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序論

1.タ ンパク質のフォールディング

タンパク質は20種類のアミノ酸が遺伝情報にしたがつて一本の鎖状に結合 した高分子である。

そのアミノ酸の鎖は各タンパク質特有の配列で結合され、配列が同じであれば決まつた形の立体

構造 (天然状態)に折り畳まれる (フ ォールディング)。 しかし、鎖状に結合したアミノ酸が、

どのような経路をたどつてそれぞれの決まつた立体構造に折 り畳まれていくのか、また、タンパ

ク質がどのような物理化学的な力でその立体構造を維持 しているのか。このような、タンパク質

構造の『物性』に関する疑間には、はつきりとした回答は得られていない。

1960年 に Aninsenは 、試験管内で天然状態のタンパク質を可本の鎖状 (変性状態)に解き (ア

ンフォールディング)、 そのタンパク質が自発的に天然状態の立体構造に巻き戻ることを証明し

た [1]。 この実験により、タンパク質のフォールディング過程は単純な熱力学的過程であること

がわかった。熱力学的に言い換えれば、タンパク質のフォールディング過程 とはタンパク質が高

いギブスエネルギーを示す変性状態からギブスエネルギー最小の天然状態へ転移する過程である

ことが示された。このときのフォールディング反応前後のギブスエネルギーの差 (△G)が天然

状態の安定性を支えている熱力学的要因であり、これは平衡論的な安定性とよばれている。しか

し、1968年に Levinthalは思考実験により、100残基程度のタンパク質でもランダムに可能な全

てのコンフォメーションを経験 しながら天然構造に至るためには天文学的な時間がかかつてしま

うことに気付き、熱力学だけではタンパク質のフォールディングの説明ができないことを提唱し

た [2]。 そこでタンパク質のフォールディング反応が素早く進行するためには、アミノ酸配列に

よって規定された特異的な経路が存在することを主張した。さらに、その経路上には特異的なフォー

ルディングの中間体構造があることを予測した。この『特異的な経路や中間体』の検索のため、

様々なタンパク質でフォールディング・アンフォールディング反応の速度に注目した速度論的な

解析がおこなわれた。この平衡論、速度論の双方からの解析により、タンパク質の物性の理解は

急速に深まつていった。さらに、Levinthalの予測の通 り様々なタンパク質で中間体の検出が報

告され、その物理化学的な解析が試みられた [3‐9]。 1990年代になると計算機の発達に伴ってタ

ンパク質を単純化 したモデルを用いた理論研究が盛んになり、タンパク質のフォールディングに

新 しい仮説が示された [10]。 タンパク質のフォールディング過程は常に天然状態に向かつたギ

ブスエネルギー最小化への傾きの上に存在 し、そこには無数の経路があり、反応が進むにつれて

経路の数が減少 し天然構造へと収飲 していくようにデザインされている。そのとき、『特異的な

経路や中間体』は必須ではなく、『様々な経路や中間体』が存在することになる。この理論研究

は、タンパク質のフォールディング速度が天然状態の トポロジカルな複雑さと強い相関関係を持

つことが実験的に示されたことによつて支持された [11‐ 12]。 これは、フォールディング反応の

律速は、ギブスエネルギー的な安定化を駆動力にしながら構造のエン トロピーを減 らす過程であ



ることを示し、それまで説明のつかなかつたタンパク質のフォールディングや中間体の特徴を包

括 して理解することに役立った。しかし、この新 しい仮説に当てはまらないタンパク質も多く [13]、

フォールディング研究は現在も非常に興味深い疑間を呈したままである。

これらの疑間に対 してタンパク質のフォールディング過程を実験的に探ろうとする場合、現在

でも重要になるのは中間体に対する物理化学的なアプローチである。中間体構造はフォールディン

グ過程の中でタンパク質がどのような構造を経ているのか知るための数少ない手掛かりであり、

そこから得られる情報は重要な証拠になりうる。しかし、中間体は一般的にタンパク質の速いフォー

ルディング・アンフォールディング反応中に構築されることから存在時間が短く、さらに天然状

態のような高度な安定性を示さないため構造が柔軟であり、その詳細な観測や測定は非常に困難

である。そのため現在もタンパク質構造の『物性』の理解をえるため、中間体構造の検出や解析

のための様々な手法が試され、また新 しい手法が求められている。

2.超好熱菌由来タンパク質

生物は地球上の様々な環境に適応 し生育している。特に原核生物では、南極の氷山の下、人間

の体内、川や温泉、海底の熱水噴出孔から噴き出る熱水にもその存在が確認されている。その中

に、生育至適温度が 80度を超える超好熱菌が存在する。超好熱菌によつて生産されるタンパク

質は一般に熱に対 して非常に高い安定性を示 し、このようなタンパク質はその構造の安定性から

様々な分野で産業利用されている。しかし、中温生物由来タンパク質のフォールディングや安定

性に関する研究に対して、これら超好熱菌由来タンパク質のフォールディングや安定性に関する

研究は少ない。中温生物由来タンパク質では、主にタンパク質工学的な手法を用いた網羅的な安

定性解析によつて、いくつかの安定化因子の影響が定量的に示されている。例えば、比較的大き

な影響を与える要素として分子内の疎水性相互作用、イオン結合、S‐S結合やプロリンによる変

性状態のエン トロピーの減少等が示されている [14‐ 17]。 ところが、超好熱菌由来タンパク質は

その高い安定性がゆえに、熱による変性に 100℃ を超える温度が要求されることや、多くの場合

に変性が不可逆であることから、定量的な物性の解析が困難である。しかし、近年になり、いく

つかの超好熱菌由来タンパク質の定量的な安定性解析の結果が報告されている [18‐21]。 その結

果、超好熱菌由来タンパク質でも中温生物由来タンパク質同様の、分子内の疎水性相互作用、イ

オン結合、S‐S結合等の要素が安定化因子として働いていることも観測された。このような超好

熱菌由来タンパク質の安定化因子や、フォールディング過程の研究は上述の通 り困難ではあるが、

産業利用等の社会的な需要は高い。さらに、タンパク質が非常に高い安定性を示すことはタンパ

ク質の物性としての安定性の理解を得るための有利な特徴でもある6超好熱菌由来タンパク質の

解析を進めることはタンパク質の新たな物性の理解に繋がると考えられる。

3.超好熱古細菌と超好熱細菌



遺伝子配列に基づき描かれた進化系統樹によれば、古細菌と細菌は進化の初期の段階で分化さ

れている。そ して、そのどちらにも超好熱菌が存在し、熱に対して非常に安定なタンパク質を生

産していることが確認されている [22‐25]。 近年、多くの種の全ゲノム配列の解析が完了してい

るなかで、古細菌に分類される超好熱菌 (超好熱古細菌)や、細菌に分類される超好熱菌 (超好

熱細菌)の全ゲノム配列も決定された。双方のグノム配列を比較した結果、超好熱古細菌の発生

は高温環境であることに対 して、超好熱細菌は中温環境に一度適応 した細菌が高温環境に再適応

していることが示唆された [26]。 この指摘は、双方の非常に高い耐熱性を示すタンパク質のア

ミノ酸配列に注目した理論研究の結果からも支持され、超好熱古細菌由来タンパク質と超好熱細

菌由来タンパク質には、異なる安定化機構が存在することを示 した [27,28]。 そのため、古細菌

と細菌の安定化機構の理解のためにはこの二つの種の進化的背景を考慮する必要がある。しかし、

一見すると離れた分野に見える進化的背景といった生物学的な要素と、タンパク質のフォール

ディング、安定性といつた物理化学的な要素を組み合わせた実験的な研究例はまだない。このよ

うな多面的な研究が今後、生命現象の理解に非常に重要になると思われる。

4.  Ribonuclease H

Ribonucleasc H(RNase H)は アミノ酸配列の相同性に基づき、type lと type 2の大きく二種類

に分けられ、type lに は RNase Hlが type 2には RNase H2が分類されている [29‐30]。 双方とも

二価イオン存在下で RNA/DNAハイブリットのRNA鎖のみを塩基非特異性的に加水分解 して 5'

位にリン酸基、3'位 に水酸基をもつ RNAオ リゴマーを生成するエン ドヌクレアーゼで、細胞の

正常な生育に必須の酵素であるために生物界で普遍的に存在する。RNase Hはすでに超好熱古細

菌 動 θttηθεθθθ雰 たOda■ttκsお 由来 の RNase H2(Tk― RNase H2)、 Sz//aゎら郷 わbdaノ′由来 の RNase Hl

(Sto―RNase Hl)、 超 好 熱 細 菌 動 ι″ ο′θ″ ″α″″滋 θ由来 の RNasc H2(Tm‐RNase H2)、 高 度 好 熱

細 菌 動 物 雰 ル物 υ 加味 由来 の RNase Hl(Tt‐ RNase Hl)、 中温 糸田菌 島 働
`た

カカ εο′′由来 の RNase

Hl(Ec‐RNasc Hl)等で、X線結晶構造解析によつて立体構造が決定されている [30-34]。 その

結果、それぞれの構造は非常に類似 してお り、RNase H‐foldと よばれる、5つの βシー トと 2つ

の αヘ リックスか らなる共通のフォールディングモチーフを形成 している (PDB ID 2RN2,lRIL,

2EHQ l102,and 2ETJ)。 Tk―RNasc H2、 Sto―RNase Hl、 Tt¨RNase Hl、 Ec‐RNase Hlに ついては物

理化学的な解析 も進んでいる [21,35‐ 46]。 高度好熱細菌 由来 Tt・RNase Hlと 中温細菌由来

Ec―RNase Hlの 比較研究からは多 くの知見が得 られてお り、重水素パルスラベル法等により、そ

のフォールデ ィングの中間体構造の形成 も確認 されてい る。 さらに近年、超好熱古細菌由来

Tk―RNase H2が非常に遅い変性反応によつて高い速度論的安定性を示すことが確認 された。その

変性速度定数は Tt‐RNase Hlに比べて 4桁程度小 さく、Ec―RNase Hlに比べて 5桁程度小 さかつ

た。遅い変性速度を示すタンパク質が超好熱菌由来タンパク質に多く存在することがわかつてい

るが、ホモログタンパク質問でのこのような違いは確認できていない。さらに、Luke[47]ら は超



好熱菌由来タンパク質の速度論的解析の結果をまとめているが、Tk―RNase H2の ように単量体で

存在 し、高度な可逆性を示す定量的な解析に向いているタンパク質は少なく、超好熱細菌

動ιttο′οr″α滋滋α由来の C01d shocked protein(Tm― Csp)と 超好熱細菌Иg″繊 αθοJig雰 由来の

Ribosomal protein S16(Aa― S16)、 Tk‐RNase H2の三つに絞られてしまう。しかし、Tm_cspと Aa―S16

は遅い変性反応を示さない。これらの変性反応が異なるのは、超好熱古細菌由来タンパク質と超

好熱細菌由来タンパク質であるからなのか、S16や Cspの ように全く異なる構造のタンパク質で

あるからなのか、あるいは、RNase Hlと RNase H2と いつた一次配列の相同性の違いによるも

のなのかまだわかつていない。

5。 本研究の目的

以上の背景を受けて本研究では、超好熱古細菌由来タンパク質と超好熱細菌由来タンパク質の

物性を進化的背景を踏まえながら比較、解析することによつて、タンパク質のフォールディング、

安定化機構の新たな知見をえることを目的とした。

本論文は三つの章から構成されている。第一章では、超好熱性 RNase Hの 平衡論的安定性 と

速度論的安定性の測定を行い、タンパク質の進化的背景の観点から比較した。測定に用いたタン

パク質は変性剤変性に対して可逆的な変性を示すことから、定量的な安定性の解析に優れたモデ

ルタンパク質であつた。さらに超好熱性 RNase Hは高い平衡論的安定性を示すが、変性反応速

度は宿主の進化的背景に強く依存 していた。第二章では、超好熱古細菌由来 RNase Hの非常に

遅い変性反応速度の原因としてαヘリックス N末端領域のプロリン残基に注目した。超好熱古

細菌由来 Tk‐RNase H2には、αヘリックスN末端領域にプロリン残基が配置されている箇所は 5

つあるが、超好熱細菌由来 Tm_RNase H2で は Tk‐RNase H2の もつ 5つの箇所のうちの 2つの箇

所にしかプロリン残基は保存されていない。そこで、Tk‐RNase H2の プロリン残基をアミノ酸置

換 してその変性速度に与える影響を調べた。その結果、プロリン残基と変性反応速度の間に相関

はなかった。第二章では、遅い変性反応を示すタンパク質である超好熱古細菌由来 Tk‐RNase H2

の変性過程を、超安定なプロテアーゼである超好熱古細菌動ι″θ
`θ

εθ郷わdttcぉお由来 subtilsin

(Tk‐ subtilヽin)[48]を 用いて追跡するとい う新しい手法で解析した。その結果、Tk―RNase H2

の遅い変性反応には N末側領域が重要な役割を担い、C末端領域は復元反応 と構造安定性に寄

与していること、本実験手法がタンパク質の変性過程を解析する手段として有効であることがわ

かった。

第一章から第二章までの研究成果により、超好熱古細菌と超好熱細菌由来のタンパク質の進化

的背景による物性の違いを実験的に観測することができた。そして、超好熱古菌由来 RNase H

の特徴である非常に遅い変性反応の原因部位を特定し、その物性を解析することで今まで観測で

きなかった新 しい変性反応経路を提案 し、タンパク質のフォールディング、安定性の新 しい知見

を得ることができた。



第一章 超好熱古細菌と超好熱細菌由来タンパク質の安定性機構の比較

1-1.は じめに

一般的に超好熱菌由来タンパク質は中温生物由来タンパク質に比べて高い安定性を示す [22‐24]。

さらに、いくつかの超好熱菌由来タンパク質の高い安定性は遅い変性反応によつて保たれている

[49‐60]。 しかし、その遅い変性反応の原因はまだわかっていない。近年、超好熱古細菌由来 Tk―RNase

H2が中温生物由来 Ec‐RNase Hlに比べ、高い平衡論的安定性 と遅い変性反応によって耐熱化 し

ていることが報告された [21]。 一方、高度好熱細菌由来の Tt‐RNase Hlは Ec‐RNase Hlと 比べ、

高い平衡論的安定性は示すが、遅い変性反応は示さず耐熱化 している [36‐37]。

Tk―RNase H2と Tt‐RNase Hlは どちらも安定な RNase Hで あり、立体構造も類似 しているが

(Figure l-1)、 その速度論的安定性は大きく異なっていた。なぜ二つのタンパク質で速度論的安

定性は異なるのか。その原因として二つ仮説をたてた。一つ目は、Tk‐RNase H2と Tt‐RNase Hl

は、一次配列に相同性がない異なる祖先をもつタンパク質であるため。二つ日は、Tk‐RNase H2

は古細菌由来であり、Tt‐RNasc Hlは細菌由来で宿主の進化的背景が異なるため。原因はどちら

なのか確かめるためには、新たな超好熱細菌由来の RNase H2と 超好熱細菌由来の RNase Hlの

安定性の解析が必要である。

そのため本章では、超好熱細菌由来 Tm_RNase H2、 超好熱細菌И9″勧 αιοた雰 由来 RNase H2

(AttRNase H2)、 超好熱古細菌由来 Sto―RNase Hlの安定性の解析を行い、Tk―RNase H2、 Tt‐RNase

Hl、 Ec‐RNase Hlと 速度論的安定性 と平衡論的安定性を比較することによつて超好熱菌由来タン

パク質の安定化機構について考察 した (Table l_1)。 これらの RNase Hは すでに構造決定がなさ

れており、その立体構造は非常に類似 していることがわかっている (Figure l… 1)。

Table l-1. Types and origins of RNase H.

Bacteria

Type l

RNasc Hl

聯 c2

RNasc H2

StQ助 //a′οb“Sわた翻αJJ

(hypCrthcn■ ophilc)a

Tk; Thermoc occus kodakarens is

(hyperthermophile)

Ec1' Escherichia coli

(mesophile)

Tl; Thermus thermophilus

(thermophile)

Aa; Aquifex aeolicus

(hyperthermophile)"

Tm; Thermotoga maritima

(hyperthermophile)"

This work.



Figure l‐ 1.Crystal smctures Of(′りEc‐RNasc Hl(PDB

(D)Tk‐RNase H2(l102),and C)Tm_RNasc H2(2ETJ).

ID:2RN2),(B)Tt‐ RNasc Hl(lRIL),(C)StO‐ RNase Hl(2EHG),

■ c ttgures were created by PyMOL[861.



