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研究成果の概要（和文）：本研究の目標は、蛋白質のフォールディングエネルギー地形を、実験の立場から定量的に記
述し、蛋白質が天然状態へたどり着く機構を理解することである。スタフィロコッカル・ヌクレアーゼについて、蛍光
共鳴エネルギー移動と超高速混合法とを組み合わせ、反応初期に非一様な構造形成が起こることを見いだした。これは
初期中間体形成が特異的な相互作用に起因することを示唆する。アポミオグロビンについて、フォールディング反応初
期に蓄積する中間体が平衡条件下において蓄積する中間体と同じ速度過程で形成することを見いだした。この結果は、
これらの中間体が同一の分子種であることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：The specific aim of this study is to understand the mechanisms of protein folding 
in terms of physical chemistry, by quantitatively representing the structural and energetic 
characteristics of relevant species. Nonuniform chain collapse was observed in the early folding of 
staphylococcal nuclease by using ultrarapid mixing methods combined with fluorescence resonance energy 
transfer, indicating that specific interactions play a major role in forming early folding intermediates. 
A systematic study on urea-induced folding of apomyoglobin, using ultrarapid mixing methods, revealed 
that an ensemble of folding intermediates, which transiently accumulates during folding under strongly 
native conditions, is formed by the same kinetics as the equilibrium intermediate, which stably populated 
at equilibrium under moderately denaturing conditions, indicating that these molecular species consist of 
a single molecular species.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質は、細胞を構成する主要素の一つであ
り、生命活動の現場に必要不可欠である。蛋
白質分子は、生合成された後、適切にフォー
ルディングすることによって、固有のかたち
や動きを獲得し、機能を発揮する。この意味
で、フォールディングは、遺伝暗号から生物
学的機能への情報変換の最終段階である。ま
た、蛋白質分子が正しくフォールディングし
て、初めてより高次の構造形成や蛋白質間ネ
ットワークの形成が可能になる。従って、フ
ォールディングは、生命現象における自己組
織化の最も要素化された単位の一つである
と捉えることができる。加えて、フォールデ
ィングは、熱力学・統計物理学を用いて記述
できる現象であり、その意味で物質科学とし
ての側面も持つ。生命現象を理解するために
は、生命科学と物質科学との境界に位置する
蛋白質フォールディングの物理化学を解明
することが必要不可欠である。 
 
 蛋白質の多くは、天然構造に至るまでの律
速段階以前に、コンパクトな平均分子サイズ、
天然様二次構造を持つ中間体を蓄積する。こ
れまでの実験的研究においては、(1) フォー
ルディングは、経路に沿った反応として記述
され、(2) その経路上には中間体が蓄積し、
これら中間体の蓄積は蛋白質分子の効率的
なフォールディングに本質的であると考え
られてきた。しかしながら、フォールディン
グ反応で実際に起こっている現象は、自由エ
ネルギー的に不安定で、構造的に著しく多様
な構造アンサンブルが、特異的な立体構造を
もつ天然状態へと至るというものである。し
かるに、現在のフォールディングの実験的研
究は、ほとんどの場合、二次構造含量や分子
サイズと言った少数の構造パラメータをプ
ローブとした速度論的手法を用いているの
で、反応過程で蓄積する構造アンサンブルに
ついて平均像のごく一部の特徴しか捉える
ことができない。フォールディングの物理学
を理解するためには、より詳細にフォールデ
ィング反応を記述することが必要不可欠で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目標は、蛋白質のフォールディング
エネルギー地形を、実験の立場から定量的に
記述し、蛋白質が天然状態へたどり着く機構
を理解することである。上記目標に到るため
には、(1)フォールディング反応の初期から天
然状態に至るまでの過程をできるだけ曖昧
さなく、かつ詳細に観測し、(2)フォールディ
ング反応に関わる分子種の構造と安定性を
特徴付けることによって、フォールディング
に際して天然構造が獲得されていく機構と、
構造形成に伴う天然状態の安定化機構を明
らかにする。 
 
