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1.序論

タンパク質の構造と機能の棺関を明らかにする上でタンパク賓の立体構造構築機構の解明は不可欠

な課題となっている。 X線結品構造解析は天然状慈の立体構造を原子レベノレで、可視イヒし、タンパク質

分子内の原子が有機分子結品並みに充填されていることを明らかにした。また、 X隷小角散乱やNMI之、

一分子計調をはじめとする物理化学的研究;こより、タンパク質の構造がかなり揺らいでいることが明

らかとなってきている[1]-[3]0 このようなタンパク質のもつ f留しリと同時に f柔らかしリという二面

的性震は講造安定性及び機能発現に大きく震っていると考えられてお号、“揺らぎ"の検出や機能との

相関について、様々な角度から研究が進められている向。本稿では、我々が行ってきた、溶液中にお

けるタンパク質の体積と揺らぎの瀕定結果について紹介する。

2.実験

2-1. 部分比容

溶液中の溶質の単位賞量あたりの体積である部分比容は、分子量に大きく依存する部分モノレ捧積と

は異なり、分子のかさ張り具合を反映する指標として用いられる。タンパク賓の溶液中の体積は、タ

ンパク質を構成する原子のファンデノレワーノレス体積、不完全なパッキングによって生じるタンパク質

内部の隙詞(cavity)、溶媒和による体積変化や熱的な揺らぎによる排除体積によって決定されるため、

タンパク賞の構造を敏感に反映する。実験的には、洛媒の密度《とタンパク質落液の密度 p(精度 10-6

g/cm3)、タンパク質の濃度 c(稽度 10-3g/cm3) から(1)式を用いて求めることができる。
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2-2. 部分圧縮率

圧縮率iこは等湿圧縮率んと断熱圧縮率んがあり、んは(2)式に示すように部分比容の圧力依存性か

ら、んは密度と音速 u(精度 1cm/s) を用いたラプラスの式 β=11戸iと(3)式から求められる。んは(4)

式のように体積揺らぎと関連付けられてお号、物質の柔らかさを表す指諜となる。ここで、 kはボルツ

マン定数、 αは熱膨張率、 Cpは熱容量、んとβは溶媒と溶液の薪熱圧縮率である。
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3.結果

3・1.天然状態、変性状態、中間状態の体積と揺らぎ

タンパク震の立体構造は、水素結合や疎水的相互作用などのエンタノレど一項と、構造や溶媒に起因

するエントロピー項の微妙なバランスの上に成り立っており、極めて小さな安定イヒカで講造が維持さ

れている。そのため、タンパク質の安定化機構を理解する上で変性状態や変性中間体 CMoltenGlobule) 

などの非天然状態、の構造機構を明らかにすることが重要な課題となっている。 Fig. 1は酸性条件下で

表面電荷の静電反発力iこより酸変性 CAcidicUnfolding) した Cytochromecに、ソノレゼトーノレを添加す

ることで諌水性相互作用を強め、中間体(話G)に巻き戻る過程の部分比容と部分断熱圧縮率である[5]0
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Fig. 1 Dependence of v and f3s of cytochrome C on sorbitol concen回 tion.AU: Acidic Unfolding， MG: Molten 

酸変性した cytochromecは中間体 (MG)への巻き戻りにおいて部分比容が減少し、よりコンパクトな

構造に転移していることがわかる。ゼロ濃度外挿より求まる酸性水器液中における cytochromecの中

間体のβsは (15.0xlO-5MPa勺であり、変性状態 (0.3x10-5 MPaつや天然状態 (3.6xl0・5MPa勺よりも

大きかった。これらの結果は、膨潤した中間体は揺らぎの大きな構造であり、ソルピトーノレ濃度の増

加によってタンパク質内外に生じる護透庄の増加により、膨潤した疎水コアから脱水していることを

示唆している。塩添加で誘起した中間体のんは (7.5xl0-5MPa-りであり、静電遮蔽効果よりも疎水性

相互作用の迂うがよりタンパク質構造を巻き戻らせていることがわかった。

3-2.ジスノレフィド結合の体積、謡らぎへの効果

ジスルフィド結合 (s-s結合〉は、システイン残基の側鎖需に架かる共有結合であり、タンパク質構

造の広がりを抑えるエントロゼー的効果で天然状態の安定化に寄与している。 s-s結合を持つ数種のタ

ンパク質について化学的修飾により s-s結合を切断することで、部分比容、熱膨張率、圧縮率に及ぼ

す s-s結合の影響について調べた[句。いずれのタンパク質においても s-s結合を切断することによっ

て構造が部分的に患壊し、部分比容が減少した (Fig.2)。この減少は、構造崩壊に伴う cavi守の減少と

水和量の増加を表しており、 s-s結合が構造の維持に寄与していることを示している。熱膨張量の増加

や圧結量の減少に見られるように、 s-s結合は構造の自由度を抑えるとともに、タンパク質内部に揺ら

ぎの場(cavi守)を保持する役割を有していると考えちれる。単位アミノ酸あたりに s-s結合を多く有し

ているタンパク葉ほど、 s-s結合を失った持の圧縮率減少や熱膨張率の増加が大きく、天然状態を維持

するためのらS結合の役割が相対的に大きくなっていることが明らかとなった (Fig.3)。
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Fig. 2 Plots of AVtf> AKtr， and 企Etr
ribonuclease A between the oxidized and 
reduced form at pH 7 and pH 2. 

Fig. 3 Plots of AKr (a) and t1Er (b) of the five proteins (PH7)剖 a
function ofふえ1M.ASJNt is expressed in units per mole of amino acid 
residues. 

4.まとめ

本稿では、溶、液中におけるタンパク質の部分比容や正縮率、熱膨張率が、タンパク質の cavi守量や

水和量の変化を敏感に反映することを用いて、タンパク質構造に及ぼす糖添加やらS結合の効果につ

いて、示してきた。溶液中のタンパク質の部分比容や圧縮率については、ぜひ丹向の文献[11]・[14]をご

一読いただきたい。シンポジウムで辻本稿で示した内容以外にも、タンパク質の部分比容と圧縮率の

統計的解析、シクロデキストリン包接化合物の実験鑑とシミュレーション比較、酵素基質反応におけ

る体穫と揺らぎの関係問、アミノ酸置換が及ぼす体積と揺らぎへの影響[8]問、部分比容を指標にした

選択的溶媒和による変性機構の解明[10]、について報告したが、ページの関係で、割愛させていただし

本稿で示した実験的手法によるタンパク賓の体積や揺らぎは、 cavity、水和、熱、振動、の効果を分離し

て捉えることが難しく、今後、計算機実験の面からも溶;夜中の部分比容や庄縮率に嬰する理解が進む

ことが期待される。
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