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研 究 ノー ト

蛋白質の安定性

1.は じめ に

生体 に と って最 も重 要 な構 成 成分 の一 つ が蛋 白質 で あ る。 そ の蛋 白質 は20種 の ア ミノ酸 がペ プ チ ド結

合 に よってつ なが って で きて いる一本 の分子 鎖 で ある。 この ペ プチ ド鎖 の ア ミノ酸 の配列 順序 に よって、

特有 な立 体構 造 が形 成 され る。 この特 有 な立 体構 造 が蛋 自質 の種 々の機 能発 現 に関 わ って い る。 蛋 白質

の安 定性 とはそ の特 有 な機 能 を持 つ立 体 構造 の安 定性 で あ る。立 体構 造 が破壊 されれ ぽ 、機 能は 消失 す

る。機 能 の土 台 とな る立 体構 造 の安定 性 の メカニ ズム を知 る ことは蛋 白質研 究の基 本 課題 で あ る。

機 能 を保 持 して い る蛋 白質 の 状 態 をN状 態(Nativestate)と 呼 び 、 変 性 して い る状 態 をD状 態

(Denaturedstate)と 呼 んで い る。D状 態 はN状 態 に対 比 させ て、 機能 のな い状態 を指 す ので あ るが 、

一般 に は特有 な立 体構 造 が破 壊 され た状 態 で あ る。立 体構 璋 の破 壊 は分光 学 的手法 に よって確 認 で き る

が、D状 態 の構造 に関 して は ホ ッ トな話題 で、今 日では ラソ ダム コイル状態 では ない とされ てい る。 水

溶 性球 状 蛋 白質 の場 合、 熱 を上 げた り、変 性 剤濃 度 を高 め る と蛋 白質 は機 能 とと もに立 体構 造 が破 壊 さ

れ る。 機 能 を指標 に した場合 も構 造 を指標 に した場合 も同 じ変 性 曲線 の上 に重 な るこ とが多 い。 また 、

温度 を下 げ た り、変性 剤 濃度 を希 釈す る と機 能 と構造 は 回復 し、 それ らを変性 曲線 の 上 に重 ね る ことが

で きる。 つ ま り、蛋 自質 の変 性 は可逆 的 で あ りv2状 態(NとD状 態)間 で平 衡 に あ る。 天然 状態 で は

N状 態 が優 り、 熱 とか変 性剤 の過 酷 な条 件 で はD状 態 が優 って い る。

つ ま り、平 衡 関係(1)式が成 立す ると仮定 で きる。そ の安 定性 の量 的尺 度 で あ る、変性 の ギ ブ スエ ネル

ギー変 化 、 △G(=Gd-G。)は2式 で表 わ され る。

N君D(1)

△Gエ ーRTJηK=△H-T△S(2)

こ こで 、K(=[D]/[N])は(1)式 の 変性 反応 の平衡 定数 であ る。 エ ソ トロ ピー項 △S(=S、 一S.)は 、真

空 中で はD状 態 はN状 態 に比 べは るか に多 くの数 の コ ンポメー シ ョンを と るた め大 きな正 の値 とな るが 、

水中 で は水和 の エ ソ トロピーで相 殺 され 、生理 的 条件 下 では ゼ ロに近 い。 また、 △Hに 寄与 す るのは 多

くの蛋 白質内 の非 共有 結 合(フ ァンデル ワール ス相 互作 用 、水素 結 合 、疎 水的相 互作 用 な ど)で あ る。 し

か し、 この項 も、水 中で は、 水和 の寄与 と相殺 されて 、結 局 、僅 か な値 とな る。結 果 的 に、 △Gは す ぐ

後 に述 べ るよ うに非常 に低 い値 とな る。

僅 か なエ ネル ギー バ ラ ソス とな った結 果 を 、比較 的 に大 きな値 を持 つ多 くの フ ァク ター の 中か ら説 明

しなけれ ば な らな い ところ に、蛋 白質 の立 体構 造 安定 化 の メカ ニズ ムを理解 す る ことの困難 さが あ る。

こ こで は、私達 が どの よ うにLて 蛋 白質立 体構 造 の安定 化 機構 の 研究 を進 め てい るか に つい て述 べ る。
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2.一 残 基 置 換 で 安 定 性 は 著 し く変 化 す る

