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研究 ノー ト

タンパ ク質のフォールデ ィング反応

蛋

1.は じめ に

タンパク質のX線 結晶構造 を見 ると 「よ くもポ リペプチ ド鎖が もつれ ることもなく、見事な立体構造

にフォールデ ィソグしているものだ」 と感心す る(図1)。 タ ソパク質のフォールデ ィング反応(Pr(y

teinFolding)は 折 り紙(PaperFolding)に 例 えられる。共 に、広 がった自由度の高い状態 から、コン

パク トでユニークな立体構造 が構築 され る。 しか も、小 さな球状 タンパク質であれば、 この過程 は可逆

で ある。フォールデ ィソグ反応に必要 な情報 は、タソパク質 のア ミノ酸配列に全て含 まれている。折 り

紙は"ひ とので によって折 られるが、 タンパク質折 り紙は"ひ とりで"に 折 られる。その しくみはい

まだ、なぞである。 タンパ ク質の立体構造や機能 を理解するためは、 タンパ ク質折 り紙 のなぞを解 くこ

とが必要である。私たちは、牛乳 に多 く含まれる βラクトグロプ リンを材料 として、 フォールデ ィング

反応 のなぞ解 きを試みている。
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図1:β ラ クトグロブ リソの立体構造の模式 図。左上は空間充填モデル、右上は針金モデル、下は リボ

ソモデルで表示 したもの。ネイテ ィブ構造では、ポ リペプチ ド鎖 が最密充填に匹敵す るコソパク

トさにフォールディングしてい る。 リボンモデルではポ リペプチ ド鎖 がフォールデ ィングするパ

ター ンをみ ることがで ぎる。 フォールディングの代表的なパターンにはαヘ リックス(ペ プチ ド

鎖が らせんに折れたた まれ る)と βシー ト(ペ プチ ド鎖が平行になるように折れたたまれ る)が

あるが、 βラク トグロブ リンは主 にβシー トか ら構成 される。

2.フ ォ ー ルデ ィング 反 応 とは?(1一 助

蛋 白質の フォールディング反応 とは、多数のア ミノ酸 が一次元的に連 なったポ リペプチ ド鎖 が、機能

的な立体構造(ネ イティブ構造)を 形成す る過程 であ る。遺伝子情報発現は次のように表わ され る。

DNA配 列(1次 元)→RNA配 列(1次 元)→

ア ミノ酸配列(1次 元)→ タソパク質立体構造(3次 元)
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フォールディソグ以前の段階は、1対1の 情報伝達 であるのに対 して、 フォールデ イソグ反応では、ほ

