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論文内容の要旨

蛋白質は，そのアミノ酸配列によって規定される立体構造に依存して特異な機能を発揮する。一般の球状蛋白質の

立体構造は，様々な因子による効果が複雑に絡み合った結果，変性状態に比べて 40kJ/mol 程度のギブスエネルギー

差で安定化されている。この立体構造の安定化機構を解明することは，アミノ酸配列に含まれている立体構造に関す

る情報の解読に重要な役割を果たし，蛋白質の構造・機能予測，新規蛋白質の構築へとつながる。そのためには，ど

の様な立体構造中に位置するアミノ酸残基がどの様に安定化に寄与しているかを定量的に明らかにする必要があるo

本研究は，蛋白質立体構造の主要な安定化因子と考えられている疎水性相互作用に注目し，その疎水性相互作用をも

たらす疎水性残基を系統的に置換させた変異蛋白質の熱測定・構造解析を行い，疎水性残基が安定化に果たす役割を

調べた。

本研究では，変異型蛋白質の作製，熱測定. x線結晶構造解析に有利であるヒトリゾチーム(130残基. 4SS 結合)

をモデル蛋白質とした。アミノ酸置換は，立体障害による影響を避けるために. Ile→Val→Ala→Gly 変異を用いた。

作製した変異型蛋白質は. 5 種のIle→Val， 5 種のIle→Ala. 2 種の11e→Gly と 9 種の Val→ Ala の計21種のー残基

置換体である o さらに，得られた結果の一般性を検証するために， ヒトリゾチームに 4 本ある SS 結合のうちの l 本

をアミノ酸置換により欠いた 3SS 型ヒトリゾチームでの 5 種のIle →Val と 9 種の Val→Ala の計 14種のー残基変異

型を作製した。

断熱型示差走査熱量計 DASM4 を用いた熱測定の結果，野生型からの置換の 21種の変異型の安定性は. 1 種を除

いて野生型に比べ低下した。しかし，同種の置換においても安定性の低下の大きさは一機ではなかった。このことは，

置換部位の環境，置換による構造変化が安定性に影響をおよぼしていることを示唆している o 構造解析の結果，置換

による大幅な構造変化はなかったが，多くの変異型において置換部位周辺だけでなく離れた部位まで微妙な構造変化

が生じていた。また. 4 種の変異型では，置換部位に生じた cavity 内に新たな水分子が導入されていた。よって，

これらの構造変化が安定性に影響をおよぼしていると考えられる。

置換による安定性の変化(ムム G) と構造変化との関係を調べた結果，置換による二次構造の傾向性の変化と新た

に導入された水分子を考慮するとムム G と分子全体のムム ASAHP (変性により露出される疎水性残基の表面積の変

化)との聞に良い相関関係 (0 .1 2kJ/molﾂ 2) が得られた。この相関 (0 .1 2kJ/molλ りはアミノ酸の疎水性度か

ら得られる値と等しい。ここで，二次構造傾向性を高める置換では約 3 kJ/molの安定化効果があり， これは二次構
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造傾向性の効果を調べた他の実験結果と一致する D また，分子内の水分子は水素結合の形成によって安定化に寄与し

ていることが分かった。

次に 3SS 型ヒトリゾチームからの 14種の疎水性残基変異型を用いて同様の実験を行った結果， 3SS 変異型において

もムム G と分子全体のムム ASAHP との間に良い相関が得られ，また，先に野生型からの置換で見いだされた結果と

一致した。さらに， PDB に構造が登録され安定性の結果が報告されている T4 リゾチームの 6 種の変異型についても

同様の相関関係があることが分かった。以上の結果は，今回見いだされた相関関係は一般性があることを強く示唆し

ている。

本研究は，一連の疎水性残基変異型の熱測定と構造解析から，蛋白質の安定化に寄与する疎水性相互作用，分子内

の水分子，及び，二次構造傾向性による効呆を明らかにした。さらに， これまで置換部位周辺の構造変化だけの考慮

では説明し得なかった置換による安定性の変化を，置換が分子全体に影響をおよぼしているという構造解析の結果を

基に，分子全体の構造変化を考慮することによって説明し得ることを示した。

論文審査の結果の要旨

蛋白質はその立体構造に依存して特異な機能を発揮する O この立体構造は様々な因子が絡み合って，安定化されて

いる o 35種のリゾーチームの熱測定と結晶構造解析に基づいて，蛋白質の安定化に対する疎水性相互作用，分子内水

分子と二次構造傾向性の寄与を明らかにした。この研究は，博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認め

る。
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