1‐2.実験材料及び方法

1‐ 2‐ 1.プラスミド構築

Tm‐RNase H2と Aa―RNasc H2を 大量発現するために、それぞれの大量発現用プラスミド

(pET800TM、 pET600AA)の構 築 を行 つた。Tm‐RNasc H2と Aa―RNase H2を コー ドした各 DNA

配列 (714bpと 588bp)は Tmと Aaの ゲ ノム DNAを テ ンプ レー トに RCRに よつて増 幅 した。

pET800TMと pET600AAの構 築 は各 DNA断 片 を pET25b(Novagen)の Ndel‐SalIサイ トに挿入

して構築 した。PCRプライマー として使用 した DNAオ リゴマーの合成は北海道システムサイエ

ンス社に依頼 した。DNAの塩基西己夕Jは Prisim 310 DNA sequencer(Applied Biosystems)を用いて

確認 した。

1‐ 2‐2.大量発現 と精製                         ヽ

pET800TMと pET600AAで形質転換 した大腸菌 BL21(DE3)を アンピシリン (50 mg L~1)、 クロ

ラムフェニコール (30 mg L‐
1)を

含む NZCYM培地 (Novagen)に よつて 37℃ で、OD660が 0・ 5

になるまで培養 した後、IPTG(lmM)を 加 えてさらに 4時間培養 した。

pET800TMで形質転換 した大腸菌は 5000 rpm、 10分間の遠心で菌体を回収 し、mOde1 450 soniner

(Branson ultrasonic Corp.)に より超音波破砕後、30000g、 30分間遠心の後、可溶性画分を回

収 した。可溶性画分を 75℃で 20分間熱処理 し、30000g、 30分間遠心の後、可溶性画分を回収

した。可溶性画分を 20 mM Tris― HCl,10 mM EDTA oH 8.0)の バ ッファーで平衡 した陰イオン交換

カラム (Hitrap Q HR Amershalln Biosciences)に 供 した。そのフロースルー溶液を 20 mM Tris… HCl,

10 mM EDTA(pH 8.0)の バ ッファーで平衡 した陽イオン交換カラムとアフィニティーカラム (Hitrap

SP HR Hitrap Hcparin,Amershaln Blosciences)に供 した。双方 とも20 mM Tris― HCl,10 mM EDTA(pH

8.0)のバ ッファーでカラムを洗つた後、NaCl濃度 0… lMの 直線的なグラジエン トにより目的タ

ンパク質を溶出 した。最後は 20 mM Tris― HCl(pH 8.0)のバ ッファーに対 して透析を行い、回収 し

たタンパク溶液を以降の解析に用いた。1

pET600AAで 形質転換 した大腸菌は 5000 rpm、 10分間の遠心で菌体を回収 し、フレンチプ レ

スにより破砕後、30000g、 30分間遠心の後、可溶性画分を回収 した。可溶性画分を 20 mM

Acetate‐ NaOH,10 mM EDTA(pH 5.5)の バ ッファーで平衡 した陰イオン交換カラムに供 した。その

フロースルー溶液を 20 mM AcetateNaOH,10 mM EDTA(pH 5.5)の バ ッファーで平衡 した陽イオ

ン交換カラムに供 した。20 mM Acetate¨NaOH,10 mM EDTA(pH 5.5)の バ ッファーでカラムを洗つ

た後、NaCl濃度 0‐lMの直線的なグラジエン トにより目的タンパク質を溶出 した。 目的タンパ

ク質を含む溶液を20 mM Acetate‐NaOH,10 mM EDTA(pH 5.0)の バ ツフアーに対 して透析を行い、

回収 したタンパク溶液を20 mM Acetate‐NaOH,10 mM EDTA(pH 5.0)で 平衡化 したアフィニティー

カラムに供 した。20 mM Acetate‐NaOH,10 mM EDTA(pH 5.0)の バ ッファーでカラムを洗つた後、

NaCl濃度 0‐lMの 直線的なグラジエン トにより目的タンパク質を溶出 した。最後は 20 mM

Acettte‐NaOH(pH 5.0)の バ ッファーに対 して透析を行い、回収 したタンパク溶液を以降の解析に



用いた。 Sto―RNase Hlは既報の通 りの大量発現、精製の方法で得た [33]。

Tm‐RNase H2と Aa‐RNase H2、 Sto‐RNase Hlの 精製度は 15%SDS‐PAGEに供 し、Coomassie

BrilHant BIueR250で 染色することで判定 した。

1…2…3.タ ンパク質濃度

Tm‐RNase H2と Aa‐RNase H2、 Sto‐RNasc Hlの タンパク質濃度は波長 280 rlmに おけるTyrと

Trpの ε値 1,576、 5,225M~lcm~1を用いて算出 した吸光係数 A28001%=0.24、 0.89、 1.02を 用いて

計算 した [61]。

1-2-4.円 二色性 (CD)ス ペク トル測定

GdnHCl存在下、非存在下での短波長 CDスペク トルは日本分光の J¨725 spedrOpolarimeterに よ

り測定 した。タンパク質濃度はすべて 0.16 mg mL~1で 光路長は 2mmのセルを用いた。平均残基

分子楕円率[0](deg Cm2dm01・ )はア ミノ酸の平均分子量 HOを用いて換算 した。Tm‐RNase H2,

Aa―RNase H2,Sto¨ RNase Hlの バ ッファーはそれぞれ、20 mM THs‐ HCl(pH 8.0)、 20 mM

Acetate‐ NaOH(pH 5.0)、 20 mM Glycine― HCI(pH 3.0)を使用 した。測定は 25℃で行つた。

1‐2‐5.GdnHCI変性による平衡論的安定性測定

GdnHCl変 性 に よ る平衡 論 的 安 定 性 測 定 は波 長 220 nmの CD値 [01220 nmを J-725

spectropolarimeterに より追跡することで調べた。GdnHCI濃度の異なるタンパク質溶液を調整 し、

変性反応が平衡に達するまで測定温度で温置 した。 [01220■mの測定を光路長 2 mmのセルを用い

て一分間行い、その平均値をそれぞれのタンパク質溶液の[0]220 nlnと した。Tm¨RNase H2、 Aa‐RNase

H2、 Sto¨RNase Hlのバ ッファーはそれぞれ、20 mM Tris‐ HCl(pH 8.0)、 20 mM Acetate¨NaOH(pH

5.0)、 20 mM Glycine‐HCl(pH 3.0)を 使用 した。その際、Tris― HClバ ッファーの pHが温度に依存

することを考慮 して、バ ッファーの pHが測定温度で pH 8.0に なるように調整 した。タンパク質

濃度は 0.16 mg mL~1で 行つた。各タンパク質溶液の[01220 nmを溶液に含まれる GdnHCl濃度に対

してプロットすることで得られる変性曲線を以下に示す二状態転移モデルに基づいた式で近似 し

た [62]。 近似は Signa Plot(Jandel Scientiic)を 用いた。

y=((bOn tt an[D])+(bOu+au[D])exp((△ G(H20)~m[D])/RT))/(1+exp((△G(H20)~m[D]n/RT))

(1)

ここで、yは GdnHCl濃度[D]に おいて観測される[0]220 nmの 値である。an、 auはそれぞれ転移前、

転移後の GdnHCl濃 度を[0]220 nlnに 対 して直線近似 したときの傾きを示し、bOn、 bOuはそれぞれ

GdnHCl濃度が OMの ときの天然状態、変性状態の[01220 nmを 示 している。△G(H20)は GdnHCl

が含まれていないときの変性に伴 う△Gの値である。mは △Gを GdnHCI濃 度に対して直線近似

したときの傾きである。Tは測定温度 (K)を 、Rは気体定数を表している。
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1‐2-6.△G(H20)の温度依存性

各タンパ ク質の △G(H20)を 様々な温度条件で測定 した。その △G(H20)の 温度依存性 は

Gibbs‐Helmhohzの 式で近似 した。近似は Signa Pbtを用いた。

△G(H20)=△ H(T。)一 T△ S(T。)+△CP(T― T。 一T in(T/T。 ))

ここで、△HcDと △S(TDはそれぞれ各タンパク質の変性のエンタルピー変化、エン トロピー変

化を示 している。△CPは天然状態と変性状態の比熱の差を表 している。

1‐ 2‐7.熱変性測定

各タンパク質の熱変性測定は波長 220 rlmの CD値 [0]220 nmを J‐725 spectropolttmeterに より追

跡することで調べた。[0]220 nlnの 測定を光路長 2mmのセルを用い、Tm_RNase H2、 Aa‐RNase H2

のバ ッファーはそれぞれ、20 mM Tris―HCI(pH 8.0)、 20 mM Acetate‐ NaOH(pH 5.0)を 使用 した。

タシパク質濃度は 0.16 mg mL~1で行つた。温度上昇は 1℃ min‐
1で

行った。得 られた熱変性曲線

は反応を二状態 と仮定 した以下の式で近似 した [63]。 近似は Signa Plotを 用いた。

y=((bn+an[T])十 (bu+au[T])eXp((△ Hm/RT)((T― TmソTm)))/(1+exp((△ Hm/RT)((T― Tm)/Tm)))

(3)

ここで、yは温度[T]に おいて観測される[0]220 nlnの 値である。an、 auはそれぞれ転移前、転移後

の温度を[0]220 nlnに 対 して直線近似 したときの傾きを示 し、bn、 buはそれぞれ 0℃のときの天然

状態、変性状態の[0]220 nlnを 示 している。△Hmは変性中点の温度 (Tm)におけるエンタルピー変

化である。Tは温度 (K)を、Rは気体定数を表 している。測定は Tm_RNase H2で は GdnHCl濃

度 1.0‐2.OMの 間で、Aa¨RNase H2では GdnHCI濃度 1.2‐2.OMの間のそれぞれのタンパク質が熱

変性において完全に可逆的な条件で数回行つた。各タンパク質の Tm値は各 GdnHCl濃度での変

性温度をGdnHCl濃 度に対して直線近似 したときの GdnHCl濃 度がOMの値を想定した値を算出

した。

1-2-8.GdnHCI変 性による速度論的安定性測定

各 タ ンパ ク質 の熱 変性測定 は波長 220 nmの CD値 [01220 nmを J-725 spectropolarimeterに よ り追

跡 す る こ とで調べ た。 Tm―RNase H2、 Aa‐RNase H2、 Sto‐RNase Hlの バ ッフ ァー はそれ ぞれ 、20

mM Tris‐ HCl(pH 8.0)、 20 mM Acetate― NaOH(pH 5.0)、 20 mM 01yCine¨ HCI(pH 3.0)を使 用 した。そ

の際、Tris‐ HCIバ ッファーの pHが温度に依存することを考慮 して、バッファーの pHが測定温

度でpH 8.0に なるように調整 した。タンパク質濃度は 0.16‐0.032 mg mL・ で行った。測定には光

路長 lcmのセルを用いた。変性反応はタンパク質溶液を GdnHCI含む溶液で 10倍希釈すること

で行つた。様々な GdnHCI終濃度での変性反応の測定には溶液中に含まれるGdnHCI濃度を変え

(2)



ることで行った。測定結果は以下の式で近似 した。

A(1)一 A(∞)=A e kt

ここで A(t)は 、時間 tにおいて観測される[0]220 nmの値である。A(∞ )は t→ ∞における[0]220 nm

の値である。kは見かけの反応速度定数で、Aは振幅である。GdnHClの終濃度を変えて見かけ

の反応速度定数 (kapp)の 対数値の GdnHCl濃度依存性を調べた。ka"の対数値 とGdnHCl濃度の

間に比例関係が認められたので、以下に示す式で直線近似 した。

ln kuoo: ln hGzO) + m, [D]

ここで、馬(H20)は水中での変性反応速度、muは In kuを GdnHCl濃度[D]に対 して直線近似 した

ときの傾きである。近似は Signa Plolを 用い、測定は 2、 3回行つた。

(4)

(5)
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1-3.実験結果

1-3-1.CDス ペク トル とGdnHClによる変性の可逆性

Tm‐RNase H2、 Aa‐RNase H2、 Sto‐RNase Hlの GdnHCl存在下、非存在下での Far‐UV CDスペ

ク トルを 25℃で測定 した (Figure l‐ 2)。 スペク トルはそれぞれのタンパク質の天然状態、GdnHCl

存在下での変性状態、さらに一度 GdnHCl存在下で変性 した状態から GdnHClの 希釈によつて 自

発的に巻きもどつた天然状態を示 している。これらの結果は Tm_RNase H2、 Aa―RNase H2、 Sto―RNase

Hlが GdnHClに よる変性に対 し可逆的であることを示 した。Tk¨RNase H2、 Tt‐RNase Hl、 Ec‐RNase

Hlはすでに変性剤 による変性において可逆的であることがわかっている [21,36,38]。 したがつ

て、これ らの RNase Hは安定性、フォールデ ィング機構を比較解析す るにあたつて非常に優れ

たモデルタンパク質であることが示 された。                、

A Figure l-2. Far-UV CD spectra of RNase H at 25"C. (A)

The spectra of Tm-RNase H2 were measured at pH 7.5 in

the absence (thick line) and presence (thin line) of 4.0M

GdnHCl. The dashed line represents the spectrum of the

refolded protein in the presence of l.5M GdnHCl. (B) The

spectra of Aa-RNase H2 were measured at pH 5.0 in the

absence (thick line) and presence (thin line) of 4.0M

GdnHCl. The dashed line represents the spectrum of the

refolded protein in the presence of l.5M GdnHCl. (C) The

spectra of Sto-RNase Hl were measured at pH 3.0 in the

absence (thick line) and presence (thin line) of 6.4M

GdnHCl. The dashed line represents the spectrum of the

refolded protein in the presence of l.0M GdnHCl.
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1‐3…2.平衡論的安定性測定

Tm‐RNase H2、 Aa‐RNase H2、 Sto‐RNase Hlの 平衡論的安定性を求めるために、GdnHCI変性

を波長 220 nmの CD値の変化を追跡することで調べた。まず、20℃で測定 した ところ、反応が

平衡に達するまでTm_RNasc H2と Aa‐RNase H2は約 3日 、Sto‐RNase Hlは 約 3週間を要 した (Figure

l…3)。 このことか らTm_RNase H2、 Aa…RNase H2、 Sto―RNase Hlの変性反応が非常に遅いことが

わかつた。得 られた変性曲線を天然状態 と変性状態の二状態転移であると仮定 した式 (1)で近

似することにより、GdnHCl変性における△G(H20)を算出 した。さらに、他の温度における△G(H20)

の算出を行い、△G(H20)の温度依存性 (Figure l‐4)を式 (2)で近似することにより各タンパク

質の熱力学パラメータを求めた (Tabb l-2)。 得られた結果より、測定したすべての超好熱菌由

来の RNase Hは 中温菌由来の Ec‐RNase Hlよ りも全温度帯を通して高い安定性を示した。さら

に、その中でも Sto‐RNase Hlが最も高い安定性を示した。

Figure l-3. GdnHCl-induced denaturation curves of

RNase H at 20"C. Open circles represent the

GdnHCl-induced denaturation curves of Tm-RNase H2

at pH 7.5; open triangles, those of Aa-RNase H2 at pH

5.0; and closed squares, those of Sto-RNase Hl at pH

3.0. The lines represent the fit ofEq. (l).

Figure l-4. Thermodynamic stability profiles

of RNase H. Open circles represent the

temperature dependence of AG(HzO) of

Tm-RNase H2 at pH 7.5; open triangles,

those of Aa-RNase H2 at pH 5.0; and closed

squares. those of Sto-RNase Hl at pH 3.0.

The T* at which AG(H2O) becomes zero

were estimated from the heat-induced

unfolding experiments. The lines represent

the fit ofEq. (2). Long-dashed line represents

the stability profiles of Tk-RNase H2; the

short-dashed line, that of Tt-RNase Hl; and

the one-point dashed line, that of Ec-RNase

Hl [2], 36].
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Table l-2. Comparison of the thermodynamic parameters of Tm-, Aa-, Tk-RNase H2 and Sto-, Tt-, Ec-RNase Hl.

Tm

RNasc H2

Aa

RNase Hl

Ttb

Tm(° C)

△C。 (kJ m01-lK‐
1)

△Hm(kJ m01‐
1)

TsC(°C)

△G(Ts)d(kJ m01~1)

78.6

7.3■ 0.6

471■ 19

19.3

40.7

84.0

10.4■ 0.6

549■ 21

35.2

38.5

82.8

14.5± 1.8

745± 49

40.0

51.2

102.0

11.9± 1.2

858± 45

37.4

77.5

86.0

75± 0.4

548± 21

20.0

53.1

66.0

H.3± 0.8

502± 17

24.0

31.3
a Data from re■

21.
b Data bm rc1 36.

:Iぜ滞:W肥ぶ織譜耕∫
ddn∝‖洸Sぬc maximJ△αH20 ValuC.

1‐ 3‐3.熱変性測定

Tm‐RNase H2と Aa‐RNase H2の 熱変性を波長 220 nmの CD値の変化を追跡することで調べた。

熱変性は GdnHCI存在下の変性に対 して可逆な条件で測定され、変性温度を GdnHCI濃度に対し

て直線近似 したときの GdnHCl濃度 OMの値を算出した。その結果、Tm_RNase H2、 Aa―RNase H2

の変性温度はそれぞれ 78.6℃ 、84.0℃ であつた。Sto―RNase Hlの 熱変性の測定はすでに DSC測

定による結果が報告されており、Sto‐RNase Hlの 変性温度は 102.0℃ である [33]。 これらは Tt‐RNase

Hl(86.0℃ )、 Tk‐RNase H2(82.0℃ )の変性温度を含めて中温生物由来の Ec‐RNase Hlの変性温

度 (66.0℃ )よ り非常に高い値であつた [21,36,38]。

1‐ 3‐4.速度論的安定性測定

Tm‐RNase H2、 Aa‐RNase H2、 Sto¨RNase Hlの速度論的安定性を求めるために変性反応の速度

実験を行った。反応はタンパク質溶液に終濃度が任意の GdnHCl濃度になるようにあらかじめ計

算された量の GdnHCl溶液を瞬時に加え撹拌することによって行つた。その変性過程は波長 220

nmの CD値の変化を追跡することで調べた。まず、各 RNase Hを 25℃ で測定したところ Figure

l¨5の結果が得られた。すべての変性は一次の指数関数に近似できた。GdnHClの 終濃度を変え

て測定を行い、見かけの反応速度定数 (kapp)の対数値を GdnHCI終濃度に対 してプロットした

のが Figure l‐6である。Figure l-6に は Tk―RNase H2と Ec―RNase Hlのデータも含まれている [21,

38]。 超好熱菌由来のタンパク質は中温生物由来の Ec‐RNase Hlよ りも、いずれの GdnHCl濃度

存在下でも非常に遅い変性反応を示 した。得られた kappの 対数値とGdnHClの 終濃度の間に比例

関係が認められたので式 (5)に よつて直線近似 し、水中での変性反応速度 (k。(H20))を 算出し

た。得られた速度論的パラメータは Tablel‐ 3にまとめた。その結果、細菌由来の Tm―RNase H2

と Aa‐RNase H2の変性速度は細菌由来の Tt‐RNase Hlや Ec‐RNase Hlと 同様に速く、古細菌由来

の StO‐RNase Hlの変性速度は古細菌由来の Tk―RNase H2同様に遅いことがわかつた [21,38]。
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Figure l-5 Unfolding kinetic curves of RNase H at 25oC. (A) Curves land 2 represent the unfolding traces to a final

concentration of 4.8 and 3.8 M GdnHCl of Tm-RNase H2 at pH 7.5. (B) Curves I and 2 represent the unfolding traces to a

final concentration of 4.0 and 3.5 M GdnHCl of Aa-RNase H2 at pH 5.0. (C) Curves I and 2 represent the unfolding traces

to a final concentration of 7.5 and 7.0 M GdnHCl of Sto-RNase Hl at pH 3.0. The lines represent the fit of Eq. (4).