とんど無限の可能性の中から特定の立体構造が選択 される。そ こで、フォールディング反応は、遺伝子

情報発現の最終段階であると共に、遺伝子情報発現 の中で最 も複雑な過程であるといわれる。

タ ンパ ク質 フォー ルデ ィソグ反 応 の複:雑 さを指摘 す る もの に、1960年 代 後半 に提 唱 された

"L
evinthalの パ ラ ドックス"が ある(4)。1972年 に ノーベル化学賞 を授賞 したAnfinsenの 実 験によると、

フォールデ ィソグは熱力学的 にコソ トロール された反応である。すなわち、タソパ ク質のネイティブ構

造 はア ミノ酸配列 によって決まる自由エネルギーの最 も低い状態である。 ここで、100残 基 からなるタ

ソパ ク質を考える。1残 基あた りの自由度 を少な く見積 もって3と すると、タンパ ク質全体の可能なコ

ンフォメー ションの数は310G=5x1047以 上 となる。 タソパ ク質が全ての コソフォメー ションを ランダ

ムに検索 してネイテ ィブ構造にフォールデ ィングすると仮定 し、1つ の コソフォメーシ ョソの検索時間

を10-13秒 とす る。 この ときフォールディソグに要する時間は、5x1酬 秒=1.6x1び 年 である。これでは

タンパク質は永久にフォールデ ィングで きない。そこで、 フォールデ ィソグは速度論的に もコン トロー

ルされていると考えられる。別のいい方をすると、フォールディングには、無駄 なコンフォメーショソ

を回避 しなが らネイテ ィブ構造 に至 るための"経 路(Pathway)"が あ るに違 いない。熱力学的 コソ ト

ロールは経路に依存 しないのに対 して、速度論的 コソ トロールは経路依存を暗示す る。 「特定 の経路を

通 って、かつ熱力学的に最 も安定 な状態に到達す ることは可能であろうか?」 とい うのが、Levinthal

の問題提起であった。

Levinthalは この問題提起によって、 フォールディソグ経路の存在す ることを示唆 した。多 くの研究

者 が影響を受け、フォールデ ィングの中間状態を明 らかにす ることによって、フォールディソグの経路

を理解 しようと試みてきた。あたかも折 り紙の途中を知 ることが、折 り紙の折 りかたを理解する近道で

あるかのように。

3.フ ォ ー ルデ ィンゲ 研 究 の新 た な展 開

フォールディソグ反応を理解することは、タンパ ク質 を理解す る基盤 となる重要 な課題であることは

間違いない。 ただ、 この ような意義付けに基づ く従来の研究は、物理化学的要素の強い基礎的研究 とみ

られが ちであ6た 。 ところが今 日、フォールデ ィング研究に対す る認識に変革 がもたらされている(1)。

そ れは以下の発見や進展による。

(a)遺 伝子操作や化学合成によって タンパ ク質を人為的に作製す ることが可能 となった。 しか し、 タ

ンパ ク質配列は完成 しても、 タンパク質立体構造の作製にて こずる場合が しば しばである。 フォー

ルディソグ反応を理解することは、現実的な重要課題 となった。

(b)生 体 高分子の構造と機能に基づき、生命現象を理解 しようとする構造生物学が台頭 したbそ の中

心にタソパク質がある。 タンパク質の理解には、フォールディング反応の理解が必須である。 フォー

ルデ ィング反応を研究す ることの基礎的重要性が再認識 された。

(c)細 胞 内には分子 シャペロソと呼ばれるフォールディング反応を助 けるタソパク質の存在す ること

が明 らか となった⑤。 これに伴い細胞内でのフォールデ ィソグ反応が実際の研究対象 とな り、よ

り生物学的な分野まで研究が広がった6
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(d)こ れ らに加え、後で述 べるように狂牛病におけ るプ リオソ蛋白質の構 造転移や アミロイ ド形成で

注 目されているように、病気 とフォールデ ィング反応の密接な関わ りが明らかにな.ってきた⑥。

従来からの認識 が高まると共に、生物学的 な意義が加わったといってよい。

4.フ ォ ー ルデ ィンゲ 反 応 の モデ ル

フ才一ルデ ィソグ反応のモデル をい くつか述 べよ う。最 も代表 的な ものが、.枠 組みモデル(frame-

workmodel)で あ る。枠組みモデルでは、Levintha1の パ ラ ドックス
.に答えるようにヤある経路を通 っ

て立体構造が段階的に形成される。 「ツ.ルには決 まった折 り方がある」 といったモデルである。 まず、.

2次 構 造(・ ヘ リ・クス・ βシー ト)の 枠組みカ・できて・次に3次 構造(側 鎖の特異的な… .キング) .

が完成す る。 フォ」ノレディング反応で最 も難 しいのは3次 構造の形成 と考え、その手前にある中間体は

モルテ ン ・グロビュール状態*と 呼ばれ る。 このよ うなラォールデ ィソグをするタソパク質 としてアポ1

ミオ グロビソがあげ られる(図2)。
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図2ア ポ ミオ グロ.ビンの フォールディング。.ミオ グロビンは153ア ミノ酸残基か ら構成 され、筋 肉な

どの組織で酸素を運ぶタンパ ク質である。 ミオグロζンはAヵ 疹Hの8本 のαヘ リックスか ら構

成 される。 ミオ グロビンからヘムを除 くと、ヘ リックスのほとんどはネイティブと同 じだが、安

定性の減少 したアポミオ グロビソになる。 アポ ミオ グロビンは、 フォールディソグ反応が詳細 に

研究 された代表的 なタンパク質で あり、ネイテ ィブ構造が段階的にで きあがることがわかってい

る。図に示 した中間状態はA、.G、Hの ヘ リ.ックスを もつ。ア ミノ酸側鎖 のパ ッキングなど周辺

他方、小 さなタンパ ク質のフォ「ルディング研究か ら支持 されているのが、 「フォrル デ ィソグ妹さ

まざまな経路で起 きる」 とい.うモデルである。 ジグソーパズルを思㌧い浮かべるとわか りやすい。ジグソ「
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パズルを解 くのに、特定の経路を とる必要はない。 もしあるとすれは、 「ある中心的なかたちが作 りや