球 状 蛋 白質 の生 理 的条 件(水 中で 中性pH、

25℃ 付 近)で の △Gは20～60kJ/molの 範 囲 内

には い る ことが知 られて い る。蛋 白質 の立 体

構 造 は、 この よ うな僅 少 の エネ ル ギー バ ラソ

ス に よ っ て 保 た れ て い る の で 、Maginal

Stableと 呼 ば れ て い る。40kJ/mol程 度 の エ

ネル ギー は、非 共 有的 相互 作 用 に よ る安定 化

エネル ギ ーの数 モル分 に相 当す る。 この こと

は、例 え ば、1本 の水 素結 合 の欠如 に よって 、

△Gが 数十%も 低 下す る ことを示唆 して い る。

実 際、 一残 基 置換 に よ って安 定性 が著 しく変 表1・ 蛋 白質 の安定 性 が一残 基 置換 で著 しい影 響 を受け る具 体 例
。 大腸 菌 トリプ トフ ァン合成 酵素 α

化 した例 は多 くあ る。 トリプ トフ ァ ン合成 酵 サ ブユ ニ ッ トの野 生型 と49位Gluを 置換 した18

素・サブユニ・・の分納 部にある49位Gl・ 魏 欝 ρ套塞郵 雛8蒲 乱ネルギー

を一 連 の ア ミノ酸 に 置換 した変 異 型 のpH7,

25℃ で の △Gを 野 生 型 と比 較 す る(表1)と 、最 も安 定 な変 異型(E491)の 値 は野生 型 の1,9倍 も高 く、 最

も不安 定 な変 異型(E49Q)は 野 生 型 の0,7倍 に低 下 してい るL2)。 αサ ブ ユニ ッ トの分 子 量 は29000、 残

基数 は268で あ る。1/268の 変化 で 、本 蛋 白質 の安定 性 を約2倍 に高 め た こ とに な る。他 の蛋 白質 では 、

一残 基 の変 化 で安 定 性 を半 分 以 下 に低 下 させ た例 もあ る
。 この よ うに蛋 白質 がMarginalstableで あ り

一残 基 の置換 で安定 性 を著 しく変 化 させ るの で
、立体 構 造 の安定 化機 構 の研 究 に とって変異(ア ミノ酸

置換)蛋 白質 の利 用 は大 変 有効 で あ る。

、4G(水 中) ∠1G(水 中)