Figure l-6 GdnHCl concentration dependence of the apparent

rate constant (ln kapp) of the unfolding of RNase H at 25oC.

Open circles represent the data of Tm-RNase H2 at pH 7.5; open

triangles, that of Aa-RNase H2 at pH 5.0; and closed squares,

that of Sto-RNase H I at pH 3.0. The lines represent the fit of Eq.

(5). Long dashed line represent the data of Tk-RNase H2 and

one-point dashed line represent Ec-RNase Ht [2], 38]. The red

circle and blue triangles represents the ku(H2O) value obtained

from urea-induced unfolding experiments with Ec-RNase Hl

[40] and Tt-RNase Hl [37], respectively.

02468

GdnHC!(M)

Table l‐3.ComparisOn ofthe kinctic Pararnctcrs ofTm‐ ,Aa‐ ,Tk‐RNase H2 and Sto― ,Tt、 Ec¨RNase Hl at 25°C.
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RNase H2

Tm Aa EcbTka

RNasc Hl

Sto        Tt

場(H20)

(Sl)

6.5,10-7

m" (M'' s-t) 1.46

6.0× 10‐
1°       5.7× 10‐

ll           ―

1l.3xl0-5;"

3.29           2.14

3.7' l0-5

1.08

l.l ^ l0-5

( L7x l0-5;d

3.66
a Dataヒ

om re1 21.
b Data■

om re1 38.
c Data from ref. 37. The lC,(HzO) value was obtained from the urea-induced unfolding experiments.
o Data from ref. 40. The lC,(HzO) value was obtained from the urea-induced unfolding experiments.
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1‐4.考察

Tk‐RNasc H2の ように高い平衡論的安定性 と速度論的安定性を有する超好熱菌由来タンパク質

がいくつか報告されている [21,49‐ 55]。 一方、Tt‐RNase Hlの ように高い平衡論的安定性を有す

るにも関わらず、高い速度論的安定性を示さない超好熱菌由来タンパク質も確認されている [36,

37]。 この超好熱菌由来タンパク質の高い速度論的安定性の原因や機構はわかっていない。本章

では Tk‐RNase H2は古細菌由来、Tt‐RNase Hlは細菌由来のタンパク質であることに注目した。

Tk‐RNase H2の有する高い速度論的安定性は古細菌由来のタンパク質の特徴なのかもしれない。

しかし、Tk¨RNase H2と Tt―RNase Hlは 同じRNase Hで もtype 2と type lに分類され一次配列に

は相同性がない [29,30]。 そこで、高い速度論的安定性の原因を確かめるために、超好熱細菌由

来の RNase H2と して、Tm―RNase H2と Aa‐RNase H2、 超好熱古細菌由来の RNase Hlと して、

Sto‐RNase Hlの 平衡論、速度論的安定性解析を行 うことで高い速度論的安定性の原因や機構を

考察した。

1-4-1.超好熱菌由来 RNase Hの平衡論的安定性解析

現在までに多くの高い安定性を示すタンパク質の平衡論的安定性が調べられている。それらの

△G(H20)の 温度依存性には大きく三つの安定化の特徴が表れる [23]。 一つ目は、全温度領域で

△G(H20)が増加する (method l)。 二つ目は、△G(H20)の温度依存性曲線の曲率が下がる (method

2)。 三つ日は、全体的に高温側へ水平移動する (method 3)。 このうち一つが支配的なものもあ

れば、二つや三っを合わせもつ場合もある。タンパク質の安定化戦略はこれらの特徴によつて区

別することができると考えられている。

そこで、Sto‐RNasc Hl、 Tt‐RNasc Hl、 Ec¨ RNase Hl、 Tm‐RNase H2、 Aa‐RNase H2、 Tk―RNase H2

の△G(H20)の温度依存性を比較 した (Figure l-4)。 まず、RNase Hlに分類される Tt‐RNasc Hl

と Sto¨RNase Hlは 、中温生物由来 Ec―RNase Hlよ りも全温度領域において高い△G(H20)を示 し

た。これは method lの安定化戦略である。さらに、△Cpの値からもわかるように Tt‐RNase Hl

の△G(H20)の温度依存性曲線は曲率を失つてお り、Sto‐RNase Hlでは曲率はそのままでTsが約

10℃ 上がっている (Tabた 1‐2)。 これより、同じRNase Hlで も細菌由来の Tt‐RNasc Hlは method

l、 2、 古細菌由来の Sto―RNase Hlは method l、 3の安定化戦略をとっていることがわかった。

RNase H2に 分類される Tm‐RNase H2、 Aa‐RNase H2、 ■ R̈Nase H2については中温生物由来の

RNase H2のデータはない。しかし、三つのタンパク質はすべて全温度領域において Ec‐RNasc Hl

よりも高い△Gm20)を示した。このことから、三つのタンパク質はすべて method lの 安定化戦

略を示すことが推測できる。さらに、△G(H20)の温度依存性曲線の曲率はTm_RNase H2、 Aa‐RNase

H2、 Tk‐RNase H2の順 で 月ヽ さ く、 Tsも Tm―RNase H2、 Aa‐RNase H2、 Tk¨RNase H2の順 番 で 月ヽ さ

い。 これ は 、 Tm_RNase H2が Tk‐RNase H2よ りも methOd 2、 Tk‐RNase H2が Tm―RNase H2よ り

もmethOd 3の安定化戦略の傾向をもつ ことを示 している。したがって、安定化戦略は Tt‐RNase Hl

と Tm¨RNase H2は method l、 2、 Sto―RNase Hlと Tk‐RNase H2は method l、 3に区別 され、細菌
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由来RNase Hと 古細菌由来RNase Hは 平衡論的に異なる安定化戦略を有すること示唆 している。

1‐4…2.超好熱菌由来 RNase Hの変性剤存在下での変性反応

一般的にタンパク質は GdnHCI存在下で速い変性反応を示す (<l min)。 Ec―RNase Hlも 3.OM

GdnHCI存在下では 10秒以内に変性反応を完了する [38]。 しかし、多くの超好熱菌由来タンパ

ク質で変性反応が数時間から数週間かかることが知られている。例えば、超好熱古細菌Ⅳ oθοθθ雰

ル rか郷 由来 の pyFOHdOne carboxyl peptidase(PiPCP)で は 7.7 M GdnHCl存 在 下 で 変 性 反 応 に 1

日以上かかる [18]。 Tk‐RNase H2も 3.9 M GdnHCl存在下で変性反応には2時間必要とする [21]。

この傾向は本章で測定した超好熱菌由来 RNase Hでも確認することができた (Figure l-5)。

Tm‐RNase H2は 4.8 M GdnHCl存在下で変性反応は約 2時間、Aa‐RNase H2は 3.5 M GdttICl存

在下で変性反応は約 1時間、さらに、Sto¨RNasc Hlは 7.O M GdnHCl存 在下で変性反応は約 8時

間要 している。超好熱菌由来 RNase Hの変性剤存在下における非常に遅い変性反応は、古細菌、

細菌由来、RNase H2、 RNasc Hlの区別に関係なく、超好熱菌由来タンパク質の共通 した高温適

応戦略なのかもしれない。

1‐4‐3.水中での超好熱菌由来 RNase Hの変性速度

Tk‐RNase H2と Tt‐RNase Hlは同じく高い平衡論的安定性を有する好熱菌由来 RNase Hである

が、その速度論的安定性は大きく異なっていた。Tk‐RNase H2の 場(H20)は 6.0× 10‐
10s~1を

示 し、

非常に高い速度論的安定性を示すのに対 して、Tt‐RNase Hlの 塩(H20)は 1・3× 10‐
5s■

を示し、中

温生物由来 Ec‐RNase Hlの t(H20)(1・ 5× 10‐
5s-1)と

同等の速度論的安定性を示す [21,38,40]。

速度論的安定性が大きく異なるのは、Tk‐RNasc H2と Tt¨RNase Hlが一次配列に相同性がないタ

ンパ ク質 (RNase H2と RNase Hl)で あ るた めか、Tk‐RNase H2と Tt¨RNase Hlの宿 主 (古細 菌 、

細菌 )が異 な るた めなのかわかってい ない。

本 章 では細菌 由来 の RNase H2と して、Tm‐RNase H2と Aa―RNase H2、 古細菌 由来 の RNase Hl

と して、Sto‐RNase Hlの変性 速度 を測 定 した。そ の結果 、Tm_RNase H2と Aa‐RNasc H2の 場(H20)

(6.5× 10‐
7s-1、

3.7× 10~5s‐
1)は

Tt‐RNasc Hlや Ec―RNase Hlと 同様 に速 く、Sto―RNase Hlの 場(H20)

(5,7× 10‐
1l s~1)は

Tk―RNase H2と 同様に遅かつた (Table l‐ 3)。 このことより、超好熱菌由来の

RNase Hの 速度論的安定性は、RNase Hの type l(RNase Hl)と type 2(RNase H2)の違いでは

なく、宿主の進化的背景の違い (細菌、古細菌)に起因することがわかった。この結果は単量体

で可逆的なタンパク質である細菌由来の Tm‐Cspと Aa‐S16が超好熱菌由来の安定なタンパク質

であるにも関わらず、早い変性反応を示す結果 とも一致する [47]。 Tk‐RNase H2と Sto‐RNase Hl

では、定量性を得るために変性に対 して可逆的な条件で測定 したため:双方の測定条件は pH 9.0、

pH 3.0で ある [21]。 ここで、中性 pHでの変性速度の測定も行つた。変性に対する可逆性は失わ

れるが、pH 7.5の 条件下で Tk―RNase H2の L(H20)は 9・3× 10~10s~1であ り、pH 5.5の 条件下で

Sto‐RNase Hlの 烏(H20)は 3.3× 10‐
ll s‐ 1を

示 した。これは、古細菌由来の Tk‐RNase H2と Sto‐RNase
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Hlは pHに関係なく細菌由来 RNase Hよ りも遅い変性反応を示すことを示唆 している。

1‐4‐4.非常に遅い変性速度の原因

超好熱菌由来タンパク質の変性反応は宿主の進化的背景に依存することがわかった。では、超

好熱古細菌と超好熱細菌由来タンパク質のどのような違いが変性反応に影響するのか。Berezovsky

とShakhnOvich[27]は超好熱古細菌由来タンパク質は、中温環境に生息する古細菌由来のホモロ

グタンパク質よりも、疎水性に富んでかつコンパク トな形状を取つていると報告している。一方、

超好熱細菌由来タンパク質は、一度、中温環境へ適応 した宿主が高温環境へ再適応 したことに付

随して、塩橋等の特異的相互作用によって一次配列をベースに高温環境へ再適応 していると指摘

した。さらに、Mizuguchi[28]ら は古細菌と細菌由来タンパク質の間に立体構造に基づいたアミ

ノ酸組成の違いがあることを報告 した。これらの主張は古細菌と細菌の間には異なった耐熱化戦

略が存在することを示唆している。

そこで、超好熱細菌由来 RNase Hと 超好熱古細菌由来 RNasc Hの アミノ酸組成を、立体構造

に基づいて比較 し、遅い変性に関わる特徴を探した。この際、Tm_RNasc H2と Aa―RNase H2は

立体構造がまだ決定されていないので除外 した。その結果、古細菌由来である Sto‐RNase Hl、

Tk―RNase H2は 、共にタンパク質内部に埋もれた疎水性アミノ酸残基の割合が細菌由来である

Tt‐RNasc Hlよ りも高い (Figure l¨ 7)。 細菌由来 Tt‐RNase Hlに おいては埋もれた疎水性残基の

割合は42%であるのに対して、古細菌由来 Sto‐RNase Hl、 Tk¨RNase H2に おいてはそれぞれ 54%、

55%と 約 10%も 高い割合を示 した。これは、古細菌由来 RNase Hの 遅い変性反応は内部に埋も

れた疎水性残基の割合と相関があることを示 している。さらに、疎水性残基が Tk―RNase H2の

遅い変性反応に寄与することは以前 Dong[35]ら の実験によつても示されてお り本章とも矛盾 し

ない。
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Figure 1-7 Characteristics of RNase H. (A-C) Pie diagrams representing the fraction of hydrophobic, polar, and charged

residues in the interior of the tertiary structure of hyperstable RNase H. (A) Tt-RNase Hl. (B) Sto-RNase Hl. (C) Tk-RNase

H2. Blue denotes positively charged residues (Arg and Lys). Red denotes negatively charged residues (Asp and Glu). Green

denotes polar residues (Asn, Gln, Ser, and Thr). Yellow denotes hydrophobic residues (lle, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr, and Val).

White denotes other residues (Al4 Cys, Gly, His, and Pro). Amino-acid residues with relative solvent accessibility greater

than25o/owere regarded as residues exposed to solvent.

_N/O w/. % P/。 3% 7%
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ここで、結晶構造が決定されている他の超好熱菌由来RNase Hの アミノ酸組成も比較 した(Figure

l‐ 8)。 み犯εο
`θ

雰 /Zrias雰 由来 RNase H2(PiRNase H2)(lUAX)と Иκ加

“

ノοわガル・い 由来

RNase H2(AiRNase H2)(l139)は 、どちらも古細菌由来の RNase Hであり単量体での活性を

示すことが報告されている。その結果、古細菌由来 PiRNase H2と AiRNase H2の 埋もれた疎水

性アミノ酸残基の割合は古細菌由来 Sto―RNase Hl、 Tk‐RNasc H2と 同様に細菌由来 Tt‐RNase Hl

よりも約 10%高かつた。 したがつて、Tk―RNase H2や Sto―RNase Hlだけでなく超好熱古細菌由

来 RNase Hは、全般的に超好熱細菌由来 RNasc Hよ りも埋もれた疎水性残基の割合が高い傾向

があった。さらに、超好熱菌由来の RNase Hlと RNase H2の アミノ酸配列から進化系統樹を作

製 し、超好熱古細菌由来 RNase Hと 、超好熱細菌由来 RNase Hの 関係を調べた (Figure l‐9)。 そ

の結果、古細菌由来 RNase Hと 細菌由来 RNase Hは typel、 type2でそれぞれ大きな進化的距離

によって隔たれた分類群に位置していた。以上より、遅い変性反応による安定化は、進化的背景

に基づいて、古細菌由来 RNase Hの みが有する一次配列に依存 した戦略であることが示唆でき

る。

Figure l-8. Pie diagrams representing the fraction ofhydrophobic, polar, and charged residues in the interior

of the tertiary structure of hyperstable RNase H. (A) RNase H2 from Pyrococcus furrbszs. (B) RNase H2

from Ac hae oglobus ful gidus.

A
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(YPL183218),動θ認 ″ ras″,α αε′″″ みブノ

“
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“
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“
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物〃s′の力〃′s(職 _147058), 7吻′″″οακαι″ bα Or7・

″″gε″ g′″sお い P_623069),ルθ″ οb′ααル Sεα (YP 290201),動
`′

″οッ
“ `み

οθοθε″sグ04gα′郷 m_681452),

7物′″″οraga ″α″″″
"α

 OqP 228723), 7乃ο′″
“
s 滋′′″9′力i=露s cyP_143464).RNase Hl(acccSSiOn number)are

助 //aあらな αοブa,εα′ααガンs(YP 256320),S′J/a′οb容 ノοわα″メ (NP 376653), Esc力 ″た力″ οο′ノ (Y■_001729165),

7カ′rmowれにあοοοοι″S  ′′04gαras  cヽP_681090),  露たarttοα″αθ″Obαεた″  た′grO響″s:s  C｀ P_622980),  レ ″″
“
S

′ル′″″ カメ′な (毅_144822).

