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研究成果の概要（和文）：立体構造変化に加えて、自己分解反応を考慮した速度論的モデルを構築し、プロテアーゼの
種々条件下の熱測定データを共通のパラメターで解析するグローバル解法を開発した。金属プロテアーゼであるthermo
lysin(TLN)とセリンプロテアーゼであるsavinase(SAV)の速度論的安定性が本手法で評価できることを示した。さらに
、TLNの安定性への阻害剤の効果と、SAVの安定性へのCaイオンの効果とを評価し、それらの機構を明らかにした。また
、本手法の汎用性を検証するため、マルチユニットからなる非プロテアーゼ蛋白質にも適用し、カルモジュリンやアミ
ロマルターゼ等の速度論的安定性の評価に成功した。

研究成果の概要（英文）：Although the kinetic stability of protease was traditionally analyzed by 
considering only the conformational change, a new kinetic model has been constructed with considering the 
self-digestion, Based on this method, the global analysis for the calorimetric data of proteases under 
various experimental conditions has been developed where the kinetic parameters were determined 
precisely. Using this method, kinetic stability of a metalloprotease, thermolysin (TLN) and a serine 
protease, savinase (SAV) has been analyzed successfully, and the effect of the inhibitor on the stability 
of TLN, and the effect of Ca ion on the stability of SAV, have been evaluated. Furthermore, the method 
has benn successfully applied to evaluate the kinetic stability of non-protease proteins consisting of 
multi-unit, such as calmodulin and amylomaltase, indicating the versatility of the method.

研究分野：蛋白質物性
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質の安定性については、変性が可逆で
あれば平衡論が適用可能であり、温度走査熱
測定によれは、単量体の熱転移など、解析モ
デルに依存しない安定性評価が可能な場合
や、解析に用いたモデルの検証が可能な場合
が多い。しかし、蛋白質の変性は不可逆な場
合が多く、この場合には、安定性を評価する
場合には、平衡論ではなく、反応速度定数を
扱う速度論的解析が必要となる。そして、従
来は、単分子反応である立体構造変化（１次
反応）が律速とするモデルで解析される場合
がほとんどであった。例えば、等温条件のも
とで天然(native)状態（以下 N状態と呼ぶ）
のモル分率の時間経過は指数関数とみなし
て時定数あるいは寿命が評価されることが
広く行われている。蛋白質分解酵素
thermolysin の熱変性を示差走査熱量測定
（DSC）で評価した場合も、この１次反応モ
デルで測定データが良く説明できることが
報告されていた。 
 一方で、蛋白質分解酵素の長期保存時の変
性の抑制には、阻害剤を添加して自己消化反
応を遅くすることが有効であることが知ら
れており、酵素・基質結合が律速となる２次
反応が律速となる可能性があるが、これらの
反応を分離して評価するような試みは報告
されていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 従来の１次反応が律速となる過程と平行
して、２次反応が律速となる過程を考慮した
解析モデルを定式化し、このモデルにより、
蛋白質分解酵素の熱変性解析することで、そ
れぞれの速度定数とその温度依存性とを決
定するグローバル解析法を確立する。 
(2) 各種の蛋白質分解酵素の熱変性過程に、
２次反応特有の酵素濃度依存性の有無を実
験的に調べるとともに、それらの速度論的パ
ラメターを決定する。また、蛋白質分解酵素
へのリガンド共存による安定化の効果や機
構を解明する。 
(3) 蛋白質分解酵素以外でも、複雑な不可逆
的変性を示す蛋白質に対して(1)のグローバ
ル解析法を適用し、モデルの検証を行うとと
もに速度論的パラメターの決定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規解析方法 
本解析法の基本モデルは、１次反応の反応速
度定数を k1、２次反応のそれを k2とすると、
天然状態が、１次反応を律速とする過程と２
次反応を律速とする過程の２つの経路で変性
すると仮定すると、そのモル分率 fの時間経
過は、 

 

   

 

という微分方程式に従うことになる。ここで
cは酵素の濃度である。示差走査熱量測定の
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と書ける。ここで、速度定数の温度依存性は、
絶対反応速度論により 

 

 

 

で記述する。ここで kB, h, R は、それぞれボ
ルツマン定数、プランク定数、気体定数であ

る。また、活性化自由エネルギー G  の温
度依存性は、活性化エンタルピーの温度依存
性を無視すると、 

 

 

 

で記述できる。この微分方程式は一般には解
析的に解けないが、ルンゲクッタ法を用いて
数値積分することで、温度 T の関数として任
意の制度で解を求めることができる。 
 DSC で観測されるみかけの部分モル熱容量
は、熱変性に伴う部分モルエンタルピー変化
ΔＨとその温度依存性ΔCpとを用いて 