49位 の 〔kcal/mol, 25℃ 〕 49位 の 〔kcal/mol, 25℃ 〕

残 基 残 基
pH7.0 pH9.0 pH7.0 pH9.0

Gly 7.1 6.4 Lys ア,9 7.5

A[a 8.5 6.8 Asn 8.2 6,2

VaI 12,0 9.4 G【n 6.3 8.5

lle 16,8 10.0 Asp 8.5 7.0

Leu 15.0 12.2 Glu 8.8 4.9

Pro 8.2 6.9 Cys 11.0 8.3

Tyr 8.8 6,8 Met 13.3 8.4

Phe 11.2 8.3 Thr 8.8 7.0

Trp 9.9 5,7 Ser 7.4 8,0

His 10.1 9.2

3.蛋 白 質 の 安 定 化 に 寄 与 す る 因 子

天 然 の タ ンパ ク質 は 、そ のN状 態 を安定化 す る因子 と不安 定化 す る因子 、 そ して、D状 態 を安 定 化 す

る因子 と不安 定 化す る因子 の総和 が僅 か にN状 態 を安 定 化 して い るに過 ぎな い。 それ らの安 定化 因子 は

N状 態 とD状 態 の両 方 に影響 す る。 そ のた め、N状 態 への安 定化 因子 がD状 態 に どの よ うに寄与 す るか

を見 きわめ な い と、そ の因 子 が生理 的 条件 下 で タ ソパ ク質 を安定 化 させて い るか ど うか分 か らな い。 そ

れ らの 因子 が結 果的 に どの よ うに寄 与 して い るか は立体 構造 上 また は ア ミノ酸配 列 上 の周辺 残基 との関

連 で きま る。 これ らの ミク ロな環境 が互 い に相互 作用 して、N状 態 の構 造 は保 たれ て い る。 蛋 白質 の安

定 性 を高 め るル ー ル と して は、① 分 子 内部 の疎水 性相 互 作用 の強 化 、② 水素 結合 、塩 結 合の 導入 、③2

次構 造(α ヘ リック ス、 β構 造)の 強化 、④ 金属 イオ ソ(Caイ オ ンな ど)の 導 入 、⑤ 変 性 状態 の エ ン トロ

ピーの減 少(SS結 合 、Pro置 換)、 ⑥ 不安定 化 因子 の除 去 、 な どが あげ られ る。 しか し、 これ らの安定 化

因子 の導 入 が、新 たな不 安定 化 要 因 とな る こと もあ る。 どの様 な構造 上 の特 徴 を備 えて いれ ば安 定化 因 層

子が不安 定化 要因 とな らな いで実質 的 に蛋 白質 を安定化 させ られ るの か。 この こ とにつ いて はまだ分 か っ

て い な:い。
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4.立 体 構 造 の 安 定 化 に 果 た す 疎 水 性 残 基 の 役 割

ヒ ト ・リゾ チー ムは ア ミノ酸残 基 数130か らな る比較 的小 さい酵 素 蛋 白質 で あ る。 この蛋 白質 は、①

ア ミノ酸 置換 蛋 白質 の作 製法 が確 立 され て い る。 ② 熱変 性 の可逆 的条件 が確 立 されて お り、熱 測定 に最

適 で あ る。③ 変 異型 の結 晶 が容 易 にで き、変 異型 のX線 結 晶構造 解析 が可 能 で あ る。 な どの特 徴 を備 え

て い る。 私達 は この蛋 白質 の系統 的 でか つ網羅 的 な変 異 型 を作 製 し、各 変 異型 につい て熱測 定 によ って

変性 の 熱 力学 的 パ ラメー タを求 め る と共 に変 異 に よ る構 造変 化 をX線 結 晶解析 に よって明 らか に して い

る3-7)。 得 られ た結果 か ら、個 々の ア ミノ酸残 基 が立 体構 造 の安定 化 に どの よ うな役割 を果 た して い る

か を明 らかに しよ うと して い る。

こ こで は 、安定 性 を高 め る因子 の一 つ であ る疎 水性 相互 作用 に関す る研 究例 を示 す。 蛋 白質 を構 成す

るア ミノ酸残 基 の中 で、非 極性 の疎水 性残 基 は かな りの割 合 を 占めて い る。水 中で は これ らの疎 水 性側

鎖 が 水 との接 触 を避 けて互 い に蛋 白質分 子 内部 に凝 集 す る。 これ らの疎 水性 相 互作 用が蛋 白質分 子 の立

体 構 造安 定化 の重 要 な因子 で あ る。 疎 水性 相互 作用 に果 たす疎 水性 残基 の役 割 を 明 らかにす るため に、

ヒ ト・リゾ チー ムに5個 あ るイ ソロイ シ ンか らメチル基 を一 つ欠 いた バ リソに置換 した5種 の変 異型 と、

9個 あ るバ リンか らメチ ル基 を二 つ欠 い たア ラニ ンに置 換 した9種 の変 異型 を部 位特 異的 ア ミノ酸 置 換

法で 作製 した。 図1に 変 異型 ヒ ト・リゾチー ムの示 差走 査 熱量 計(DASM4)に よって得 られ た典型 的 な

熱変性 曲線 を示 す。 熱容 量 曲線 の面積 か ら熱変 性 温度(Td)で の変性 の エ ン タル ピー(△H(Td))、

熱転 移前 後 の比 熱(Cp)の 差 か ら変性 に伴 う比 熱 変化(△Cp)を 求 め るこ とがで きる。 つ ま り、 この

熱 容量 曲線 か ら得 られ た デー タを基 に、次式 に よって変 性 の熱 力学 的パ ラメー タの温 度関 数 を求 め る こ

とが で る。

△H(T)=△H(Td)一 △Cp(Td-T)(3)