この様な観点から、本研究では、モデル蛋

白質として、スタフィロコッカル・ヌクレア
ーゼ(SNase)とウマアポミオグロビン(apoMb)
を用いる。SNase も apoMb もフォールディン
グ反応初期から後期にかけて複数の中間体
を蓄積することが知られている。特に、いず
れの蛋白質についても、初期中間体は、反応
開始後サブミリ秒の時間スケールで形成さ
れる。SNase について、中間体の平均構造を、
アミノ酸残基間距離などの部位特異的な構
造パラメータを用いて評価し、また、フォー
ルディング自由エネルギー地形を反応初期
から天然状態に至るまで記述することによ
って、そのフォールディング機構の理解を目
指す。特に、中間体形成が特異的な相互作用
に起因するのか、非特異的な疎水的凝縮に起
因するのかを明らかにする(図 1)。また、フォ
ールディングにおける中間体の役割を明ら
かにする。 

ApoMb についても、反応初期から天然状態
に至るまでの構造形成に関わる自由エネル
ギー地形を記述し、さらに平衡条件下で蓄積
する中間体とフォールディング中間体とを
比較することによって、この蛋白質のフォー
ルディング機構と中間体の役割を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
フォールディング反応初期、反応開始後サブ
ミリ秒の時間域おいて形成する中間体を直
接観測するために、不感時間が 0.1 ミリ秒以
下である超高速混合連続フロー装置を用い
た。この装置は、申請者が所属していた
Heinrich Roder 教授の研究室で開発されたも
のであり、現在においても世界的に見て最も
不感時間の短い溶液混合装置の一つである。
本研究においては、連続フロー装置とストッ
プト･フロー装置を組み合わせることにより、
反応開始後サブミリ秒から約 100 秒までの速
度論を観測した(図 2)。速度論に加えて、平衡
条件下におけるアンフォールディングを観
測することによって、平衡条件下での蛋白質
の構造と安定性を評価し、速度論との対応を
つけた。 
 
SNase の中間体構造を特徴付けるために、分
子内の一次配列上離れた二つのアミノ酸残
基間の距離に着目した。詳細な距離情報を得
るために、単一トリプトファン(単一 Trp)変異
体と N-(ヨードアセチル)-N'-(5-スルホ-1-ナフ
チル)-1,2-エタンジアミン(IAEDANS)や 5-チ



オ-2-ニトロ安息香酸(TNB)の蛍光ラベルを
用いた。単一 Trp 変異体は、SNase の唯一の
トリプトファン残基 Trp140 を他の残基(His)
に置換した Trp-free 変異体に、トリプトファ
ンを一つ導入したものである。蛍光共鳴エネ
ルギー移動(FRET)のドナーとしての Trp 残基
とアクセプターとしての蛍光ラベル(FL)の組
を導入した蛍光ラベル単一 Trp 変異体を三種
類作成した。これらの変異体は、SNase のβ
バレルドメイン内、βバレルドメイン-αヘリ
カルドメイン間にドナー･アクセプターの組
をもつものであり、ドメイン内の構造形成と
ドメイン間のドッキングが FRET 効率の変化
として反映される。これらの変異体のフォー
ルディング速度論・平衡論的アンフォールデ
ィングに基づき、フォールディングに関与す
る分子種の FRET 効率、ドナー･アクセプター
間距離を評価し、中間体形成に主要な役割を
果たす相互作用を明らかにした。 
 
ApoMb のフォールディングについては、ほど
けた状態、平衡論的中間体および天然状態を
初期条件とするフォールディング・アンフォ
ールディングを系統的に調べることによっ
て、この蛋白質が天然状態に至るまでに形成
する中間体を構造、安定性の両面から捉え、
特にフォールディング中間体と平衡論的中
間体との関係を明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) FRETを用いた SNaseのフォールディング
機構の探索 
SNase の蛍光ラベル単一 Trp 変異体として、
① W27/C64-AED 、 ② W27/C97-AED 、 ③
W140/C64-TNB を作成した。①および②は、
そのドナー (Trp27) およびアクセプター
(C64-AEDANS、C97-AEDANS)が、ともにβ
バレルドメイン内にある。③は、ドナー
(Trp140)がαヘリカルドメインに、アクセプタ
ー(C64-TNB)がβバレルドメインにある。過去
の水素重水素交換核磁気共鳴法を用いた研
究によると、フォールディング反応開始後数
ミリ秒には、βバレルドメイン内の残基につ
いて、アミドプロトンが弱く保護されている。
三種類の変異体は、さらに短い時間域での三
次構造形成を部位特異的に探索するもので