1‐4-5。 埋もれた疎水性残基の役割

上述の通 り超好熱古細菌由来 RNase Hには超好熱細菌由来 RNase Hよ りも埋もれた疎水性ア

ミノ酸残基の割合が高いことがわかった。疎水性アミノ酸の安定性に及ぼす影響はタンパク質工

学的な手法を利用 した多くの研究によつて検証されている。Funahashiら [64]は 、埋もれた疎水

性面積の増加が安定性の増加 と正の相関を有することを報告 している。
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そこで、埋もれた非極性原子 (C and S)の 面積と埋もれた極性原子 (O and N)の 面積を算出

し、Tt‐RNase Hl、 Sto‐RNase Hl、 Tk‐RNase H2の埋もれた疎水性面積 と安定性 との相関性を調べ

た。その結果、埋もれた疎水性面積の割合は、Tt‐RNase Hl、 Sto―RNase Hl、 Tk―RNase H2でそれ

ぞれ 62.6%、 67.3%、 64.5%であつた (Table l‐4)。 この割合の大きさの順は、それぞれのタンパ

ク質の平衡論的安定性の大きさの順に一致した (Figure l‐4)。 超好熱菌由来 RNase Hで も埋もれ

た疎水性面積の割合が平衡論的安定性 と相関するのかもしれない。しかし、驚くべきことに、古

細菌由来 RNase Hの 埋もれた疎水性残基の割合は細菌由来 RNase Hの 割合よりも約 10%も 高い

にも関わらず、埋もれた疎水性面積の割合は、古細菌由来 RNase Hと 細菌由来 RNase Hの間で

顕著な差ではなかつた。これは、遅い変性反応と埋もれた疎水性残基の割合は相関するにも関わ

らず、埋もれた疎水性面積の割合には相関性がないことを示す。このことから、古細菌由来 RNase

Hの埋もれた疎水性残基の増加は疎水性面積を増やすことではなく、表面近傍の部分的に露出し

ているが残基全体としては埋もれている疎水性残基による疎水性相互作用の増加に寄与している

と考えられる。

Table l¨4.Accessible surface and buried area ofRNase H

Tt‐RNase Hl Sto-RNase Hl Tk―RNasc H2
Accessible surface area of

native state (A2)"

All

Non-polar

Polar

Accessible surface area of
denatured state (A2)"b

All

Non-polar

Polar

Buried area in the interior of a

protein (A2)

All

Non-polar

Polar

8172

4545

3627

23441

14102

9339

15269

9559

5712

8384

4642

3742

23061

14524

8537

14677

9882

4795

67.3

10829

5912

4917

32937

20169

12768

22108

14258

7851

Fraction of the buried area of 62.6
non-polar atoms (%)

64.5

'Accessible surface area is calculated by POPS [88].
b The denatured structure is created by PyMOL [S7f as a completely extended conformation.



これを確認するために、古細菌由来 Sto―RNase Hlと 細菌由来 Tt‐RNase Hlのアライメントを

作成し、双方に共通して存在する埋もれた疎水性残基と片方にしかない埋もれた疎水性残基を検

出した (Figure l… 9A)。 その結果、Sto―RNase Hlに しかない埋もれた疎水性な残基は24残基存在

するが、Tt―RNase Hlに は H残基しか存在しない。超好熱性細菌由来 Tm_RNase Wと Aa―RNase

H2と 超好熱性古細菌由来 Tk―RNase H2の アライメントも同じく比較したが、Tm¨RNase H2と

Aa―RNasc H2に 関してはその立体構造が得られていないので、埋もれている残基についての情報

はない (Figure l-9B)。 しかし、■‐RNase H2に しかない埋もれた疎水性残基が 10残基ある。そ

こで、この超好熱古細菌由来の Sto―RNasc Hlと Tk‐RNase H2に観られた埋もれた疎水性残基が

タンパク質の表面近傍に極在する傾向があるのか、その立体構造を比較した (Figure l-10A、 B、

C)。 RNase Hlで は Sto―RNase Hlは Tt‐RNase Hlよ りも埋まっている疎水性残基が多いことがみ

て とれる。 さらに、上述の Sto―RNase Hlに しかない埋 もれた疎水性残基がタンパク質表面近傍

に極在 している傾向が観測できた。Tk‐RNase H2で も同じ傾向がみることができた。したがつて、

これらのタンパク質が示す遅い変性反応はタンパク質表面近傍に極在 している埋もれた疎水性ア

ミノ酸残基と深く関係 していることが示唆できる。これは、好熱古細菌は高温環境で発生したが

好熱細菌は一度低温環境に適応 してから高温環境に再適応 したといつた宿主の進化的背景にそれ

らの生産するタンパク質が影響を受けているからなのかもしれない。しかし、タンパク質表面近

傍の疎水性アミノ酸が変性反応を遅くしている機構はわからない。この機構は今後アミノ酸置換

変具体の構築を行 うことによつて確かめることができるだろう。
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BA

Figure l‐ 10。 Crystal structures ofhyperstable RNase H.(A)Tt‐ RNase HI.(B)StO‐ RNase HI.(C)Tk‐ RNase H2.Buned

hydrophobic side‐ chains(relative solvent ac∝ ssibility less than 250/On are represented by spherc(red and bluc).Red:The

buHed hydrophobic residues in Sto‐ RNase HI and Tk‐ RNasc H2 with nonburied or nonhydЮphobic counterpart in

Tt‐RNase HI and Aa/Tm‐RNase H2.Blue:The other buHed hydrophobic residues.

1-5。 結論

本章では超好熱性 RNase Hの平衡論的安定性と速度論的安定性の測定を行つた。本章で測定

されたタンパク質は進化的背景とその耐熱化機構の関係を調べるにあたって、単量体であり、可

逆的な変性を示すことからも優れたモデルタンパク質であることがわかった。さらに、超好熱性

RNase Hの変性反応速度は宿主の進化的背景に強く依存している。これは超好熱古細菌と超好熱

細菌由来タンパク質が異なつた耐熱化戦略によつて高温環境に適応していることを示唆する。
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第二章 超好熱細菌由来タンパク質の構造安定性及びフォールディングに果たすプロリン残基の

役割

2… 1.は じめに

タンパク質の安定化因子として、分子内のイオン結合、疎水性相互作用、S‐S結合やプロリン

残基による変性状態のエン トロピーの減少等が挙げられている [14‐ 17]。 これらの因子は主に中

温生物由来のタンパク質によつて解析されており、もともと高い安定性を有する超好熱菌由来タ

ンパク質においての報告例はまだ少ない。近年、超好熱菌由来タンパク質でのイオン結合、S‐ S

結合、疎水性相互作用の安定化因子としての役割が示唆された [35,50,58]。 しかし、超好熱菌

由来タンパク質でプロリン残基が安定化因子として働いているかはまだわかっていない。プロリ

ン残基はその内部にあるピロリジン環が主鎖のコンフォメーションの自由度を制限するため、変

性状態のタンパク質のコンフォメーションエン トロピーを減少させ、天然状態との間の△Gを増

加させることでタンパク質を安定化すると考えられている [17,65‐ 66]。 しかし、プロリン残基

・は主鎖のコンフォメーションを制限することで、天然状態の立体構造にゆがみを起こすことがあ

る。特にピロリジン環により制限された N‐ Cα 回転の二面角 (9,v)の幅はαヘ リックスやβシー

トにみられる角度と大きく違っている。そのため、αヘ リックスや βシー トの内部にプロリン残

基が存在すると、二次構造が破壊されタンパク質が不安定化することがしばしば見受けられる

[65‐ 66]。 タンパク質の安定性を向上するには天然状態でコンフォメーションにゆがみを起こさ

ない領域にプロリン残基が配置されている必要がある。そして、αヘ リックスの N末端領域は

この条件を満たしていることが報告されている [67‐ 69]。

一方、第一章の結果、超好熱古細菌由来 RNase Hは超好熱細菌由来 RNase Hよ りも遅い変

性反応によつて速度論的に安定化 していることがわかつた。その遅い変性反応は、部分的に露出

した疎水性残基によつて維持されていることを提案 した。実際に遅い変性反応に疎水性残基が関

与していることは報告されているが、この遅い変性反応が疎水性相互作用のみで維持されている

かどうか明らかでない。ここで、超好熱古細菌由来 Tk‐RNase H2に は、αヘ リックス N末端

領域にプロリン残基が配置されている箇所が 5つあることが結晶構造からわかっている。しか

し、超好熱細菌由来 Tm_RNase H2で は Tk‐RNasc H2の もつ 5つの箇所のうちの 2つの箇所にし

かプロリン残基は配置されていない (Figure 2‐ lA)。 したがつて、古細菌由来 Tk‐RNase H2の

遅い変性反応はこのプロリン残基による影響も受けているのかもしれない。

そこで本章では、Tk‐RNase H2の αヘリックス N末端領域にプロリン残基を導入 した変異体

(L80P、 ElllP、 K199P)、 αヘリックス N末端領域に存在するプロリン残基のうち Tm‐RNase

H2に も保存されているプロリン残基をアラニン残基に置換 した変具体 (P46A、 P70A)、 保存

されていないプロリン残基をアラニン残基に置換した変異体 (P139A、 P170A)、 および、それ

らを組み合わせた二重変異体 (ElllP/K199R P46A/P70A)を 構築 し (Figure 2‐ lB)、 これら
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の変異体の安定性を解析することにより、αヘ リックス N末端領域のプロリン残基が、高い安

定性を有する超好熱古細菌由来 Tk‐RNase H2においても中温生物由来タンパク質における場合

と同様に安定化因子として機能するか、速度論的安定性にどのような影響を及ぼすか調べた。
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Figure 2-1. (A) Alignment of the amino acid sequences of RNase H2 [87]. Secondary structures of Tk-RNase H2 are

depicted above the sequences. The amino acid residues that are conserved in at least six different proteins are

highlighted in black. The positions that are replaced in this work are indicated by boxes. Tk, Pho, Pf, Aa and Tm are

hyperthermophiles; Ec and Bsu are mesophiles. (B): Crystal structure of Tk-RNase H2 depicting the side-chains of

the residues that has been substituted.
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2‐2.実験材料及び方法

2-2‐ 1.大量発現および精製

それぞれの変異体の大量発現および精製は野生型と同様の手順で行つた [21]。 タンパク質の

純度は 15%SDS‐PAGEに供 し、Coomassie BrilHant BlucR250で 染色することで判定した。

2-2-2.タ ンパク質濃度

それぞれの変異体のタンパク質濃度は野生型と同様に、波長 280 nmに おけるTyrと Trpの値

1,576、 5,225M‐
lcm~1を

用いて算出した吸光係数 A28001%=0・ 63を用いて決定した [61]。

2‐ 2‐3.CDス ペク トル測定

CDスペク トルは第一章と同様の方法で測定した。バッファーには 20 mM Tris‐HCl(pH 9.0)を

用いた。CDスペク トル測定は光路長 2 mmのセルを用いてタンパク質濃度 0.16 mg mL‐
1で

行つ

た。

2-2‐4.熱変性測定

CDスペク トルによる熱変性測定は第一章で述べた方法で行つた。バ ッファーには 20 mM

Tris‐ HCl(pH 9.0)を用いた。CDスペク トル測定は光路長 2 mmのセルを用いてタンパク質濃度

0.16 mg mL‐
1で

行つた。

2‐ 2‐5.GdnIICl変性による平衡論的安定性測定

GdttCl変性による平衡論的安定性は第一章で述べた方法で行つた。バッファーには 20 mM

Tris¨ HCl(pH 9.0)を用いた。CDスペク トル測定は光路長2mmのセルを用いてタンパク質濃度 0.16

mg mL´
1で

行つた。

2…2-6.GdnHCl変性による速度論的安定性測定

GdnHCl変性による速度論的安定性は基本的には第一章で述べた方法で行つた。バッファーに

は 20 mM THs―HCl(pH 9.0)を用いた。CDスペク トル測定は光路長 10 mmのセルを用いてタンパ

ク質濃度 0.03 mg mL・ で行った。ただし、復元反応は 4 M GdnHClで あらかじめ変性させておい

たタンパク質溶液を GdnHClを含む溶液で 10倍希釈することで行つた。得られた見かけの反応

速度定数 (tapp)の GdnHCl濃 度依存性を以下に示す式 (6)で近似 した。

h tapp=ln{ぼ H20)eXp(¨″r[D])+れ(H20)eXp(″ u[D])}

ここで、[D]は GdnHCl濃度であり、ぼH20)そ して為(H20)はそれぞれ水中での変性反応、復元反

(6)
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応の速度定数である。″rと ″uはそれぞれ in 4と lnれ をGdnHCl濃度に対 して直線近似 したとき

の傾きを示 している。

2‐3.実験結果

2-3-1.CDス ペク トル測定

変異体の Far‐UV CDスペク トルの測定を行つた (Figure 2‐2A)。 得られた変具体タンパク質の

波形はすべて野生型と同様であつた。これらの結果は Tk―RNase H2の 全体構造は変異により大

きな影響を受けていないことを示 した。

2‐ 3‐2.熱変性測定

変異体の熱変性を波長 220 nlnの CD値の変化を追跡することで調べた (Figllre 2‐ 2B)。 いずれ

の変異体も野生型タンパク質と同様に高い可逆性を示 し、二状態転移であつた。変異体の臨 値

は Table 2‐ 1にまとめた。 αヘリックスN末端にプロリン残基を導入 した変具体のうちEHlP、

K199Pの 、 値は野生型 (84.7℃ )と 比較して 1.8、 1.9℃上昇 した。しかし、L80Pは 0.4℃低下し

た。αヘ リックスN末端のプロリン残基をアラニン残基に置換 した変具体のうち P46A、 P70A、

P174Aの Tm値は野生型と比較して 0.8、 0.5、 1.7℃低下した。しかし、P139Aは ほぼ変わらなかっ

た。αヘリックスN末端にプロリン残基を導入 した変異体 EHlPと K199Pを組み合わせた二重

変具体 ElHP/K199Pは野生型に比べて 3.0℃安定化 した。一方、αヘ リックスN末端のプロリン

残基をアラニン残基に置換 した変具体 P46A、 P70Aを組み合わせた二重変異体 P46A/P70Aは野

生型に比べて 1.8℃不安定化 した。これらの結果より、αヘ リックス N末端のプロリン残基は

Tk―RNase H2を安定化 していることがわかった。

2‐3…3.速度論的安定性測定

変具体の速度論的安定性を調べるために変性、復元反応の速度実験を行つた。すべての変性、

復元反応は一次の指数関数に近似できた。変異体タンパク質の GdnHCl変性による変性、復元反

応の見かけの反応速度定数 Q∂
´
の対数値の GdnHCl濃度依存性を Figure 2‐2Cに示 した。さら

に、式 (6)を 用いて GdnHCI変性による変性、復元反応の速度論的パラメータを算出しTable 2‐2

にまとめた。全ての変異体タンパク質において、その変性、復元反応に大きな変化はなく、αヘ

リックスN末端領域のプロリン残基は Tk‐RNase H2の フォールディングにはあまり寄与してい

なかった。

2‐ 3¨4.平衡論的安定性測定

熱変性測定の結果より、ElHP/K199P、 P46A/P70Aの Tm値には他の一塩基変具体よりも大き

な変化が確認された。そこで、GdnHCI変性を波長 220 nmの CD値を追跡することで二重変異
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体 ElHP/K199P、 P46A/P70Aの 平衡論的安定性を調べた (Figure 2‐ 2D)。 双方とも反応が平衡に

達するまで3週間かかり、その変性反応は可逆的であつた。野生型タンパク質に対してElHP/K199P

の △G個20)は 5.5 kJ mol・ 増加 してお り、P46A/P70Aの △Gα20)は 3.7 kJ morl減少 していた。 こ

の結果は熱変性測定の結果と一致している。

A  10000

００

０

００

００

一
　

　

　

・
１

ｒ
Ｌｏ“尋
〓゙
・
・̈じ
び
一

Ⅷ
口OP
EllIP

,SA

p139A

ElllpKL99P
Pお PヽヽA

一
●
一
“
ｏ
』
″凛
】

″“
●
ｔ
）
“
“
餞

-15000

04

01

00

-20000
2111

GdnHCl(M) GdnHCl(M)

Figure 2-2. (A) CD spectra of the wild-type (WT) and mutant proteins of Tk-RNase H2 at pH 9.0 and 25 "C. (B)

Heat-induced unfolding curves of the wild-type (WT) and mutant proteins of Tk-RNase H2 at pH 9.0. (C) GdnHCl

concentration dependence ofthe logarithms ofthe apparent rate constant (ft"00) ofunfolding and refolding kinetics ofthe

wild-type and mutant proteins of Tk-RNase H2 at pH 9.0 and 50 oC. The lines are best fits to Eq. (6). (D) GdnHCl-induced

unfolding curves of the wild-type and mutant proteins of Tk-RNase H2 at pH 9.0 and 50 oC. The lines repiesent the fit of

Eq.(l).
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Table 2-1. T. value of the wild-type and mutant proteins of Tk-RNase H2 at the scan rate of I oC min-rat pH 9.0.

Tma(° C) ar,b (.c)

Wild‐サpe

L80P

ElllP

K199P

P46A

P70A

P139A

P174A

ElllP/K199P

P46A/P70A

84.5

84.1

86.4

86.3

83.7

84

84.6

82.8

87.5

82.7

0̈.4

1.9

1.8

‐0.8

‐0.5

0.1

-1.7

3

‐1.8

a Thc crror is±
0.2°C.

b△Tm=Tm(mutant)一 Tm(Wild‐ type).

Table 2-2. Kinetic parameters for GdnHCl-induced unfolding and refolding of the wild-type and mutant proteins

of Tk-RNase H2 at 50'C and pH 9.0.

t(H20)

(S‐

1)

mua

(M~lS~1)

kr(H20)

(Sl)

ぽ

(M‐
lS‐ 1)

Wild‐ type

L80P

EHlP

K199P

P46A

P70A

P139A

P174A

ElllP/K199P

P46A/P70A

5.0 x l0-E

3.0 " l0-7

5.4 x l0-8

4.7 ' l0-8

1.5 ' l0-7

6.2 " l0'8

6.3 ' l0-8

3.3 ' l0-7

2.3 x l0-E

5.1 ' l0-8

2.8

26

2.7

2.9

2.6

2.7

2.8

2.4

2.8

2.7

0.78

0.37

0.8

0.61

0.46

0.65

0.72

021

0.77

0.32

5.5

5.2

4.5

5.2

4.5

4.4

4.3

3.3

4.9

4.7

a The eroris±
0.lM~ls‐

1.
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Table 2…3.Thcmodynarnic Paramctcrs for GdnHCl■ nduced unfolding ofthc w‖ d‐サpe and mutant protdns ofTk― RNasc

H2at 50°C and pH 9.0.