と記述できる。ここで、Cp,Nは天然状態の部分
モル定圧熱容量で、本研究では温度の１次関
数で記述した。 
 このモデルに基づいて、複数の実験条件（蛋
白質濃度、昇温速度）のデータを、共通の熱
力学的パラメターを用いて fitting 解析可能
な、非線形最小２乗法プログラムを作成した。 
(2) DSC 測定 
 DSC 測定は各種実験条件で調製・透析した
蛋白質溶液を、十分に脱気したのちに、マル
バーン社 VP-DSC に充填して実施した。昇温速
度は、主として 1 K/min を用いた。蛋白質溶
液の濃度は紫外可視分光光度計 UB-25（日本
分光）で測定した。ただし、２次反応速度定
数を正確に決めるには活性を持つ酵素濃度の
定量は重要であり、吸光度の測定では変性し
た酵素と区別がつかないため、DSC 測定で観
測された変性に伴う部分モルエンタルピー変
化ΔH を使用して酵素濃度の補正を行うこと
も可能とした。 
 
４．研究成果 
(1) 自己分解反応を考慮したDSCの速度論的
解析方法の開発 
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 活性を持つ天然状態（N 状態）から活性を
失った変性状態（D 状態）への、構造転移に
よる１次反応と、自己分解反応による２次反
応とが同時に起きる速度論的モデルに基づ
いてDSCデータを非線形最小２乗法で解析す
る方法を完成させた。この際に、速度定数と
その活性化エンタルピー、熱変性エンタルピ
ーとその温度依存性とをfittingパラメター
とした。さらに、昇温速度やプロテアーゼ濃
度を変えた複数の実験データを共通のパラ
メターを使って解析する、いわゆるグローバ
ル解析も可能とした。なお、２次反応速度の
定量的な決定には、活性を保持している蛋白
質分子濃度の正確な評価が要求されるため、
変性エンタルピーを用いた濃度補正を行え
るようにした。これにより、汎用性の高い解
析方法が完成した。 
(2) thermolysin の熱変性の速度論的解析 
 thermolysin の熱変性は１次反応だけでは
説明できず、自己分解反応の寄与が無視でき
ないことを明確にし、前項目で開発した解析
法を用いて、様々な昇温速度と酵素濃度の測
定を１組の共通のパラメターでグローバル
解析することでthermolysinの１次反応と２
次反応の反応速度定数とその温度依存性と
を決定することに成功した。 

図 1 各種濃度の thermolysin の熱転移の DSCデー
タのグローバル解析による fitting（pH 6.5, 50 
mM PIPES, 100 mM CaCl2, 0.1 mM ZnSO4,昇温速度 1 
K/min） 

 
図２ 阻害剤 Z-L-Thr の様々な濃度共存下の
thermolysin 変性の１次反応・２次反応速度定数
とその温度依存性 

  
 様々な濃度の阻害剤 Z-L-Thr 存在下では、
2 次反応速度が拮抗阻害を受けて減少するこ
とが明らかになった。これと同時に 1次反応
速度は酵素濃度とともに減少し、阻害剤の結
合によって、立体構造変化も起きにくくなっ
ていることが明らかになった。 
(3) savinase の熱変性の速度論的解析 
 同 様 の 手 法 で 、 洗 剤 に 使 用 さ れ る
subtilisin 相同蛋白質である savinase の速
度論的安定性が、前項のモデルで解析可能な
ことを示した。また、共存する Ca イオン濃
度による速度定数への影響を解析したとこ
ろ、1次反応・2次反応ともに Ca イオン濃度
の減少に伴って反応速度定数が増加するこ
とがわかった。Ca イオン濃度依存性からは、
それぞれの反応の遷移状態で Ca イオンに対
する親和性が減少して確率的に Ca イオンが
外れていることが推測された。 

図３ 各種濃度のsavinaseのDSCデータとグロー
バル解析による fitting（pH 7.0, 50 mM PIPES, 10 
mM CaCl2, 走査速度 1 K/min） 
 

図４ 各種 Ca イオン濃度共存下の savinase 変性
の１次反応・２次反応速度定数とその温度依存性 
 
(4) マルチユニット蛋白質の速度論的解析 
 複数の協同的な構造ユニットから構成さ
れている蛋白質の速度論的安定性を評価す
るには、多くの速度定数を一度に決定する必
要があり、昇温速度の異なる多数のデータを
用いてグローバル解析を行うのが有効であ
る。(1)で開発したグローバル解析法を応用
して、カルモジュリンやアミロマルターゼの
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速度論的安定性を評価することに成功した。 
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