すい」 とい う程度の選択性で、必ず しもそ うである必要はない。

近年、い くつかの小 さなタソパ ク質のフォールディソグ反応は、中間状態を形成す ることな く、 ミリ

秒の時間で極めて迅速 に進行することがわかって きた。 これ らの結果 はLevinthalの パ ラ ドックスとは

反対に、タンパク質のフォールデ ィング反応 は本来、相当に速い反応であ り、また多数 の経路を含む こ

とを示唆 している。 ジグソーパズルモデルは フォールディングファネル(foldingfunne1)と い う、より

」般的 な概念に発展 しているω
。そ して 「中間状態はフォールデ ィング反応 を加速す るために存在す る

のではな く、む しろフォールディングが何 らかの理由により迅速 に起 きない場合にみえるのではないか」

と考える研究者が増えている。

5.β ラ ク トグ ロブ りン

βラク トグロブ リンは162残 基 か ら構成 され、主に βシー ト構造を とるタソパク質である(図1)。

βラク トグロブ リンは牛乳の主要成分であり、1リ ッ トルの牛乳に数 グラムも含 まれ る。栄養素と して

は重要である。ところが意外 なことに ヒ ト乳 には全 く含 まれず、新生児の牛乳 アレルギーの原因となる。

"β ラク トグロブ リン除去"を アピール した新生児用粉 ミル クも売られてい る。

私たちは、 βラク トグロブリンに、 トリフルオ ロエタノールなどのアルコールを加えると、極めて容

易に αヘ リックス構造 に変わることを見い出 した⑦。 これよ り、 βラク トグロブ リソは大部分 βシー ト

からなるタソパク質であるであるにも関わ らず、極めて高いαヘ リックス形成傾向を隠 しもっているこ

とがわかった。 これを裏付け る証拠 として、従来の二次構造予測プ ログラムを用いると、ほ とんどの領

域が αヘ リックスと"間 違 った予測"を されて しまう。 これらは他のタソパク質では見 られない βラク

トグロプリソに特徴的 な現象である。

タンパ ク質のネイテ ィブ構造 を安定化す る力は、一次配列上近 くのアミノ酸間の相互作用(局 所的相

互作用)と 離れたアミノ酸間の相互作用(非 局所的相互作用)に 分けることがで きる。ネイティブ構造

はこれ らの総和によって決 まる全体的な自由エネルギー最小状態である。非局所的相互作用は個々の タ

ンパク質で大 き く異なることから、二次構造予測に取 り入れ ることは難 しい。二次構造予測プログラム

の成績が上がらない原因はここにある。 アル コールは疎水的溶媒であ り、タンパク質の疎水的相互作用

(非局所的相互作用に含まれ る)を 弱める。アル コール添加や二次構造予測により"β ラク トグロブ リ

ソびっくり箱"の 鍵 を開けると(非 局所的相互作用を弱め ると)、 βシー トの奥に隠 されていたαヘ リッ

クスが飛び出 してきたのである。 βラク トグロブ リンは、熱力学的に最 も安定 な構造(β シー ト)が 、

局所的相互作用がもたらす安定構造(α ヘ リックス)と 大き くかけ離れているユニークな例である(図

3)。

では、 βラク トグロブ リンの フォールデ ィング反応はどのように進行するのであろうか?フ ォールディ

ング反応の速度論的研究が行われた⑧。その結果、極めて速い時間(ミ リ秒以内)に αヘ リックスを含

む中間状態の形成 されることが明 らか となった(図3)。 この中間体の αヘ リックス含量はネイティブ

構造 より多かった。す なわち、フォールディソグ反応の初期に、過剰の αヘ リックスが形成 され、その

後約数分で最終的 なβシー ト構造に転換 していった。 この結果は、 βラク トグロブリソの高いαヘ リッ
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クス形成傾向とよくあっている。 しか し、ネイテ ィブ構造が形成 される以前に、ネイテ ィブ構造にはな