Ｃ
ｍ
　
側

m

(kJ mOri M‐
1)

△G(H20)

(kJ m01‐
1)

AAG(H2O)b

(kJ mol-')

Wild―サpe

ElllP/Kl19P

P46A/P70A

1.85

2.09

1.68

23.6± 2.8

237± 1.1

21.5± 12

43.6 EL 5.1

49.6± 2.4

36.1■ 2.8

5.5

-3.9

a Thc crror is± 0.10M.

b△
△G(H20)=mav(Cm[mutant])一 Cm[Wild‐typc]).mav=22.9 kJ mol‐

lM・
.

2‐4.考察

超好熱古細菌由来 Tk¨RNase H2は高い平衡論的安定性 と速度論的安定性を有することが報告さ

れている [21]。 一方、第一章により、超好熱細菌由来 Tm_RNasc H2は 宿主の進化的背景から高

い平衡論的安定性を有するにも関わらず、速度論的安定性を示 さない。また、Tk‐RNase H2に は

αヘリックスN末端領域にプロリン残基が配置されている箇所が5つあるにも関わらず、Tm¨RNase

H2に は 2つ しかない。したがつて、αヘ リックスN末端領域のプロリン残基が高い安定性を有

するタンパク質においても中温生物由来タンパク質 と同じく安定化因子 として働 くならば、

Tk¨RNase H2の高い速度論的安定性の原因の一つであるのかもしれない。そこで Tk‐RNase H2

のαヘリックス N末端領域にプロリン残基を導入 した変異体 (L80P、 EHlP、 K199P)、 プロリ

ン残基に置換 した変具体 (P46A、 P70A、 P139A、 P170A)、 および、それらを組み合わせた二重

変具体 (EHIP/K199R P46A/P70A)を 解析 し、Tk‐RNase H2においてのプロリン残基の熱安定性

や速度論的安定性に与える影響を考察 した。

2‐ 4‐1.プ ロリン残基が超好熱菌由来タンパク質の熱力学的安定性におよぼす影響

中温生物由来タンパク質において、αヘリックス N末端領域に配置されるプロリン残基がタ

ンパク質の安定性に重要な役割を果たしていることが知られている。例えば、Bγθ′〃雰 ι
“

雰 由

来 oligo-1,6‐glucosidaseに プロリン残基を導入 した実験では、残基あたり0.4～ 1.4℃ の 、 値の上

昇が報告された [68]。 これは、プロリン残基のピロリジン環が主鎖のコンフォメーションの自

由度を制限するためと考えられている。プロリン残基は変性状態のタンパク質のコンフォメー

ションエン トロピーを減少させ、結果的に天然状態と変性状態の間の△Gを増加 させることでタ

ンパク質を安定化する [65‐66]。 しかし、タンパク質が天然状態のとき、プロリン残基は主鎖の

コンフォメーションを制限することで、タンパク質の立体構造にひずみを起こしタンパク質を不

安定化する場合もある。このため、タンパク質の安定性を向上させるには天然状態でコンフォメー
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ションにひずみをおこさない部位にプロリン残基を配置する必要がある。αヘ リックスの N末

端領域はこの条件を満たしていると考えられている [67‐ 69]。 しかし、プロリン残基のαヘリック

ス N末端領域への導入によつて超好熱菌由来タンパク質も同様に安定化するかはまだわかつて

いない。

超好熱古細菌由来 Tk‐RNase H2の αヘ リックスのN末端領域にプロリン残基を導入 した変異

体は、L80Pを除いて Tm値が 1.8～2.0℃増加 した。一方、プロリン残基を置換 した変具体は P139A

を除いて Tm値が 0.5～ 1.8℃減少 した。さらに二重変具体 EHlP/K199Pと P46A/P70Aの安定性は

加算的な変化を示 した。この結果からαヘ リックス N末端領域のプロリン残基は高い安定性を

示す超好古細菌由来タンパク質でも安定化に寄与することがわかつた。さらに、Tk‐RNase H2に

お け るプ ロ リン残 基導入 に よる安 定性 の増加 (1.8～ 2.0℃ )は βκtt θ
“

雰 由来

oligo‐ 1,6‐glucosidase(0.4～ 1.4℃)と 比較 して大きかつた [68]。 これはプロリン残基による安定

性への影響はエン トロピーに起因する効果であり、そのエン トロピーの効果が温度に強く依存す

るためなのかもしれない。しかし、本章で測定したプロリン変具体の安定性への効果は超好熱古

細菌由来 Tk‐RNase H2の高い安定性と比較するとそれほど大きな効果ではなかった。αヘ リック

ス N末端領域のプロリン残基による安定化は、超好熱古細菌由来タンパク質の非常に高い安定

性に部分的に貢献 しているのかもしれない。

ここで、各プロリン残基変具体による安定性への影響に注目した。以前よリプロリン残基の安

定性への効果は、そのプロリン残基が配置された環境によつて大きく影響されることが報告され

ている [70-71]。 その中で、プロリン残基の配置された部位における三面角の影響、溶媒露出表

面積 (ASA)、 主鎖の柔軟性 (B‐factor)に 注目した。本章で構築した各変具体の野生型の変異部

位にあたる位置の二面角、ASA、 B‐factorを Tabb 2‐ 4にまとめた。その結果、すべての変異体は

プロリン残基の許容できる二面角の範囲 (φ =‐63± 15°,ψ =-30± 20°)に収まつていた。 しかし、

プロリン残基を導入 した変具体のうち EHlPと K199Pの安定性は上昇したが、L80Pは不安定化

していた。そこで、L80P変具体のプロリンの導入領域の ASAと B‐factorを EHIP、 K199Pと 比

較すると、L80P変異体のプロリンの導入領域は EHlP、 K199Pと 比較して小さい ASAと 高い

B‐factorを示した。これは、導入 したプロリン残基の影響が、その導入 した領域の柔軟性が低かつ

たために全体構造を歪めてしまい安定化効果を打ち消されてしまったか、80番 目のロイシン残

基にようて形成されている疎水性コアを壊 してしまい安定化効果を打ち消してしまったかのどち

らかであると考えられる。さらに、プロリン残基を置換した変異体のうち P46A、 P70A、 P174A

は不安定化したが P139Aは不安定化 しなかつた。 したがつて、139番 目のプロリン残基は、も

ともと立体構造全体に歪みを与えていたのかもしれない。一方、P174Aはもつとも安定化 し、

その B‐factorと ASAは大きかった。そのため、この部位はプロリン残基の配置されている中で

も最も全体構造に歪みを与えずにプロリン残基によつて安定化 している部位であると考えられる。
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Table 2-4. Structural characteristics at the N-terminal mutation sites of o-helices in Tk-RNase H2

Secondary structure" Ψ

　

Ｃ

ぽ

　
０

ASAC

(%)

B/Bavd

0.9

1.37

1.46

1.03

083

0,79

1.26

a Abbreviation ofsccondary structure:H,helix.Numbcrs in parcntheses rcprcscnt thc rangc ofthe particular element ofthe

sccondary structurc.
b Dihedral angle values for the residues in thc wild‐

type protein.

C Accessible surface area.ASA(%)=(ASAfold/ASAcxtend)X100.ASAcxtcnd isthc ASA value ofthe cxtendcd

conformation as the refcrcncc value for thc dcpcndcnt ttate,assuming thatthcsc atoms in the denatured state should bc mlly

exposed to solvent.Thc ASA values are calculatcd using the procedure dcscribcd b17 COnn01ly[90]With prObes of l.4A2

[91]・

2‐ 4‐2.プロリン残基が超好熱古細菌由来タンパク質の遅い変性反応に与える影響

超好熱菌由来タンパク質がその中温生物由来ホモログタンパク質に比べて、一般に非常に遅い

変性反応を示すことが報告されている [47,56]。 この遅い変性反応の機構についてはまだ解明さ

れていない。近年、この遅い変性反応に疎水性相互作用が強く関係 していることが報告されたが

[35]、 疎水性相互作用のみの影響で遅い変性反応が維持されているかどうか明らかでない。そこ

で、プロリン残基が遅い変性反応にどのように影響 しているかを調べた。その結果、超好熱古細

菌のαヘリックスN末端領域のプロリン残基は遅い変性に与える影響が小さいことがわかった。

さらに、αヘ リックスN末端領域のプロリン残基は古細菌由来 Tk‐RNase H2と 細菌由来 Tm_RNase

H2の変性反応の速度が大きく異なる原因ではなかった。これは、プロリン残基による安定化は

主に変性状態のタンパク質に寄与する影響であつて、天然構造にあまり影響 しないためと考えら

れる。これにより、天然状態の疎水性相互作用や水素結合などのエンタルピックな影響は遅い変

性反応に強い影響を与えるが、変性状態におけるプロリン残基やジスルフィド結合等のエン トロ

ピックな影響は遅い変性反応にあまり影響を及ぼさないことが示唆された。

2‐ 4‐3.超好熱タンパク質の安定化

プロリン残基変具体 ElllP、 K199P、 ElHP/K199Pは 野生型 Tk‐RNase H2よ りも高い安定性を

示 した。つまり、アミノ酸残基 Hl番 目と 199番 目に配置されたグルタミン酸とリシンはどちら

も構造安定性の観点からみれば至適でないことが示された。このことから、超好熱タンパク質は

安定性を宿主の生存環境に合わせて調節 していると考えられる。ElHPの変異は Tk―RNase H2

を安定化する。このアミノ酸残基 Hl番 目の部位には、Tk_RNase H2の 宿主よりも生育温度が高

Lcu80

Glulll

Lys199

Pro46

Pro70

Pro139

Pro1 74

H(80-94)

H(111‐ 120)

H(199‐ 121)

H(46…57)

H(70¨74)

H(139‐ 163)

H(174‐ 187)

6̈43

‐58.1

‐57.7

5̈4.1

…54

‐53.1

‐48.9

‐36.7

‐45.3

…25.3

…36.3

‐23.2

‐34.8

-45

30.7

39.1

82.6

60.3

19.5

46.4

73.8
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い ら物
`ο

εε需 乃θ滅昴カノノ由来 RNase H2(Pho‐ RNase H2)で はプ ロ リン残基 が配置 され てい る [72,

73]。 したが つて、 このア ミノ酸残基 Hl番 目のプ ロ リン残 基 は Pho‐RNase H2で も Tk‐RNase H2

と同様にタンパク質を安定化していると思われる。一方、Tk‐RNase H2のアミノ酸残基 139番 目

のプロリンは Pho‐RNasc H2ではグルタミン酸である。しかし、この部位のアミノ酸を Tk‐RNase

H2でプロリン残基に変えても安定性に大きな影響はなかつた。これは、Pho‐RNase H2で も安定

性にはあまり影響 していないことを示唆 している。ここで、Tk‐RNase H2でプロリンに置換 した

アミノ酸残基 199番 目の部位には、他の超好熱性 RNase H2で プロリンは配置されていなかつた。

この部位へのプロリン導入による安定化は、本章で新たに発見されたのである。これらのように、

様々な RNase H2の プロリン残基の比較により、他の RNase H2も プロリン置換によつて安定化

することができるであろう。

2‐5。 結論

本章では、αヘ リクッス N末端領域のプロリン残基が、超好熱古細菌由来タンパク質の熱安

定性や変性、復元機構にどのような影響をおよぼすか調べた。その結果、αヘ リクッス N末端

領域のプロリン残基は、非常に高い安定性を有する Tk‐RNase H2に おいても中温生物由来タン

パク質における場合と同様に加算的な安定性への寄与を示 した。特に、柔軟性の高い領域に存在

するプロリン残基はそのタンパク質の安定性を効果的に上げることがわかった。しかし、これら

のプロリン残基はTk‐RNase H2の遅い変性反応には疎水性相互作用のような大きな影響を与え

なかつた。
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第二章  Pulse pЮ teolysis法 による超好熱古細菌由来 Tk‐RNase H2の変性過程解析

3‐ 1.は じめに

タンパク質は変性状態と天然状態の間で様々な中間体構造を形成する [74-77]。 そして、それ

らの構造を観測することでタンパク質のフォールディング、アンフォールディング機構の理解は

大きく前進すると考えられている。今 日までに、中間体構造が円偏光二色性、蛍光分光、X線小

角散乱および NMRと いつた物理化学的手法によつて観測された [3‐9]。 しかし、タンパク質の

フォールディングやアンフォールディングの過程は一般的に非常に速い反応過程であり、また、

多くの中間体は構造上非常に不安定であることから、十分なデータを取ることは非常に難 しい。

ここで、第一章で示 したように、いくつかの超好熱古細菌由来タンパク質は遅い変性反応によっ

て高い安定性を示すことがわかつている。この遅い変性反応は、変性過程が非常に速い反応であ

るために観測 しにくかつた中間体の構造を観測するうえで役立つかもれない。実際に近年の報告

では、遅い変性速度を示す超好熱古細菌由来の PiPCPの変性過程をリアルタイムNNIR法によっ

。て観測 し、いくつかの中間体構造の高い協同性を確認 している [53]。

そこで本章では、4 M GdnHCl存在下でも遅い変性反応を示す Tk―RNase H2と Tm¨RNase H2

を変性 させ、その遅い変性反応の過程を pulse pЮ

“

olysis法 を応用した新しい手法を用いて解析

した。Pulse proteolysis法 とは、変性剤変性によつて天然状態と変性状態タンパク質の混在 した

溶液中の変性状態タンパク質のみをプロテアーゼにより分解 し、溶液中の天然状態タンパク質と

の存在比を検出する解析法である [78-81]。 新 しい手法では、目的タンパク質の全体的に高度な

安定性を有した構造が、その遅い変性過程で形成 した中間体構造の部分的に変性、あるいは、不

安定化 した領域のみをプロテアーゼにより分解することで、中間体構造の観測を行つた。しかし、

一般に遅い変性反応を示すタンパク質は高い安定性を有しており、変性 させるには高い変性剤濃

度が必要となる。このため、既存の puise proteolysis法で用いる中温菌由来のプロテアーゼでは

変性剤により活性が失われてしまう。そこで、本手法では高い変性剤濃度でも活性を維持する超

好熱古細菌由来 Tk― subtilisin[48]を使用 し、高い変性剤濃度中の Tk‐RNase H2と Tm¨RNase H2の

遅い変性過程を観察する。Tk‐ subtHisinは 高い濃度の GdnHCl存在下でも活性を保持することが

できる超安定なプロテアーゼであり、本手法の実験条件に耐えうる貴重なプロテアーゼである。
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3‐2.実験材料及び方法

3-2… 1.プラスミド構築

Fragment 22(1‐197残基)、 20(1‐ 176残基 )、 17(1‐ 144残基)、 9(145‐228)を 大量発現する

ために使用したプラスミドはpJAL700K[21]を 用いて標準的な遺伝子組み換え技術に従つて構築

した。

3‐ 2‐2.大量発現と精製

Tk― RNase H2、 Tk‐subtilisinの 大量発現および精製は既報に従って行つた [21,48]。 Tm‐RNase H2

の大量発現および精製は第一章の方法に従つて行つた。Fragment 22、 20、 17、 9の大量発現およ

び精製はTk‐RNase H2と 同じ方法で行つた。タンパク質の純度は15%SDS‐PAGEに供し、CoomasJe

BHlliant BlucR250で 染色することで判定した。

3… 2‐3.タ ンパク質濃度

Tk―RNase H2、 Tm‐RNase H2、 Tk¨ subtilisin、

nmにおける Tyrと Trpの値 1,576、 5,225M‐
1

1.2、 0.3、 0.2、 1.3を用いて計算 した [61]。

iagment 20、 17、 9のタンパク質濃度は、波長 280

cm‐
1を

用いて算出した吸光係数 A28001%=1・ 6、 0.2、

3… 2¨4.CDス ペ ク トル測定

CDスペ ク トル は第一章で述べた方法で行 つた。バ ッファーには 20 mM Tris―HCI(pH 9.0)を 用

いた。測定は光路長 2mmのセルを用いてタンパク質濃度 0.16 mg mL・ で行った。

3‐ 2‐5.GdnHCl変性による速度論的安定性測定

GdnHCl変性による速度論的安定性は基本的には第一章で述べた方法で行った。バッファーに

は 20 mM Tris― HCl(pH 9・ 0)を用いた。CDス ペク トル測定は光路長 10 mmの セルを用いてタンパ

ク質濃度 0.03 mg mL・ で行つた。

3‐ 2‐6.Tk‐subtilisinに よる天然状態、変性状態タンパク質に対する pulse proteolysis法

天然状態、変性状態タンパク質に対するpulse proteoヶ sis実験の基本操作については Figure 3‐ lA

にま とめている。20 mM Tris― HCi buffer(pH 9.0)に 溶解 した天然状態タンパク質 と、4 M GdnHCl

含む 20 mM Tris‐ HCi bufFer(pH 9.0)に 溶解 し一晩静置 した変性状態タンパク質をそれぞれ 50 μl

ずつ反応容器に取 り分け、それぞれの反応容器に 2 μlの 10 mM acetae buttr(pH 5.0)に 溶解 した

各濃度の Tk―subtiHsinを加 えた。45s反応 した後、各反応容器に 10%(w/V)TCAを l ml加 えた。

10%(W/V)TCAにより沈殿 したタンパク質を70%アセ トンによつて洗い、15%廿icinc‐SDS‐PAGE[82]

