’-state which 

gradually unfolds. 
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１．研究開始当初の背景 

超好熱菌由来の安定なタンパク質におい
て、その変性・巻き戻り反応が非常に遅いタ
ンパク質が存在することが、申請者の研究も
含め、近年報告されている。その中で、申請
者らが見出したタンパク質（Tk-RNase H2）
は、唯一、単量体で、熱や変性剤に対して可
逆的変性を示し、この遅い反応メカニズムを

明らかにするに適したサンプルである。 

一方、申請者は超好熱菌由来の非常に安定
なプロテアーゼ（Tk-サチライシン）のフォ
ールディング（成熟化）の研究も精力的に進
めてきた。このプロテアーゼは、非常に安定
で、高温下、変性剤存在下や SDS 存在下で
も構造を保持し、機能を有する。したがって、
通常の超好熱菌由来タンパク質が変性する
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過酷な条件においても、その活性を発揮する。 

 

２．研究の目的 

 以上の研究背景のもと、ふたつの特徴的な
タンパク質（Tk-RNase H2 と Tk-サチライシ
ン）の特性を利用して、本研究では、全く新
しい研究課題：「リアルタイム変性・巻き戻
りプロテオリシス法」によるタンパク質の変
性・巻き戻り過程の構造解析、および、タン
パク質の遅い反応の原因の探求、に取り組む。 

 

３．研究の方法 

 変性剤の添加・除去によりゆっくり反応が
進行する Tk-RNase H2 の変性・巻き戻りにお
いて、種々の時間のサンプルを Tk-サチライ
シンにより限定分解する。Tk-サチライシン
は変性剤存在下でも機能を有し、Tk-RNase H2
の構造を形成していない領域を切断する。分
解したサンプルをマススペクトル・電気泳
動・アミノ酸シークエンシングなどで解析し、
切断箇所を同定する。本実験により、
Tk-RNase H2 の変性・巻き戻り過程の構造（構
造を形成していない箇所が欠落した反応中
間体）をトラップすることができる。さらに、
本実験結果を元に、遺伝子組み換えにより、
実際にその中間体を作製し、物性・構造解析
を行い、未だかつて誰も成し遂げていないタ
ンパク質の変性・巻き戻り過程の構造決定を
達成する。 
 
４．研究成果 
 Tk-RNase H2 を Tk-サチライシンによって
限定分解し、断片を電気泳動により分離し、
また分離した断片のマススペクトル測定・N
末端アミノ酸配列決定を行い、切断箇所を同
定した。限定分解には、Tk-RNase H2 と Tk-
サチライシンの量、反応時間・温度などを調
整し、最適条件を導くことで成し得ることが
出来た。 
 また、同定した断片について、実際に遺伝
子操作により、ポリペプチドを合成し、それ
らの構造物性を測定した。速く分解される部
位のポリペプチドは、やはり不安定で、速く
変性した。一方、分解されにくい領域のポリ
ペプチドは、それだけでもしっかりした構造
を維持し、変性および巻き戻りに関しても非
常に遅い特性を維持していた。これらの結果
から、Tk-RNase H2 の遅い変性および巻き戻
りの原因となる部位の特定をすることが出
来た。 
 さらに、これらの実験を通して、Tk-RNase 
H2 の遅い変性過程の経路を同定することが
できた。Tk-RNase H2 は、天然状態において、
２種類の構造を有しており（ＮとＮ′）、Ｎ
構造はプロテアーゼに分解されやすいが、変
性過程において、Ｎ′構造へ移行する。Ｎ′
構造はプロテアーゼに耐性で、この構造が非

常に遅く変性することが明らかとなった。ま
た、Ｎ′構造の重要な部位として、Ｃ末端の
領域であることも同定し、この領域がプロテ
アーゼ耐性に関与していることが示された。 
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