ある。SNase の結晶構造におけるこれらの残
基の位置とドナー･アクセプター間距離(Cβ間
距離)を図 3 に示す。 

 
 これら三種類の変異体について、フォール
ディング・アンフォールディング速度論の尿
素濃度依存性、尿素による平衡論的アンフォ
ールディングを測定した。得られた反応速度
論曲線およびアンフォールディング転移曲
線を、スキーム 1 (scheme 1)によって数値的に
解析し、ほどけた状態(U および U’)、中間体
(I1、I2 および M)および天然状態(N)の安定性
と、蛍光強度を評価した。 

それぞれの分子種に対してエネルギー移動
効率を評価するために、ラベルで修飾してい
ない変異体についても同一の測定を行った。
反応に関わる分子種の W27-C64-AED 、
W27-C97-AED および W140-C64-TNB 間のエ
ネルギー移動効率と距離を図 4 に示す。 

図 4 に よ る と 、 βバ レ ル ド メ イ ン 内
(W27-C64-AEDANS、W27-C97-AEDANS)での
凝縮は、反応開始後サブミリ秒の時間域で蓄
積する中間体 I1において既に認められている
一 方 、 ド メ イ ン 間 の ド ッ キ ン グ



(W140-C64-TNB)は、反応の律速段階において
初めて認められる。この結果は、SNase のフ
ォールディングにおいて、① βバレルドメイ
ンがサブミリ秒の時間域、中間体 I1において
殆ど天然様のコンパクトさを獲得する、②ド
メイン間のドッキングは天然状態の獲得に
伴って起こる、③ 中間体形成に主要な相互作
用は、特異的な相互作用である、ことを示唆
する。 
 
(2) ApoMb のフォールディング機構 
尿素および pH による apoMb のフォールディ
ング機構を系統的に調べた。pH 6.0 において、
尿素によるフォールディング・アンフォール
ディング速度論、平衡論的アンフォールディ
ングをトリプトファンの蛍光を用いて観測
した。pH によるフォールディング・アンフ
ォールディング速度論、平衡論的アンフォー
ルディングについても同様の測定を行った。
どちらの変性についても、平衡条件下におい
ては三状態モデル 

 
 

で解析を行い、速度論については五状態モデ
ル 

 
 

を用いて解析した。尿素によるフォールディ
ングに関して得られた結果を図 5 にまとめる。 

以下の結論が得られた。 
①  apoMb のフォールディング反応は、逐次

五状態モデルで説明することができる。 
② 連続フロー法の不感時間内のフォールデ

ィングで蓄積する中間体 I が存在する。 
③ フォールディング中間体 M は、平衡論的

アンフォールディングで検出された平衡
論的中間体と同一の速度過程で形成され
る。この結果はさらに、M と平衡論的中
間体とが同一の分子種であることを強く
示唆する。 

④  天然類似中間体 N’が存在する。 
 
(3) 得られた成果の位置づけとインパクト、
今後の展望 
これまで蛋白質フォールディングにおける
初期中間体形成機構についての理解は限定
的であった。その主たる理由は、フォールデ
ィング速度論の観測において、時間分解能が

充分でなかったことである。本研究において
は、連続フロー法を用いることによって観測
の時間分解能が向上した。SNase のフォール
ディングについては、以前にも単一 Trp 変異
体を用いた研究によって、反応初期に形成さ
れる構造について限定的な知見があったも
のの、その構造形成の詳細については分かっ
ていなかった。本研究によって、サブミリ秒
の時間域で起こる中間体形成が、主としてβ
バレルドメイン内での特異的な相互作用に
基づくことが明らかになった。 
 

ApoMb のフォールディングについては、速
度論的中間体と平衡論的中間体とが構造上
極めて類似していることは明らかになって
いたものの、これらの中間体が蓄積する条件
や形成の様式(過渡的な形成と平衡条件下で
の蓄積)が著しく異なるのかについては分か
っていなかった。本研究では、これらの中間
体の形成過程を直接観測することによって、
これらの中間体が速度論的にも同一の分子
種であることが明らかになった。さらに、こ
れまで知られていなかったフォールディン
グ及びアンフォールディング反応初期に蓄
積する中間体を見いだした。 
 
ふたつの研究に共通する特徴は、サブミリ秒
の時間域における構造形成を直接観測した
ことである。この時間域で起こる構造形成が
比較的大規模であることから、フォールディ
ング機構を理解するためには、このような反
応の初期過程を詳細に理解することが重要
であることが示唆される。 
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