によつて観測 した。反応は 25℃ で行つた。

34



3… 2¨7.Tk‐Subtilisinに よる遅い変性反応に対する pulse pЮteolysis法

遅い変性反応に対するpulse proteolysis実 験の基本操作についてはFigure 3… lBにまとめている。

変性反応は、タンパク質を 4 M GdnHCI含 む 20 mM Tris‐ HCl buttr(pH 9.0)に 溶解することで行つ

た。変性反応溶液を 50 μlずつ酵素反応容器に取 り分けた。各反応時間の変性反応溶液に 2 μlの

10 mM acetate buffer(pH 5.0)に 溶解 した各濃度の Tk¨ subtilisinを 加えた。45s反応 した後、各反応

容器に 10%(w/V)TCAを l ml加 えた。lo%(w/v)TCAにより沈殿 したタンパク質を 70%ア セ ト

ンによつて洗い、15%tricine¨ SDS‐PAGE[82]に よつて観測 した。反応は 25℃ で行った。

3…2-8.N末端配列決定及び質量分析

タンパク質のN末端配列決定は mOde1 491 Procise automated sequencer(Applied Biosystems,

Foster Ciじ CA)により行つた。タンパク質の質量分析は matrix‐asJsted laser desorp饉 on ionization

renection_type time‐ of‐■ight(NIALDl‐ TOF)mass spectrometers,Autonex and ultranex(Bruker

・Daltonik)に よつて行つた。

3‐ 2‐9.熱変性測定

CDスペク トルによる熱変性測定は第一章で述べた方法で行った。バ ッファーには 20 mM

Tris¨ HCI(pH 9.0)を用いた。CDス ペク トル測定は光路長2mmのセルを用いてタンパク質濃度 0.16

mg mL‐
1で

行つた。

3-2… 10。 Anilino‐ 8‐naphthalenesulfonic acid(ANS)蛍 光スペク トル浪J定

ANS蛍光 スペ ク トル測 定 はRF-5300PC spectro■ uoЮphotometer(Shimadzu)に よ り行 った。 タン

パ ク質 とANS(Sigmむ Aldrich,St.Louis,MO)の 結合 は異 な る温度 で のANS蛍光 スペ ク トル を測

定す る こ とで解析 した。測 定溶液 は20 mM Tris_Hcl buttr(pH 9.0)に タ ンパ ク質 (10 μM)と ANS

(500 μM)を溶解することで作製 した。各測定溶液は測定温度で3hおいた後、ANS蛍光スペク

トルを測定した。測定は励起光3801m、 測定範囲400‐ 600 nmで行つた。

3‐2‐H.△G(H20)の 温度依存性曲線

△G(H20)の温度依存性曲線は第一章と同様に近似 した。
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Figure 3-1. Schematic diagram of pulse proteolysis. (A) Pulse proteolysis of native and unfolded proteins by

Tk-subtilisin. Native protein and unfolded protein were dispensed into tubes. Proteolysis was perfonned via addition of

Tk-subtilisin (0-20 pg) and incubation for 45 s. The reaction was quenched by l0% TCA, and the products were

quantified by tricinrSDS-PAGE. (B) Pulse proteolysis of kinetic unfolding by Tk-subtilisin. The native protein was

unfolded by 4 M GdnHCl. At each time point the sample was dispensed into a tube, and proteolysis was perfbrmed and

Malyzed as described for panel A.
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3‐3.実験結果

Tk―RNas6 H2の 変性速度は、その非常に遅い変性反応のために主に50℃ で測定されていた [21]。

しかし、本章では Tm_RNase H2の 変性過程と比較するため、25℃での Tk‐RNase H2の 変性過程

を詳細に観測 した。その結果、Tk‐RNase H2の 変性反応の過程に 50℃での測定では観測できな

かった中間体構造が存在することがわかった。

3‐ 3‐ 1.Tk¨RNase H2の far‐UV CDスペク トルとCDに よる遅い変性反応の測定

Tk¨RNase H2の GdnHCl存在下、非存在下での Far‐UV CDス ペク トルを25℃で測定した (Figure

3‐2A)。 スペク トルはそれぞれのタンパク質の天然状態、GdnHCl存在下での変性状態を示 して

いる。さらに、Tk¨RNasc H2の変性速度を求めるために変性反応の速度実験を行つた。反応はタ

ンパク質溶液に終濃度が任意の GdnHCI濃度になるようにあらかじめ計算された量のGdnHCl溶

液を瞬時に加え撹拌することによって行つた。その変性過程は波長 220 rlmの CD値の変化を追

跡することで調べた (Figure 3…2B)。 その結果、■ R̈Nase H2の変性過程で測定の dead time(～2s)

。にバース ト相が観測された。このバース ト相は天然状態と変性状態の CD値の総変化のうちの約

30%を しめていた。しかし、バース ト相以降の遅い変性反応は一次の指数関数に近似でき、その

変性速度は 4.2× 104s‐
1(Table 3-1)で

あり、変性反応は約 4hで完了した。

3‐ 3‐2.Tk―RNase H2の Tk‐subtilisin耐性

Tk¨subdlisinに よる Tk¨RNase H2の遅い変性過程の観測をするために、天然状態の Tk¨RNase H2

は全く切断されないが、変性状態の Tk¨RNase H2(4 M GdnI‐ IClに より変性)は完全に切断、分

解される Tk¨ subtilisinの 濃度を検索した。まず、天然状態と変性状態の Tk―RNase H2(112 μg)

を、0.2‐ 15 μgと 0.2‐ 20 μgの Tk‐ subtilisinと 混合 し45s反応 した後、tricine‐ SDS―PAGEに よつて

観測 した (Figure 3‐2C)。 その結果、天然状態の Tk‐RNase H2と 各濃度の Tk¨ subtilisinを 反応さ

せたサンプルでは、仕icine―SDS―PAGE上で Tk¨RNase H2の分解物 (■agment)を示すバンドの観

測はできなかつた。したがって、本条件では天然状態の Tk‐RNase H2は 、いずれの濃度のTk‐ subtilisin

に対 しても完全な耐性を示した。一方、変性状態の Tk‐RNasc H2と 各濃度の Tk‐ subtilisinを 反応

させたサンプルでは、tHcine¨ SDS‐PAGE上でいくつかのバンドが観測できた。バンドはTk_subtilisin

が 0.2 μgの条件で約 17 kDa(fragment A)、 15 kDa(■agment B)の 位置に観測でき、さらに、

Tk―subtilisinが 2.5円 の条件になると、約 14 kDa(■ agment c)、 9 kDa(■agment D)の位置にも

観測できた。これらのバンドは、Tk‐RNasc H2が 4 M GdnHclに よる変性では完全に変性せずに

部分的に構造が残つていたために Tk― sub」 HJnに よつて分解されなかったのかもしれない。 しか

し、Tk¨ subtilisinが 20 μgの条件では、これらの 4つバンドとTk_RNase H2の バン ドはほとんど

確認できなかつた。特に、Tk‐RNase H2の バン ドは Tk―subtilisinが 10隧 のときではすでに確認

できなくなつていた。
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以上の結果より、4 M GdnHCI存在下で Tk‐sub饉 1ヽinが十分な活性を示すこと、Tk‐RNase H2(H2

1tg)は 変性状態では 10肥 の Tk‐ subtilisinに よつて完全に分解されるが、天然状態では分解され

ないことがわかつた。これは、本手法において Tk‐RNasc H2と Tk― sub」 lisinは有効なタンパク質

であることを示している。
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spectra of Tk-RNase H2 in the absence and presence of 4 M GdnHCl. (B) Native Tk-RNase H2 (0 M GdnHCl) was

monitored by CD at 220 nm. Unfolding was initiated by rapid dilution of native Tk-RNase H2 under unfolding conditions

(0-4 M GdnHCl) and monitored by CD at 220 nm. The thick line is a fit of the data to eq (a). The thin line shows the

average signals in 0 M GdnHCl. The dashed line is the CD signal starting the slow phase. (C) Pulse proteolysis of the

native and unfolded states of Tk-RNase H2 with Tk-subtilisin. Native Tk-RNase H2 (l l2 pg) and unfolded Tk-RNase H2

(l12 pg)weredispensedintotubes.ProteolysiswasperformedviaadditionofTk-subtilisin(0-20 pg)andincubationfor
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Table 3-1. Unfoldine rate constants of Tk-RNase H2 and fragment 20 in 4 M GdnHCl.

Temperature (oC) 2510

Tk-RNase H2

Fragment 20

3-3… 3。 Pulse proteolysis法 による Tk‐RNase H2の変性過程の観測

Pulse proteolyJs法 とは、変性剤変性によって天然状態と変性状態のタンパク質の混在 した溶液

中の、変性状態のタンパク質のみをプロテアーゼにより分解 し、溶液中の天然状態のタンノぐク質

との存在比を検出する解析法である。この方法では、現在までに中温菌由来目的タンパク質と中

温菌由来のプロテアーゼのみが使用されており、観測された変性反応は明瞭な二状態反応を示 し

ている。これにより、今までの光学的な手法では測定できなかった目的タンパグ質のcell lystte

等の共雑タンパク質存在下や、複合体形成下での測定が可能となつた [79‐ 81]。

本手法では、Tk‐RNase H2の 天然構造が変性する過程で、部分的に変性 した領域のみを

.Tk¨ subtilisinに より分解することで、中間体構造の検出を行った。そこで、Tk‐RNase H2に終濃度

4MになるようにGdnHClを 加え変性反応を開始し、各経過時間でのTk‐RNase H2に 対して、

Tk‐subtilisinに よる切断実験を行い、その切断の様子をtridne―SDS‐PAGEで観測した。 しかし、

Tk‐RNase H2の 中間体構造の安定性やTk‐ subtiHsin耐性はわからないので、3‐ 3‐2において検索した

Tk‐RNase H2と Tk‐subtilisinの反 応 比 (H2μg:10 μg:condition l)に 加 えて 、 Tk‐RNase H2の 量 を

減らした条件 (56 μg:10 1tg:condition 2)、 Tk― subtilisinの量を減 らした条件(112 μg:l μg:condition

3)で も実験を行つた (Figure 3‐3)。

その結果、すでに報告されている精製タンパク質を対象にした既存のpJse pЮteolysis法 では目

的タンパク質のバン ドのみが観測される [79‐81]こ とに対して、condi■on l、 2では、Tk‐RNase H2

のバン ドに加えて、3つのバン ド (fragment 22、 20、 9)を確認することができた (Figure 3-3A、

B)。 したがつて、このバンドはTk‐RNase H2の変性の中間体を示 していると推測できる。さらに、

天然状態のTk‐RNase H2は完全なTk― subtilisin耐性を有する (Figure 3‐2C)に も関わらず、変性開

始後0.5 minに おいて、■―RNase H2の バン ドの量は半分以下に減少し、変性開始後2‐ 16 minに か

けて再度増加 した (Figure 3‐3A、 B)。 これは、Tk‐RNase H2、 は変性過程の初期にTk‐ subt‖isin

によつて分解 されやすい中間状態に移行 し、中期で再度Tk‐subtilisin耐性を有する中間状態に移

行 していると推測できる。変性開始後 120 minでは、Tk‐RNase H2のバン ドは消失していることが

確認できた。これは、Tk‐RNase H2が4 M GdnHClに よつて立体構造をほどかれTk―subtilisin耐性を

失い分解されたためと考えられる。 しかし、22kDa、 20kDaに確認できたバン ド (fragment 22、

20)は、condidon l、 2でTk―RNase H2のバン ドの量に対 してほぼ同等の量で確認できているにも

関わらず、9kDaに確認できたバン ド (fragment 9)は condition lに 比べてcondition 2で は明らかに

減少 している。 したがつて、fragment 9の Tk_subtilign耐性は,agment 22、 20に 比べて非常に弱い

5,7× 10“ s‐

1

5.9× 10~4s‐
1

4.2× 104s‐
1

6.4× 104s‐
1

4.2X 10‐
3s‐ 1

3.7× 10‐
3s‐ 1

5.3×  10‐
2s‐ 1

5.4×  10‐
2s‐ 1
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と考えられる。

Tk‐ subtilisinの量を減らしたcondition 3で はより多くのバンド(fragment 17、 15、 14、 9)と Tk‐RNase

H2のバン ドが確認できた (Figure 3‐3C)。 これらのfragmentは変性時間に応 じて徐々に増加する

傾向を示 した。さらに、これらのバン ドの分子量は,電ment A、 B、 C、 D(Figure 3… 2C)に それ

ぞれ対応することがtHche‐sDS―PAGEにより確認できる。これらのfragmentは Tk¨RNase H2が4M

GdnHClに よる変性では完全に変性せずに、部分的に構造が残つていたためにTk‐subtilignに よつ

て分解されなかったのかもしれない。
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Figure 3‐3.Pulse proteolysis ofkinetic unfolding ofTk‐ RNase H2 by Tk‐ subtilisin under(A)conditiOn l,(B)COndition

2,and(C)00nd■ iOn 3.Lanes(b)COntttned Tk‐RNase H2(112,56,and l12 μg in pancls A― C,respeclvdy).

Tk‐ RNase H2 was unfolded by adding 4 M GdnHCl.At cach timc point(0.5-120 min and ovcmight),the Sample was

dispensed into tubcs,and proteolysis was perfomed via addition of Tk‐ subtilisin(10,10,and l μg for panels A― C,

respect市ely)and incubation for 45 s.Proteolysis was quenched by 10%TCA,and pЮ ducts werc quantined by tricine―

SDS―PAGE.Bands corrcspOnding to Tk‐ subtilisin,Tk‐ RNase H2,and cleavage products are indicated.

3-3‐4.Tk―RNase H2の fragmentの 同定

Pulse proteolysisに よ り 6つの Tk―RNase H2の iagmentが確認 できた (Figure 3-3A¨ C)。 これ ら

の fragmentが Tk‐RNase H2全長 の どの領域 に対応 しているか確認す るために、N末端配列決定、

質量分析 を行 つた。各 fragmentを tridne‐SDS…PAGEに よつて単離 して PVDF膜にブ ロッテ ィン

グし、エ ドマン分解によりN末端の 4ア ミノ酸を決定した。得られたN末端のアミノ酸配列か

ら Tk‐subuHsinに よる切断領域を同定し Table 3-1に まとめた。さらに、各 fragmentの 質量を

MALDI―TOF mass spectrometry(MS)に よつて測 定 し、そ の結果 を Table 3-1に ま とめた。その結
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果 、 fragment 22、 20、 17、 15はそれ ぞれ Tk―RNase H2の ア ミノ酸残基 の 1… 197、 1… 176、 1… 144、

21‐ 144残基 に相 当 していた (Table 3-1、 Figllre 3¨ 4A)。 Fragment 14、 9に関 しては NIALDI‐ TOF MS

に よる測 定 の際 に結 晶化 しなか ったた め、tricine‐ SDS‐PAGEの 結果 よ り、 Tk‐RNase H2の ア ミノ

酸残基 の 108‐228、 145-228残 基 に相 当 してい る と推 定 した (Table 3… 1、 Figure 3‐ 4A)。

以上の結果より、fragment 22、 20、 17は Tk‐RNase H2の C末端領域が欠損 し、fragment 14は

N、 C末端領域の双方が欠損 し、範 ment 9は N末端領域が欠損していた。Figure 3-4Bに Tk‐RNase

H2の構造を元にしたそれぞれの立体構造モデルを示 した。

A Oaa 228aa B

Ψ讐
ｍ

・誉
Fraぎnalt22

難靴
1ヽ

Fragnellt 17

144 aa

144 aa

108 aa

Fra$ueilt l-s

Frasueilll{

Flgu'e{ Flattm19

Figurc 3‐4.Schcmatic illustration ofclcavage products,om pulsc protcolysis.(A)Schcmatic diagrams ofTk‐ RNase

H2,iagment 22,iagment 20,tagment 17,iagment 15,tagmcnt it and iagment 9.(B)Structures of Tk‐ RNase

H2(PDB cnt,l102)and mOdClS of急 電mcnts.In iagment structures,the len structure represents the whole

structtrc with thc dcletcd rcgion(gr等 )and the right stmcture represents the corresponding region.

145aa
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Table 3-2. Fragments of Tk-RNase H2 produced by Tk-subtilisin digestion.