△ 与(T)=△H(Td)/Td十 △Cpln(Td/T)(4)

△G(T)=△H(T)一T△S(T)(5)

こ こで は 、20～80℃ で の実験 結 果 を も とに、 △Cpは 温 度 変化 しな い と仮 定 して い る。 表2に65℃ で の1

4種 の変 異 型 の変 性 の 熱 力学 的 パ ラメー タを示

す。5種 の イ ソロイ シンは いず れ もほ とん ど完

全 に分子内部 に埋 もれてい るが 、置換部位 によっ

て安定 化 へ の寄 与 の程 度 が異 な る ことを示 して

い る。 変性 温 度 に して 、一1.1か ら一3.6℃の範 囲

で変化 してい る6)。156V(56位 の イ ソロイ シン

がバ リソ に置換 した変 異 型)と159V変 異型 の変

性温 度 は類 似 して い るが、変 性 の △Hは 大幅 な

差 が見 られた。 この ことは 同程 度 の安 定性 の低

下 を きた す変異 型 で も変 性 の メカ ニズ ムが異 な

る ことを示 唆 して い る。 バ リソ変 異型 の場 合 は

構造 上 多岐 にわた って い るため 同 じ種 類 の ア ミ

ノ酸 置換 に関 わ らす 熱力学 的 パ ラメー タの変化

智

Q
巴

邸
2

$

琶

。。
8

×
国

(e)(d)

(b)(a)
(c)

40 506070

Temperature(OC)

80

図1.示 差操作熱量計 で求 めた典型 的 な ヒ ト・リゾチー

ムの野 生型 と変 異型 の過 剰 熱容 量 曲線。(a):野

生型 、(b):V74A、(c):V100A、(d):V125A、
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表2.ヒ ト ・ リ ゾ チ ー ム変 異 型(11e→Val及 びVal一 →Ala)の 変 性 の 熱 力 学 的 パ ラ メ ー タ。pH2.7で 野 生

型 の 変 性 温 度(64.9℃)で の 比 較 。

proteln Td

(。C)

△Td

(。C)

△Cpa

(kJ/molK)

△Hcal

(kJlmol)

△ △G△Hcalノ ムHvH

(kJlmo1)

wi蔓d-tンpe 64.9±0.5 6.6土05 477±4 (0) 0.95

123V

I56V

I59V

I89V

IIO6V

63.8土0.4

6L3±0.3

6L5±0.4

63.5士0.6

62.7±0.3

一1.1

。3.6

-34

-L4

-2
.2

5.8±1.8

5.6圭1.7

5.0土1.0

8.0圭0.3

5.9土0.7

468士H

475±13

461ま7

484士3

457士10

一L5士0
.4

-5
.0ま04

-4
.6圭0.4

-2
.0士0.8

-3
.0±0.4

0.93

0.97

0.94

0.95

0.96

V2A

V74A

V93A

V99A

VlOOA

VllOA

V121A

V藍25A

V130A

60.3圭0.2

63.8ま0.1

62.6圭0.2

6L9±0。02

64.1±0.2

66.4±0.4

60.4士0.2

60.9詣0.1

62.3圭0.1

一4
.6

-1
.1

-2
。3

-3
.0

.0
.8'

+L5

・4
.5

-4
.0

-2 .6

6.5±0.5

6.2±0.4

6.4±0.4

6.6圭0.5

4.2±0.4

5.2圭0.4

6.4±0.3

5.4±0.1

6.3士0,6

468±4

476詣2

466虫4

463圭3

461±3

484土2

460士3

472±0.5

464±5

一6.3±0.2

-L5重0.2

-3.1歪0.3

・4.1±0.1

-1.1±0.3

+2.2±0.6

-6
.0ま0.3

-5.5ま0.1

-3
.5圭0.1

0.98

0.95

0.93

0.95

0.92

0.95

0.98

0.97

0.93

a△Cpwasobtained丘omtheslopeof△HagainstTd
.