い αヘ リックスが形成 されることは、枠組みモデルやジグソーパズルモデル とは対照的である。

βシー ト形成において αヘ リックス中間体の果たす役割は、何であろうか。 もし、中間状態のαヘ リッ

クスが一旦ほどけて再 びランダムコイルになり、次 に βシー トが形成 され ると したら、大変都合が悪い。

この ようなみかけの中間状態は"折 れたたみ経路から外 れた中間状態"と 呼ばれる。他方、αヘ リック

ス中間状態の形成により、 タンパ ク質分子が コソパク トにな り、その結果複雑な βシー ト構造の形成が

促進され ることも考 えられ る。 αヘ リックス中間状態は折れたたみ反応全体の進行を加速 していないに

して も、 βラク トグロブ リンのフォールディング反応には不可欠なものであると考えている。
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図3:β ラ ク トグロブリンのフォールディソグ反応。 αヘ リックスを含む中間状態 を経て、 βシー ト構

造が完成する。近 くの残基間の相互作用(局 所的相互作用)で びっ くり箱の材料 をつ くる。遠 く

の残基間の相互作用(非 局所的相互作用)に よってびっ くり箱のふたを しめると、 αヘ リックス

は βシー トになって箱の中に収 まる。最近の研究から、αヘ リックス中間体は、 βシー トの一部

を含むことも示唆されている。
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折 り紙のツルを思い浮かべてみよ う。 ツルの羽や頭、尾 は、決 して段階的にはできない。紙を折たた

み コソパク トに し、折 り返 しを何回かやるうちに、大 きな構造変化が起 きて、ツルが完成する。でき上

がりと途中め構造が大きく異なる点、 コンパクトにすることが重要な点など、 βラク トグロブリンのフォー

ルディソグは、実に折 り紙によ く似ている。

現在、異種核NMRを 用 いて、中間状態の立体構造を残基 レベルで解析 している。15N、13C安 定 同位

体で標識 した ウシ ・βラク トグロブ リソを、酵母 を利用 して発現 させ る(9)。これをNMRで 解 析す るこ

とに よって、 タソパ ク質の立体構造をア ミノ酸残基 レベルで研究することが可能 とな る(図4)。 今後、

中間体のどの部分にαヘ リックスやβシー トがどの程度形成 されているかを明らかにすることができる

と期待 してい る。
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図4:β ラ ク トグロブ リソのネイテ ィブ状態 の1H,15NHSQCNMRス ペ ク トル。各 ピークは、表示 した

ア ミノ酸残基 のア ミドの'H,15N交 差 ピークを示す。 これ らを用 いて、溶液 中の二次構造やその

変化 を解析することがで きる。

6.α → β構 造 転 移 の 一般 性

βラク トグロブ リソで観測 された、"α ヘ リックスの過渡的形成 と、 より安定 な βシー トへの転移

(α→ β構造転移)"は 、 他のい くつかの タンパク質で も見 られ る。 プラズミノーゲ ン活性化因子イ ン

ヒビター1(PAI-1)の 例 を紹介 しようQ。)。PAI-1は391ア ミノ酸残基 より構成 され、プラズ

ミノーゲン活性化因子 と1対1で 結合 してその活性を阻害す る。活性型のPAI-1は 不 安定で、時間

がたつと、よ り安定な不活性型 に変化する。PAI-1の 活 性部位はαヘ リックスであるが、不活性化

に伴い、αヘ リックスはβシー ト構造の中に挿入され、新 たな逆平行 βス トラソ ドをつ くる。 この構造
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転 移はペプチ ド結合の切断 を伴わないので、各種の変性剤、熱 により不活性型のPAI-1か ら活性型