Tricin‐ SDS‐PAGE N-terminal analysis
Possible region in

Tk-RNase H2

Fragments (kDa)
N-terminal Sequences in Measured
sequences Tk-RNase H2 1Oa)

Theoretical Residue
(Da) number

Tk-RNase H2

Fragment22

Fragment 20

Fragment l7

Fragment 15

Fragment 14

Fragment 9

26

22

20

17

15

14

9

MKIA MrK2I3A.4

MKIA MIK2I3A.4

MKIA MrK2I3A,4

AVVV A21Y22YyY2a

DVDE D1ssV1oeD116E111

SLIA Sra5lra6lra7A1a6

25780

21969

19596

15885

13800

25799      1…228

22007      1-197

19603       1-177

15899      1… 144

13784      21… 144

14073     108‐ 228

9917      145‐ 228

3‐ 3‐5.Tk‐RNase H2の変性の中間体様変具体の構築とCDスペク トル測定

タンパク質工学的手法によつて Tk―RNase H2の 中間体様変具体の構築を行った。その結果、

■agment 20、 17、 9の構築に成功した。 しかし、fragment 22、 15、 14は大腸菌による大量発現が

確認できず、構築できなかった。

そこで、iagment 20、 17、 9の GdnHCl存在下、非存在下での Far―UV CDスペク トルを25℃で

測定した (Figure 3‐ 5)。 スペク トルはそれぞれのタンパク質の天然状態、GdnHCl存在下での変

性状態、さらに一度 GdnHCl存在下で変性 した状態からGdnHClの希釈によつて自発的に巻きも

どつた天然状態を示 している。その結果、iagment 17の far―UV CDス ペク トルはGdnHCl存在下、

非存在下でのスペク トルが一致した (Figure 3-5C)。 よつて fragment 17は 二次構造を有していな

いと考えられる。 しかし、iagment 20、 9の far‐UV CDスペク トルは GdnHCl存在下、非存在下

で異なるスペク トルを示し、一度 GdnHCl存在下で変性 した状態からGdnHClの 希釈によつて自

発的に巻きもどつたスペク トルは天然状態のスペク トルと一致することから、iagment 20、 9は

二次構造を形成 してお り、GdnHCI変 性に対 して可逆性があることが示された (Figure 3-5A、 B)。

さらに、iagme叫 20と Tk―RNase H2の天然状態のスペク トルは類似 した波形を示 した。この結

果は、双方の二次構造の組成が類似 していることを示す (Figure 3¨5A、 3… lA)。
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Figure 3-5. Far-UV CD spectra of fragments of
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3… 3‐6.Fragment 9の 変性実験

Fragment 9が Tk―RNasc H2の変性の安定な中間体様タンパク質であるか調べるために、その物

性を測定 した。まず、変性速度を測定するため、25℃でタンパク質溶液に終濃度が 4Mに なる

ようにあらかじめ計算された量のGdnHCl溶液を瞬時に加え撹拌し、その変性過程を波長 220 nm

の CD値の変化を追跡することで測定 した。その結果、■agment 9の変性は、CD測定の dead time

(～2s)で完了した (date nOt shown)。 このことより、fragment 9の 変性反応は速く、その構造は

非常に不安定性であることが示唆された。

3… 3¨7.Fragment 20の 速度実験とpulse pЮteolysis法 による解析

Fragment 20が ■‐RNase H2の変性の中間体様タンパク質であるか調べるために、25℃ での変

性反応を測定 した。タンパク質溶液に終濃度が 4Mに なるようにあらかじめ計算された量の

GdnI‐ICl溶液を瞬時に加え撹拌 し、その変性過程を波長 22011mの CD値の変化を追跡すること

で測定した (Figure 3-6A)。 その結果、■agment 20の 変性過程では Tk―RNase H2の変性過程で観

測されたバース ト相は確認できなかった。さらにfragment 20の変性反応は一次の指数関数に近

似でき、その速度定数は 6.4× 104s・ を示 した (Table,。 これは Tk¨RNase H2のバース ト相以降

の遅い変性の速度定数 (4.2× 104s~1)と 変わらなかった。

次に、fragment 20の 遅い変性過程の解析を Tk‐RNase H2と 同様に行つた。天然状態の fragment

20(213旧)は 10 μgの Tk_subtiliJnに 対 して完全に耐性を示 したが、4 M GdnHCl存 在下で 120

min放置した変性状態の fragment 20(213肥)は 10 μgの Tk_subtilisinに よって完全に分解され
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た。そこで、iagment 20に 終濃度 4Mに なるように GdIIClを加え変性反応を開始 し、各経過

時間でのiagment 20に 対して、Tk¨ subtilisinに よる切断実験を行い、その様子を tHcine―SDS―PAGE

で観測 した (Figure 3-6B)。 その結果、iagment 20のバン ドが変性時間に応 じて徐々に減少する

様子が観察できた。これは、既存の中温生物由来タンパク質の pulse proteolyJs法 による結果

[79‐81]と 同様の挙動であり、■agment 20の変性過程は二状態反応であり変性の中間状態は存在

しないことを示 している。

ここで、iagment 20の 変性反応はバース ト相の存在 しない遅い変性を示 し、その速度定数は

Tk‐RNase H2のバース ト相以降の遅い変性反応の速度定数と一致した。これは、fragment 20は

Tk―RNase H2の遅い変性の中間体様タンパク質であり、fragment 20の変性反応が Tk‐RNasc H2

の遅い変性反応の律側段階を担っていることを示唆 している。この場合、iagment 20は Tk‐RNase

H2の C末端領域の欠損 した変異体 (Figure 3-4B)で あるので、Tk―RNase H2の 変性の律速にな

る領域はN末領域である。
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Figure 3-6.Kinctic unfolding curvc and pulsc proteolysis of fragment 20 at 25° C.(A)Thc nat市e state of iagmcnt 20(0

M GdnHCl)was mOnitOrcd by CD at 220 nm.Unfolding was inhiatcd by rapid dilution of nat市 c fragmcnt 20 into

unfolding conditions(0-4 M GdnHCl)and mOnitOrcd by CD at 220 nm:(thin linc)aVCrage signals in O M GdnHCl and

(thiCk linc)a flt Ofthe data to cq(4).(B)Pulsc proteolysis in kinctic unfolding of tagmcnt 20 by Tk¨ subtilisin.Lanc(b)

rcpresents nat市 e fragment 20(218 μg).Fragment 20(218 μg)waS unf01ded by addition ofg 4 M GdnHCl.At cach timc

point(0-120 min),the sample was dispcnscd into a tubc,and proteolysis was pcrforrncd宙 a addition of Tk― subtilisin(10

μg)and incubation for 45 s.Bands corespOnding to Tk¨ subtilisin and frattent 20 are indicatcd.

3‐ 3‐8.変性過程と温度の関係

25℃の温度条件下において、Tk¨RNase H2の変性過程にはバース ト相に対応 した中間状態が存

在することが示唆された。しかし、Tk¨RNase H2の変性反応で確認されたバース ト相は、25℃の

測定条件ではCD値の総変化の30%を 占めたが、50℃ の沢1定条件下では確認できないほど小さかつ

た [21]。 もし、fragment 20が Tk―RNase H2の 変性の律速を担 う中間体様タンパク質であれば、

この汲1定温度によるバース ト相の違いは天然状態と中間状態の Tk‐RNasc H2の 存在比が温度依

存的に変化しているために起こっているのかもしれない。
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これを確かめるために、■agment 20と Tk‐RNase H2の変性剤変性と温度の関係を調べた。10、

25、 50、 70℃ で各タンパク質溶液に終濃度が4Mになるようにあらかじめ計算された量のGdnHCI

溶液を瞬時に加え撹拌 し、その変性過程を波長 22011mの CD値の変化を追跡することで測定し

た (Figure 3¨ 7)。 Tk‐RNase H2の 変性過程はすべての測定温度で dead dme(～2s)に CD値の変

化が観淑1で き、バース ト相が存在 した。バース ト相の大きさは 10、 25、 50、 70℃の各条件下で、

天然状態と変性状態の CD値の総変化のうちそれぞれ約 40、 30、 20、 5%を 占めた。 しかしなが

ら、iagment 20の 変性過程には全ての測定温度でバース ト相は確認できなかつた。さらに、Tk¨RNase

H2のバース ト相以降の遅い変性反応の変性速度定数はすべての測定温度で■agment 20の速度定

数と一致した (Table 3-1)。 この結果から、fragment 20は 全測定温度で Tk‐RNase H2の変性の律

速を担 う中間体様タンパク質にあたることがわかった。したがって、Tk‐RNase H2の変性には中

間状態が存在 し、天然状態と中間状態の Tk―RNase H2の存在比は温度依存的である。

さらに、天然状態の Tk‐RNase H2の CD値が、バース ト相以降の遅い変性の開始点の CD値 と

天然状態の fragment 20の CD値よりも温度に強く依存 して変化 している (Figure 3¨ 7)。 ここで、

・fragment 20は Tk¨RNase H2の 中間体様タンパク質であるので、中間状態の Tk―RNasc H2の 存在

比は温度上昇に伴つて高くなることがわかつた。
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Figure 3-7. Kinetic unfolding curves of Tk-RNase H2 and fragment 20 at several temperatures. Native states of Tk-RNase

H2 (A-D) and fragment 20 (E-H) (0 M GdnHCl) were monitored by CD at 220 nm. Unfolding was initiated by rapid

dilution of native Tk-RNase H2 (A-D) and fragment 20 (E-H) into unfolding conditions (0-4 M GdnHCl) and monitored

by CD at 220 nm at l0 (A and E), 25 (B and F), 50 (C and G), and 70 "C (D and H). Thin lines show average signals in 0

M GdnHCl. Thick lines show fits of the data to eq (4). Dashed lines shows CD signals starting the slow phase.
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3-3-9.Tk‐RNase H2と fragment 20の 温度による変性過程の比較

Tk‐RNase H2は温度依存的に中間状態の存在比を変えている。それを確かめるために Tk‐RNase

H2と fragment 20の温度による変性過程を調べた。Tk‐RNase H2と
'agment 20の

熱変性を波長

220 nmの CD値の変化を追跡することで測定した (Figure 3‐ 8)。 Fragment 20の 温度による変性

は二状態反応で近似でき、高い可逆性を示 した。Tk‐RNase H2の転移温度前のベースラインの傾

きは fragment 20よ りも大きく、fragment 20の 変性温度は 86.8℃ であり、Tk‐RNase H2(85.7℃ )

と一致した。 これにより、天然状態の Tk―RNasc H2は 温度依存的に中間状態に移行することが

確認できた。 さらに、相転移温度が一致 したことから天然状態の Tk―RNase H2は 変性の相転移

前で中間状態に移行すると考えられる。

Figure 3-8. Heat-induced unfolding

curve of Tk-RNase H2 and fragment

20, monitored by CD at 220 nm.

3‐ 3‐ 10.Tk―RNase H2と
'agment 20の

anilino-8-naphthalenesulfonic acid(ANS)結 合能の比較

Tk‐RNase H2の 中間体構造の温度依存的な構造変化の詳細な情報を得るために、Tk‐RNase H2

と,agment 20の各温度での ANS結合能の測定を行つた (Figure 3‐ 9)。 ANSは タンパク質表面の

疎水性残基に結合することが知られている [83,84]。 その結果、■‐RNase H2は 10℃ で ANS結

合能が最大で温度が上がるにつれて結合能は下がつた。 しかし、fragment 20は 各温度とも非常

に低い結合能を示 した。したがつて、Tk―RNase H2の疎水性表面は温度依存的に変化し、iagment

20の疎水性表面は温度に依存しなかつた。

上述の結果により、Tk‐RNase H2は温度が上昇するに従つて、天然状態から中間状態へ構造を

移行する。さらに、疎水性表面は温度が上昇するに従つて減少 した。この結果より、Tk‐RNase H2

の中間状態は天然状態よりも小さい疎水性表面を持つていることが示唆できる。

ここで、fragment 20は Tk‐RNase H2の C末端領域の欠損 した変具体 (Figure 3‐4B)であるこ

とから、この疎水性表面の変化は主に Tk‐RNase H2の C末端領域による影響であると考えられ
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る。このことは、Tk―RNase H2の C末端領域は温度の上昇に従つて疎水性表面が小さい構造に移

行することで中間状態に移行することを示 している。
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Figure 3-9. ANS fluorescence spectra of Tk-RNase H2 and fragment 20. (A) ANS fluorescence spectra of Tk-RNase H2
(dashed lines), and fragment 20 (thin lines). (B) Temperature dependencies of ANS fluorescence spectra at 475 nm for
Tk-RNase H2 (open circles), and fragment 20 (closed circles).

3… 3‐H.Fragment 20の 速度論的安定性解析

Tk‐RNase H2と fragment 20の 変性反応と復元反応を測定した。まず、Tk‐RNase H2と fragment

20の変性速度と復元速度を 15℃で測定した。Tk‐RNase H2のバース ト相以降の遅い変性反応 と

復元反応、fragment 20の 遅い変性反応 と復元反応はすべて一次の指数関数に近似できた (Figure

3‐ 10)。 GdnHClの濃度を変えて測定を行い、見かけの反応速度定数 (kapp)の対数値を GdnHCI

終濃度に対 してプロットしたのが Figure 3-1lAで ある。さらに、25、 40、 50℃での温度条件で測

定した結果を Figure 3¨ HB、 C、 Dに示 した。得られた kappの 対数値とGdnHClの濃度の関係を式

(5)に よつて近似 し、水中での変性、復元速度定数 (L(H20)、 くH20))を 算出した。得られた

速度論的パラメータは Table 3…3にまとめた。各温度の△G(H20)は 鴫(H20)/kKH20)に より算出し

た。その結果、各温度での iagment 20の変性速度定数は Tk‐RNase H2のバース ト相以降の遅い

変性の速度定数と一致した。したがって、fragment 20の 変性反応はすべての測定温度で Tk_RNase

H2の遅い変性反応の律側段階に相当した。しかし、全ての測定温度で fragment 20の 復元速度定

数と Tk‐RNase H2の復元速度定数は異なつており、■agment 20の復元反応速度は Tk‐RNase H2

よりも遅い。さらに、△G(H20)の温度依存性を式 (2)で近似することにより求めた (Figure 3‐ 12)。

その結果、全ての温度域で ,agment 20の △G(H20)は Tk‐RNase H2よ りも低かった。したがって、

Tk‐RNase H2の C末端領域はタンパク質の復元反応に関与し高い安定性を維持するが、遅い変性

反応には関与 していないことが示唆できる。
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Table 3-3. Kinetic parameters of unfolding and refolding of Tk-RNase H2 and fragment 20.

羽k‐RNase H2 Fragment 20

Temperature
('c)

場(H20)
(Sl)

場(H20)
(Sl)

△G(H20)

(kJ

mol‐
1)

ｍｒ
Ｍ
め

『
Ⅳ
め

■
Ｍ
め

喝
Ｍ
め

場(H20)
(Sl)

埓(H20)
(S‐

1)

△G(H20)

(kJ
mol‐

1)

15

25

40

50

3.2

3.3

3.1

2.8

365

50.2

51.0

44.5

4.12× 10‐
9

6.02× 10‐
10

2.00X10‐
9

50X10‐
8

00205   ‐5.5

0.38   ‐6.2

1.01    ‐5.8

0.78    ‐5.0

3.31"10-e 3.0

l.74xl0'e 3.0

2.96x10'8 2.6

2.04x10-7 2.5

0.0003   -3.1     30.0

0.003   ‐42    35.2

0.0257   ‐3.6    35.0

0.0323   ‐3.2     32.0

3‐3‐ 12.Pulse proteolysis法 による Tm‐RNase H2の変性過程の観測

第一章より、Tm―RNase H2の水中での変性速度は Tk‐RNase H2に比べて速い反応を示すにも

関わらず、4 M GdnHCl存 在下では双方とも同様の遅い変性反応を示す。この変性過程の違いを

明らかにするために pulse proteolyds法 によりTm‐RNase H2の変性過程の解析を行つた。

まず、Tm‐RNase H2の 変性反応を測定するため、タンパク質溶液に終濃度が4Mになるよう

にあらかじめ計算された量の GdnHCl溶液を瞬時に加え撹拌 し、その変性過程を波長 220 Flmの

CD値の変化を追跡することで測定した (Figure 3… 13A)。 その結果、Tm_RNase H2は 4 M GdnHCI

存在下で遅い変性反応を示 した。さらに、Tk‐RNase H2の変性反応に観測されたバース ト相は確

認できなかつた。次に、Tm‐RNase H2の遅い変性過程の解析を行つた。天然状態の Tm‐RNase H2

(112 μg)は 10円 の Tk‐subtilisinに 対 して完全に耐性を示したが、4 M GdnHCl存 在下で 120 min

放置した変性状態の Tm‐RNasc H2(112 μg)は 10・隧 の Tk¨ sub● lisinに よつて完全に分解された。

そこで、Tm_RNase H2の 遅い変性過程の各反応時間での Tm―RNase H2に対して、Tk‐ subtilisinに

よる切断実験を行い、その切断の様子を tricine― SDS¨PAGEで観測 した (Figure 3‐ 13B)。 その結果、

Tm‐RNase H2を 示すバンドが変性時間に応 じて徐々に減少することが確認できた。この結果は、

中温生物由来のタンパク質の pulse proteolysis法 による結果 [78-81]と 同じ挙動を示 してお り、

Tm―RNase H2は変性が進むにつれて徐々に Tk― subtilisinに 対する耐性を失つていくことを示 して
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いる。Tm_RNase H2の変性過程は Tk‐RNase H2と 異なり明瞭な二状態反応であり、その変性過

程には中間体は検出できなかった。この結果より、Tm‐RNasc H2と Tk¨RNase H2の 変性過程は

異なる機構を有していることがわかった。

A

O M GdnHCl

B Tm‐RN6e地 71Tk‐subilsh(Dl鯰 /10

‰ oT叩出時冨雨
45・  ・

… …
― ― ― ― ― ―ぐ
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Ｒ
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Figure 3-13. Kinetic unfolding curve and pulse proteolysis of Tm-RNaseH2 at 25'C. (A) Native state of Tm-RNase H2 (0

M GdnHCl) was monitored by CD at 220 nm. Unfolding was initiated by rapid dilution of native Tm-RNase H2 into

unfolding condition (0 M to 4 M GdnHCl), and monitored by CD at 220 nm. Thin line, average signals in 0 M GdnHCl.

Thick line, fit of data to Eq. (4). (B) Pulse proteolysis in kinetic unfolding of Tm-RNase H2 by Tk-subtilisn. Lane (b)

represents native Tm-RNase H2 (218 pg). Tm-RNase H2 (218 pg) was unfolded by adding 4 M GdnHCl. At each time point

(0-120 min), sample was dispensed into tube, and proteolysis was performed by adding Tk-subtilisn (10 pg) and incubating

for 45 seconds. Bands corresponding to Tk-subtilisin and Tm-RNase H2 are indicated.