は更 に大 きい。 △Gは 十2.2～ 一6.3kJ/molで 、

△Hは 十7～ 一17kl/molの 範囲 にわ た って い る7)。

分子 内部 に含 まれて い る疎 水性 残基 が蛋 白質 の

安定 性 に どの程度 の寄 与 を してい るかは、 ア ミ

ノ酸 残 基 の溶 解 度 実験 よ りVal一>Alaの △ △G

は一5.2kJ/mol、Ile一>Valは 一3.3kJ/molと 見

積 もられて い る。 これ は蛋 白質分 子 内部 の疎水

性部 分(メ チル基)の 減少 によ って安 定性 の低

下す る量 を予 測 で き ること を示 して い る。 この

値 は疎水 性残 基 の分子 内部 へ の埋 もれ度、 逆 に

言 えば 、 どれだ け溶媒 に露 出 して い るか(溶 媒

露出表 面積:AccessibleSurfaceArea:ASA値)

(ぢ
實
、包

O
ぐ
ぐ

4

2

0

-2!

○,/亜
一4■

,/

一6'

一8'

'

至/'

ノ ノ

/董
..ぜ

.,.豆 ・'9

直

一10

-70-60-50-40-30-20-100

りつ

△△ASA(Aっ

に関 連 す る・ 変 性 に伴 って溶媒 に露 出 され る疎 図2 .変 異 型 ヒ ト・リゾチ ー ムの安定 性 の変 化量(△

水性 残 基 のASA値 の差(△ASA=D状 態 の

ASA-N状 態 のASA)の 変 異 型 と野 生 型 との

差(△ △ASA=変 異 型 の △ASA一 野 生 型 の

△ASA)が 減 少 す れ ば す る ほ ど安定 性 の低 下

(△ △G)が 期 待 され る。 図2に △ △ASAと

△G)と 変性 に伴 って表面 に露 出 され る疎水 性

残基 表面 面積(△ △ASA)と の関連 。11e→Val

変異 型 は 白丸 、Val→Ala変 異 型 は黒 丸 で表 す。

実践 は二次 構 造 を持 た な い位置 で置換(V74A,

V121A,V1525A,123V,189V,1106V)、 破 線

は αヘ リックス上で置換(V93A,V99A,V100A,

V110A)し た変 異型 を比較 。 相 関係 数 は それ ぞ

れ0.88と0.95な る
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表3.ヒ ト・リゾチー ム変 異型(11e→Val及 びVal→Ala)の 置換 部位 の特 徴 と熱測 定 か ら得 られた変 性 の

ギ ブス エネル ギ ー の野 生 型 との差(△ △G)と 残 基 の疎水 性 か ら期待 され る △ △G。 期待 され る

△△Gは 溶 媒 露 出表 面積 で補 正 して あ る。 完全 に埋 もれ て い る ときの きた い値 は、11e→Val変 異

型 で は一3,3及 びVal→Ala変 異型 で は一5.2kJ/molで あ る。

Mutant

Positionof

substitution

Measured

△△G(A)

(kJ1㎞01)

Expected

△△G(B)

(kJlmo1)

Discrepancy

(A-B)

側mo1)