を再生す ることがで きる。PAI-1の 活 性型 は速度論的に トラップされた フォールデ ィソグの中間状

態 に相 当している。

さらに狂牛病や クロイツフェル ト・ヤ コブ病 などの原因とされ るプ リオン蛋 白質で も、 α→ β構造転

移が、その伝播や発病 に関与 していることが示唆 されている(6)。 正 常なプ リオン蛋 白質はだれ もがもっ

てお り、 αヘ リックス構造 をとっている。 ところが何 らかの原因でプ リオンタソパク質に α→ β構造転

移が起 きると、ア ミロイ ドと呼ばれる規則正 しい繊維状の会合体を形成 して しまい、発病に至る。プ リ

オソ蛋 白質 のα→ β構造転移は、極めて低い確率で突発的 に起 きるが、特定のアミノ酸変異によ りその

確率が高まる。 また、既 にα→ β構造転移を起 こしたプ リオ ソタンパ ク質によって、正常 なプ リオンタ

ンパ ク質のα→ β構造転移が誘起 され る。 これ らのプ リオンタソパク質の α→ β構造転移の機構やその

意義については、まだ不 明な点が多い。 しか し、局所的相互作用によるαヘ リックス構造 のすばやい形

成 と、 より安定 なβ構造へのゆ っくりと した変換 とい う構図は、い くつかの蛋白質に共通 してお り、 タ

ンパ ク質のフォールディング機構 の基本原理のひとつであることは間違いない と思 う。

アンフォールディング
した状態

活性型 不活性型

活性部位一 ゆ

数分一 37℃,2時閥
一

欝

変性剤、熱

図5プ ラズミノーゲソ活性化因子 インヒビターのフォールデ ィング反応。活性型イ ソヒビターの活性

部位はαヘ リックスである。 より安定な不活性型では、 この αヘ リックスは βス トラン ドになる。

変性剤や熱によ り不活性型を壊 して させて、再び、活性型をつ くることができる。 α→ β構造転

移反応がタンパク質の機能を制御す る例である。

7.お わ りに

Anfinsenの フ ォールデ ィソグ反応 に対する熱力学的仮説は、あ るア ミノ酸配列に対応する立体構造

はひとつであることを主張するものであった。 しか し最近では、あるアミノ酸配列 に対 して異なった立

体構造をとるタンパ ク質がい くつか明 らか となって きて おり、alternatefold(別 の折 り方)と 呼ばれ

る。 ここに紹介 したPAI-1や プ リオソタンパ ク質などの構造変化 も、alterna乞efoldに 含 まれ る。
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"だ ま しぶ ね"と い う
、 帆 と船 首 を 交 換 す る折 り紙 あ そ び が あ る が 、 そ れ を 思 い 出 す 。Levirltha1の パ

ラ ド ッ ク ス は 、 ネ イ テ ィ ブ な タ ソ パ ク質 に 到 達 す る 経 路 が ひ と つ で あ る こ と を 主 張 す る も の で あ っ た が 、

ジ グ ソ ー パ ズ ル モ デ ル で 述 べ た よ う に 、 さ ま ざ ま な 経 路 の 存 在 や 間 違 っ て フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た状 態 の

重 要 性 が 議 論 さ れ て い る 。 フ ォ ー ル デ ィ ソ グ研 究 の 進 展 に は 目 を 見 張 る も の が あ る が 、 そ れ が 解 明 さ れ 、

任 意 の ア ミ ノ酸 配 列 に対 して 立 体 構 造 を 予 測 す る こ と が で き る よ うに な る に は 、 ま だ ま だ 時 間 が か か り

そ う で あ る。 折 り紙 を思 い 浮 か べ な が ら 、 タ ンパ ク質 の フ ォー ル デ ィ ン グ反 応 の し くみ や 中 間 状 態 の 役

割 を 探 る こ と の 楽 しみ は 当 分 続 くで あ ろ う。
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用 語 説 明

モルテ ン・グロビュール状態

ネイテ ィブ状態 と同様な多 くの二次構造 を含み、側鎖はフ レキシブルなコンパク トな変性状態。 タンパ

ク質のフォールディング反応の主要で普遍的な中間状態 として提唱 された。 しか し、さまざまなタンパ

ク質で研究が行 われた結果、実体 は最初の定義 とは異なることが明らかとな り、解釈 について意見がわ

かれている。

フォールデ ィソグ ・ファネル

フ ァネル(funnel)と は ロー トを意味する。 フォールディング反応 のエネルギー曲面はロー トを立てた

よ うになっているという概念。 ロー トの縦軸 はエネルギーを示 し、横軸の広が りは コンフォメー ション

を示す。ロー トの注 ぎ口が変性状態であり、出口がネイテ ィブ抹態に相当す る。小さなタソパク質のフォー

ルデ ィング反応は、エネルギーの高い変性状態か ら、エネルギーの低 いネイテ ィブ状態へと、ロー トを

水が流れ落 ちるように進む。 これが妨 げられると、中間状態 が蓄積 したり、特定の経路が形成 されると

考 える。
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