3‐4.考察

3-4… 1.Tk¨RNase H2の変性の速度論的中間体構造

従来の中温生物由来タンパク質のpulse proteoサ sis法による結果は単純な二状態変性であった。

したがって、SDS―PAGE上には目的タンパク質を示すバンドの量が変性反応の時間経過に従つて

徐々に減少する傾向が示される [78-81]。 本章で観測 した iagment 20(Figure 3-6B)、 Tm―RNasc H2

(Figure 3-13B)で も同様に目的タンパク質が明瞭に二状態変性によつて変性する過程が観測で

きた。しかし、Tk―RNase H2の遅い変性の過程を観測 した結果は、それらと以下の二つの点で大

きく異なつていた (Figure 3-3A、 B)。

一つ日は、天然状態の Tk―RNase H2は Tk―subtilisinに 対 して完全に耐性を示すにも関わらず、

変性開始直後の 0.5 minで Tk―RNase H2を 示すバン ドの量は半分以下にまで減少 し、代わりに

fragment 22、 20が大量に出現 した。二つ目は、Tk‐RNase H2を示すバン ドの量が、変性開始直後

のO.5 minか ら変性開始後 16 minの 変性中期にかけて増加 した。三つ目は、変性開始直後のO.5 min

で出現した iagment 22、 20が、変性開始後 2 minで 増力日した。
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そこで、これらの結果を踏まえて Tk‐RNase H2の 変性過程を次のように考察した。天然状態

の Tk‐RNase H2(N‐ state)は変性過程の初期段階で、Tk‐ subtilisinに よる切断を受けやすい中間

状態 (IA‐ Sttte)に 移行する。次に、部分的に Tk‐subtilisinに 切断される中間状態 (IB¨sttte)に 移

行 してから Tk― subtilisin耐性を示す中間状態 (Ic‐state)に 移行する。この変性過程は、以下に示

す結果より説明できる。

まず、fragment 20は Tk‐RNase H2全長の C末端領域を Tk‐ subtilisinに 切断された iagmentで

ある (Figure 3‐ 4B)こ とから、変性開始後 0.5 minで半分以上が、C末端領域を切断された結果

であると考えられる。ここで、Tk―RNase H2の変性過程には CD測定の dead ume(～ 2s)にバー

ス ト相がある (Figure 3…2B)。 したがって、変性開始後 0.5 minで は Tk‐RNase H2は天然状態から

部分的に二次構造を失つた中間状態へ移行 していると考えられる。さらに、Tk―RNase H2の変性

は非常に遅い反応であり、変性開始後 0.5 minで 完全な変性状態に移行 している Tk‐RNase H2は

CDに よる速度実験 (■ gllre 3‐2B)か らも非常に少ない。そこで、残 りの多くの Tk‐RNase H2は

部分的に二次構造を失つた中間体構造を形成 しており、その構造変化は fragment 20の 速度実験

^(Figure 3-6A)に より、Tk―RNase H2の C末端領域でおきていることが予測できる。 しかし、

tHcine―SDS―PAGEの 結果は、変性開始後 0.5 minで 半分以上の Tk‐RNase H2が Tk‐sub伍 lisinに よっ

て切断されているが、半分以下の Tk¨RNase H2が切断されていないことを示している(Figure 3‐3A、

B)。 これは、この時点で構造を有 した Tk―RNase H2の状態は、部分的に変性 した中間状態の単

一状態ではなく、二つ以上の状態が混在 していること示 している。そして、その状態の中に、

Tk¨subt‖isinに よつて部分的に切断される状態と切断されない状態が存在 していると考えられる。

Tk‐RNasc H2の 二つの状態が混在 している状態は、測定温度と変性過程の関係をCD測定によつ

て調べた結果 (Figure 3‐7)と ANS結合能を蛍光によつて測定 した結果 (Figure 3…9)か らも確認

している。これらの結果は、Tk‐RNase H2は測定温度が 25℃であるとき、すでに天然状態と25℃

の熱による部分的な変性によつて到達 した平衡論的な中間状態が混在 した状態をとつており、そ

の天然状態の構造は大きな疎水性表面を有し、中間状態の構造は小さい疎水性表面を有すること

を示 した。さらに、Tk―subtilisinは タンパク質構造を非特異的に切断、分解するが、その中でも

疎水性残基に対して積極的に反応することが報告されている。そして、一般に疎水性表面の大き

い構造は不安定であることが知られている。このことより、前述の Tk_subtilisinに よつて部分的

に切断される状態が Tk‐RNase H2の 天然状態、切断されない状態が熱による平衡論的な中間状

態に対応すると考えられる。 しかし、これら Tk―RNase H2の 天然状態と熱による平衡論的な中

間状態は、どちらも4 M GdnHClが 存在しない反応条件では Tk‐ subtilisinに よって分解されない

こ とが tricine‐ SDS¨PAGEで硝婦忍され てい る (Figure 3… 2C)。

ここで、4 M GdnHClが 存在 しない環境では Tk¨RNase H2は 25℃ で、その変性速度と復元速度

で拮抗された平衡状態にあるが、4 M GdnHClを 添加 した後 0.5 minの 時点では 4.2× 104s~1(Tabb

3‐ 1)の速度で変性するのみで復元反応は起こらない。さらに、25℃ での Tk‐RNase H2の 変性過
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程には CD測定の dead ume(_2s)に バース ト相が観測され、相の中では非常に速い部分的な変

性が起こっていると考えられる (Figure 3-2B)。 平衡状態にある場合と異なり、4 M GdnHClを 添

加 した後、変性に伴い構造変化 した C末端領域が復元することはない。さらに、Tk―RNase H2

の復元速度は fragment 20の 復元速度と比較 して非常に速い (Table 3‐ 3)。 これは、切断された C

末端領域が復元反応の核になっていたことを示唆する。 したがつて、天然状態の Tk‐RNase H2

は 4 M GdnHCl非 存在下では Tk―subtiliJnに よつて切断されないが、4 M GdnHClを 添加 した後

0.5 minの時点では C末端領域を切断されると考えられる。そして、この時点での Tk_RNase H2

の状態が、上述した Tk‐RNase H2の変性過程の考察のうちの IB‐stateに対応 し、先に述べた、

Tk‐subtilisinに よって切断されない状態であり、熱による平衡論的な中間状態である状態が Ic‐■ate

に対応すると考えた。

Tk‐RNase H2を示すバンドの量が、変性開始直後の 0.5 minか ら変性開始後 16 minの変性中期

にかけて増加 したのは、速度論的な中間状態である IB‐ 4ゞeが平衡論的な中間状態である Ic‐ state

に移行 した結果、Ic‐sttteの 量が増加 し、N‐staeの Tk‐RNase H2を 示すバンドが増えたと考えら

れる。これは、CD測定によって熱変性を観測した結果に支持される (Figure 3-8)。 このとき、

Tk―RNase H2の 変性温度が fra8ment 20の変性温度と一致したことから、熱による変性の過程で

N‐sttteの Tk‐RNase H2はすべて Ic‐ stateに 移行 してから次の過程に進むと考えられる。この変性

過程は、変性剤変性の変性過程でも同様であると考えた。

変性開始直後のO.5 minで出現したiagment 22、 20が、変性開始後2 minで増加 したのは、N‐state

の Tk‐RNase H2が IB― stateに移行する前に IA‐Stateを経由しているためと考えられる。これは、

Tk―RNase H2と
'agment 20の

速度論的安定性解析の結果より考察した (Figure 3‐ H、 12、 Table 3-3)。

Tk‐RNasc H2 1ま fragment 20で 欠損された C末端領域の構造を復元反応の核として、さらに、構

造全体の安定性を高く維持 していると考えられる。このことから、N―stateか ら IB‐ stateに 移行す

る過程で、まだ C末端領域の構造の構築がされていない状態では、■‐RNase H2の N末側領域

も Tk‐subtilisinに よる切断の対象になると考えた。同様の理由により、後述の ID‐Stateも 、高い

安定性を示す Ic― stateの C末端領域よりも N末側領域が先に変性することで、Figure 3…3Aで

fragment 9が観測されたと考えられる。

以上の考察により推測された Tk¨RNase H2の遅い変性過程を Figure 3‐ 14に まとめた。まず、天

然状態の Tk‐RNase H2(N‐ state)は 遅い変性反応の初期の段階で、完全に Tk¨subtilisinに よって

分解される IA~Stateに 変化 し、そこから徐々に2つの中間状態である IB―state、 Ic‐ stateに 変化する。

IB― stateの C末端 ドメインは Tk‐subtilisinに よる分解を受けることから、その部分構造はほどけて

いるが、Ic‐ stateに 移行するとTk‐subtilisinに よる分解はおこらない。つぎに Ic‐ stateの Tk_RNase

H2は徐々に N末端 ドメインの構造を失つた ID‐Stateに移行 し完全な変性状態 (D¨state)に 移行

する。
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3‐ 4‐2.Tk‐RNase H2の遅い変性の原因

Fragment 20の 変性速度は Tk‐RNase H2の バース ト相以降の遅い変性反応の速度と一致した。

この結果より、fragment 20の 変性反応は Tk‐RNase H2の遅い変性反応の律速反応である。さら

に、■agment 20は Tk‐RNase I‐12の C末端領域欠損変異体であることから、Tk‐RNase H2の 遅い

変性反応は N末側領域に影響を受けていると考えられる。ここで、第一章より、Tk‐RNase H2

の遅い変性反応は N末側領域の疎水性残基や表面近傍の疎水性残基に影響されている。これら

の結果からN末側領域の表面近傍の埋もれた疎水性残基が遅い変性反応の原因であるかもしれ

ない。

3‐4-3.Tk‐RNase H2の C末端領域の役割
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本章よりTk‐RNase H2の C末端領域は天然状態では、低温条件で二次構造を有しているが、

変性剤変性の過程や温度の上昇に従って二次構造を失つていることが示唆された。しかし、この

部位は変性過程で本来の天然構造ではない構造に移行し、その構造は強いプロテアーゼ耐性をも

つことが示された。この構造の変化は N末側領域のプロテアーゼ耐性にも影響 している。さら

に、この部位はタンパク質の遅い変性には影響しないが、復元反応を加速させている。これは、

C末端領域はN末側領域よりも早く構造の構築が行われることを示唆する。Tk‐RNase H2の宿主

である超好熱細菌が生育する高い温度環境の中で Tk‐RNase H2が 形成 している天然構造は、結

晶構造解析により決定された構造ではなく、高温環境でその存在比を上昇させた、強力なプロテ

アーゼ耐性をもつ構造 (Ic‐state)な のかもしれない。MuЮya[85]ら は Tk―RNase H2の C末端領

域の構造が変化することで、Tk‐RNase H2は基質との結合を果たしていると主張している。C末

端領域は二次構造をもたずに N末側領域を安定化させ、さらに、基質と結合 しているのかもし

れない。

3‐5.結論

本章では、遅い変性反応を示すタンパク質である超好熱古細菌由来 Tk‐RNase H2の 変性過程

を、超安定なプロテアーゼである超好熱菌由来 Tk‐ subtilisinを 用いて追跡するという新 しい手

法で解析 した。その結果、Tk‐ RNase H2の遅い変性反応には N末端 ドメインが重要な役割を担

い、C末端 ドメインは復元反応と構造安定性に寄与していること、本実験手法がタンパク質の変

性過程を解析する手段 として有効であることがわかった。
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総括

タンパク質はこれほどまでにありふれ、生命活動の中枢を担つているにも関わらず、その成 り

立ちや行く末 (フ ォールディング、アンフォールディング問題)については未だ解明されていな

い。この問題を組解くには、タンパク質構造を『物性』として物理化学的及び生化学的な観点か

ら理解 していくことが必要不可欠である。本研究では、超好熱菌由来の非常に安定なタンパク質

の物性を熱力学や速度論から解析 し、さらに、そのタンパク質の進化的背景を踏まえて考察する

ことで、超好熱菌由来のタンパク質の物性に関しての基本的な理解を得ることができた。・

第一章では、超好熱性 RNase Hの平衡論的安定性 と速度論的安定性の測定を行い、タンパク

質の進化的背景の観点から比較 した。測定に用いたタンパク質は変性剤変性に対 して可逆的な変

性を示すことから、定量的な安定性の解析に優れたモデルタンパク質であるつた。さらに超好熱

性 RNase Hは高い平衡論的安定性を示すが、変性反応速度は宿主の進化的背景に強く依存 して

いた。これは超好熱古細菌と超好熱細菌由来タンパク質が異なった耐熱化の戦略によつて高温環

境に適応 していることを示唆する。そこで、超好熱細菌由来 RNase Hと 超好熱古細菌由来 RNase

Hのアミノ酸組成を、立体構造に基づいて比較 し、遅い変性に関わる特徴を探 した。その結果、

古細菌由来 RNase Hの 遅い変性反応は内部に埋もれた疎水性残基の割合と相関があつた。さら

に、この関係を立体構造で確認すると、遅い変性反応はタンパク質表面近傍に極在 している埋も

れた疎水性アミノ酸残基と深く関係 していることが示唆できた。

第二章では、αヘ リクッスN末端領域のプロリン残基が、超好熱古細菌由来タンパク質の熱安

定性や変性、復元機構にどのような影響をおよぼすか調べた。その結果、αヘ リクッスN末端領

域のプロリン残基は、非常に高い安定性を有する Tk―RNase H2に おいても中温生物由来タンパ

ク質における場合と同様に加算的な安定性への寄与を示 した。特に、柔軟性の高い領域に存在す

ることでそのタンパク質の安定性を効果的に上げていた。しかし、Tk‐RNase H2の遅い変性反応

には疎水性相互作用のような大きな影響を与えなかった。これは、プロリン残基による安定化は

主に変性状態のタンパク質に寄与する影響であつて、天然構造にあまり影響 しないためと考えら

れる。これにより、天然状態の疎水性相互作用や水素結合などのエンタルピックな影響は遅い変

性反応に強い影響を与えるが、変性状態におけるプロリン残基やジスルフィド結合等のエン トロ

ピックな影響は遅い変性反応にあまり影響を及ぼさないことが示唆された。さらに、αヘ リック

スN末端領域のプロリン残基は古細菌由来 Tk¨RNase H2と 細菌由来 Tm_RNase H2の 変性速度が

大きく異なる原因ではなかつた。このことから、αヘ リックスN末端領域のプロリン残基はその

タンパク質の進化的背景に関係なく、普遍的にタンパク質の安定化に関与していることがわかつ

た。

第二章では、遅い変性反応を示すタンパク質である超好熱古細菌由来 Tk‐RNase H2と 超好熱

細菌由来Tm_RNase H2の変性過程を、超安定なプロテアーゼである超好熱古細菌由来 Tk‐subtilisin

を用いて追跡するという新しい手法で解析 した。その結果、Tk¨RNase H2の変性過程は、初期段



階で Tk‐subdHJnに よる切断を受けやすい中間状態に移行 し、次に部分的に Tk― subdlisinに 切断

される中間状態に移行 してからTk‐subtilisin耐性を示す中間状態に移行する、四つの中間状態を

介 した六状態反応であることが確認できた。そして、Tk‐RNase H2の 遅い変性反応には N末側

領域が重要な役割を担い、C末端領域は復元反応と構造安定性に寄与していることが示唆された。

一方、超好熱細菌由来 Tm_RNase H2の変性過程は中間体を介さない二状態反応を示 した。この

ことは、古細菌由来 Tk‐RNase H2と 細菌由来 Tm_RNasc H2は 、その宿主の進化的背景に依存 し

た異なる変性機構を有していることを示唆 している。さらに、本実験手法がタンパク質の変性過

程を解析する手段 として有効であることを示 した

本研究は今までその関係性について議論されることの少なかつた、生物の進化とタンパク質の

安定性、変性機構に強い繋がりがあることをはじめて実験的に示した点で新 しい。さらに、タン

パク質の変性過程について既存の方法では観測できないより詳細な情報を得ることが可能な解析

方法を提案 した点で有益である。今後、RNase Hだ けでなくより網羅的な解析によつて、タンパ

ク質の物性 と進化の関係性を調べることは、タンパク質の工学的な利用方法を確立することに貢

献するだけでなく、生命の進化に関する多くの疑間を解き明かすことにも繋がる点で意義深い。

さらに、本研究によって提案 した新しいタンパク質の変性過程の解析法によつて、Tk‐RNase H2

の安定化変具体や不安定化変異体、あるいは他のタンパク質を解析することは、タンパク質の変

性反応のよリー層の理解に繋がると考えられる。また、本方法は、変性反応だけでなく、復元反

応の観測にも有効である。変性反応から得られる情報と復元反応から得られた情報を結び合わせ

ることでより深いタンパク質の物性の理解が得られると考えられる。さらに、ここで得られた中

間体様変具体のさらなる物理化学的な解析や立体構造の決定から得られる情報は非常に興味深い。

本研究では、超好熱菌由来タンパク質の遅い変性反応の原因や機構についてその物性 としての

新 しい知見を得ることができた。この知見は、超好熱菌由来タンパク質にとどまらず、タンパク

質全般の変性反応機構、その逆反応であるタンパク質のフォールディング機構の解明に直接貢献

すると考えている。タンパク質構造の『物性』を理解することは、タンパク質の示す機能を、そ

の構造や進化の観点から理解することに繋がり、その包括的な理解が得られれば、タンパク質は

医薬、産業分野で非常に大きな役割を果たすだろう。この綿密で、効率的で、多様な機能を有し

た分子機械によつて我々の生活は一変するかもしれない。
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