V93Aα 一Heb【N3

V99Aα 一HelixCl

V100Aα 一HeHxC

V110Aα 一HehxN

一3 .1

-4 .1

-1 .1

+2.2

一5.0

。5
.1

-5 .2

.1 .5

+1.9

+1.0

+4.1

+3.7

V2A

V121A

V125A

V74A

β一SheetN1

β一TumiTypeIII

β・Tumi+3TypellI

iTypelI

・6 .3

A
U

P
O

ρ
0

「
0

一

一

・1
.5

一1 .5

4

4

4

4

一

●

一1
.3

一4.8

ハ
0

{
⊥

-
←

-

O

●

一〇.2

V130AC-Termina1 一3 .5 一5.1 +1.6

159V

123V

I56V

I106V

189V

β胴SheetN1

β・Turni+3「 恥)er

β一Turni+1TypeI

β一Turni+1TypeIII

iTypellI

一4 .6

一1 .5

-5.0

-3 .0

・2.0

一3 .3

一3
.1

-3.3

-3 .0

・3 .2

一1.3

+1.6

-1.7

0

+1.2

△ △Gと の関連 を示す 。 全て の デー タに関 して、相 関 が あ るよ うには見 えな い。表3に は、 実験 的 に得

られ た変性 の ギ ブ スエネ ル ギー変化 の野 生型 との差(△ △G)、 置 換 に よ り除 かれ た メチル 基 か ら期 待

され る △ △G(ASA値 で補 正済 み)、 実 験 値 と期 待値 の 差 、及 び置 換 部 位 の構 造上 の特徴 が示 されて

い る。表 か ら分 か るよ うに、 αヘ リックス上 に位置 す る変 異型 の実 験値 と期 待 値 の差 はいず れ もプ ラス

に な って い る。 ア ミノ酸残 基 の種 類 に よって蛋 白質二 次構 造(α ヘ リッ クス、 βシー トなど)形 成 の傾

向性 に差 のあ るこ とが知 られ てい る。 αヘ リ ックスの傾 向性 はAla>Vla、 βシー トのそ れはVla>Ala

で あ る。 そ こで、 二 次構 造 を持 た ない位 置 で の置 換 とαヘ リックス上 で の 置換 を区別 して △ △ASAと

△△Gと の相関 を求 め る と、相 関係 数 はそ れぞれ0.88と0.95と な り、良 い相関 が得 られ た。 この ことは、

疎水 性残 基(メ チル 基)の 除 去 に よ る不 安定 化 が二 次構造 形成 の 傾 向性 に よ って 左右 され る ことを示 し

て い る。 αヘ リックス上 で αヘ リックス形 成 の傾 向性 の 高い残 基 へ の置換 は 、疎 水性 の減 少 に よ る不 安

一7一



定化を相殺 していることになる。更に、それぞれの変異型のX線 結晶解析で見られた構造変化との関連

で、どのような構造変化の差異が安定性に寄与したかを詳細に検討レてみると、置換の影響が僅かずつ

分子全体に及んでおり、その僅かずつの変化の トータルが安定性に影響していることが判明している。

5.お わ り に

ア ミノ酸 置 換 に よ る安定 化 の変 化 は 、同 じア ミノ酸 残基 であ って も置換 部 位 に よ って 大幅 に異 なるの

で 、置換部 位 の構 造 の特 徴 を どの よ うに記述 す るかが最 も重 要 な課題 とな って い る。 これ まで に報告 さ

れて い る よ うな置 換部 位 の特 徴 表示 で は、 不十 分 であ る。 その た めに は、系 統 的 で網 羅 的 に ア ミノ酸 置

換 体 を作製 し、そ れぞ れの変 異型 の安 定性 を精 度高 く定量 し、併 せて置 換 に伴 う構造 変化(で きれ ばN,

Dの 両 状態 と もに)を 解 析 す る必 要が あ る。今 後 、 これ らの多 くの基 礎 デ ー タの蓄 積 を基 に して立体 構

造 上 の特 性 と安定 性 を結 び つ.ける経 験 則 の確立 をめ ざ した い。

こ こで は 、本研 究 の 目的 とす る とこ ろを意識 的 に述 べな か った。 そ れは 、 これ と同 じテ ーマ で、 この

春 に出版 され る大阪 大学 の 「生 産 と技 術」48巻 、第2号(1996)に も執 筆 して い るか らで あ る。 そ こに

は本 研究 の ゴー ル とす ると ころ を詳 し く書 い た。
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