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学位論文内容の要旨

本研究は、以下の3っのセクションからなる。

（1）リゾチームの平衡化学変性過程における中間状態の検出及びその熱力学的解析

  従来、鶏卵白リゾチームの熱変成及び化学変性は、平衡条件下では中間体はほとんど検出

されず、2状態転移で近似されることが知られていた。一方、同族のa．ラクトアルブミンは、

平衡条件下で中間体を含む3状態転移をすることが知られ、その変性挙動の違いはりゾチー

ムと対比されてきた。速度論からの解析によると、リゾチームのフォールデイングの過程に

おいて、native-likeな2次構造を持ち3次構造が壊れた中間体が存在することが示されてい

る。平衡条件下および速度論の両方の実験から中間体を解析することは、蛋白フォールデイ

ング機構を解明する上で重要である。本研究は、pH0.9の酸性条件下で塩酸グアニジン変性

を調ベ、熱力学的に安定な中間体をCDスペクトルから検出した。天然と中間状態の問に約

84％の、中間と変性状態の間に16％の比熱の変化仏Cp)があることがわかった。天然から中

間状態への協同性は、3次構造が壊れることに対応し、中間から変性状態への過程は、2次

構造が壊れることに対応する。この結果は、速度論からの結果と一致し、リゾチームの変性

過程に熱力学的に安定な中間体が存在することを示す。したがって、リゾチームの化学変性

過程は-3状態モデルで説明される同族のa‐ラク卜アルブミンと本質的には同じであること

が明らかになった。

(2)変性剤存在下でのりゾチームの圧力変性に伴う体積変化及びその変性機構の解析

  球状蛋白質の圧力変性は、1970年頃から報告されているが、一般には2状態転移を仮定し

て体積変化を算出してきた。その値は、pHや温度などの実験条件に依存するが、-10ー

100ml/molの値が報告されている。本研究は、10～60℃の温度範囲で、塩酸グアニジン存在

下での化学変性転移領域内にあるりゾチーム水溶液に、120MPaまでの圧カを加えた。更に

2状態モデルを仮定することで、加圧変性に伴う体積変化をUV測定から求め、変性機構を

検討レた。加圧変性に伴うGibbs free energy変化凹Gu)を圧カに対してプ口ットしたところ、

傾きはほとんど直線性を示し、25℃、40℃、60℃の温度では、転移領域内でほぼ同じ傾きを

示レた。これは、加圧による変性機構が2状態仮定を支持する結果であると考えられる。一



方、20℃、15℃、10℃の低温領域ではa舗の圧力依存性に転移領域内で異なる傾きを示す結

果が得られた。この低温領域での結果は、リゾチームの加圧変性の解析に対して2状態モデ

ル が 適 当 で な く 、 中 間 体 の 存 在 を 示 唆 す る も で あ る と 考 え ら れ る 。

  圧カによる蛋白変性の機構は十分解明されていないが、蛋白内部のpacking、及び疎水基

の露出による水和が重要な因子であると考えられている。一方、蛋白は、低温でも変性する

事が知られており、これは疎水性相互作用が弱くなるためと説明されている。圧カに対する

系の応答は、体積の減少する方向なので蛋白内部の露出による疎水基の水和（低分子モデル

では、水和によって系の体積は減少する）が、重要な因子であると考えられる。したがって、

熱力学的に低温変性、圧力変性が重なる領域において、変性機構の変化が体積変化となって

現われたものと考えられ、溶媒である水分子と露出される疎水性残基との相互作用が蛋白変

性の協同性に重要な役割を果たしていると推定される。リゾチームは、化学平衡条件下では

典型的な2状態変性で近似されてきた蛋白だが、圧カによる摂動は、その協同的な変性機構

に影響を及ぱすことが本実験から明らかになった。

(3)リ ゾチ ー ムの 化 学 変性 に 伴う 体 積、 圧 縮率 変 化及 び その 変 性状 態 の解 析

  変性状態は、速度論による蛋白フォールデイング研究のreference状態であり、蛋白安定

性を理解する上での基準となる状態である。近年、NMRや小角X線散乱などの測定装置の

進歩とともに‘、変性状態の構造に関する研究が重要になってきている。塩酸グアニジン変性

状態は、実験的に得られる変性状態の中で最もランダムコイル状態に近いと考えられている。

本研究では、鶏卵白リゾチームの塩酸グアニジン変性に伴う体積変化を密度計を用いて、ま

た断熱圧縮率変化をsing-around音速計を用いて求め、変性状態がラングムコイル状態に相

応するかどうか検討した。化学変性に伴う体積変化は、直接密度測定から求められる。リゾ

チームのこれまで報告された値は、実験的な難しさから0～－lOOOcm3/mol卜―0.0 7cm3/g)と非

常に大きなばらっきがある。本研究では、+O.Olcm3/gの誤差内で変性の前後でほとんど変化

が見られないことが分かった。先の圧力変性による体積変化は、約一5 0crr13/rriolで比容に換算

すると―0.0025cm3/gとなり密度測定の誤差内に入ることがわかる。したがって、本研究で得

られた密度測定と圧力変性からのそれぞれの体積変化の相関は非常にいいことが分かる。

  部分比断熱圧縮率は、塩酸グアニジン変性に伴って約- 0.03cm3gIlGPa.lの減少を確認した。

一方、オリゴペプチドの断熱圧縮率の加算性を仮定したランダムコイル状態では、天然状態

の値から約一0.15cm3g.lGPa.l減少すると報告されている。実験値とランダムコイル状態を仮

定した計算値の差から、変性に伴い内部の疎水基，極性基が溶媒に露出すると考えられるが、

塩酸グアニジン変性状態は、完全なランダムコイル状態に相応しないことが明らかになった。

これは最近のNhIRやX線による解析から変性状態がかなりの残存構造を持っているという結

果を支持する。
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    学位論文題名

Studies on Unfolding Mechanism and Unfolded state

    of Hen Egg-white Lysozyme

    （鶏卵白リゾチームの変性機構及び変性状態に関する研究）

本研究は、以下の3つのセクションからなる。

(1)リ ゾ チームの 平衡化学 変性過程 における 中間状態 の検出及 びその熱力 学的解析

(2)リ ゾ チ ー ム の 圧 力 変 性 に 伴 う 体 積 変 化 及 び そ の 変 性 機 構 の 解 析

(3)リ ゾ チ ー ム の 化 学 変 性 に 伴 う 体 積 、 圧 縮 率 変 化 及 び そ の 変 性 状 態 の 解 析

この 中 でタ ン パ ク質 の 構 造形 成 の研 究に 最も貢献 レた部分 は（3)の体積 及び圧縮

率の変化の研究に関するものである。

  近 年 、 NMRや 小 角X線散 乱 な どの 測 定装 置 の 進歩 と と もに 、 変性 状 態 の構 造 に

関する研 究が重要 になってき ている。 塩酸グア ニジン変 性状態は、実験的に得られ

る変性状 態の中で 最もランダ ムコイル 状態に近 いと考え られている。本研究では、

鶏卵白リ ゾチーム の塩酸グア ニジン変 性に伴う 体積変化 を密度計を用いて、また断

熱圧 縮 率変化 をsing-around音速計 を用いて 求め、変 性状態が ランダム コイル状態

に相応す るかどう か検討レた 。化学変 性に伴う 体積変化 は、直接密度測定から求め

ら れ る 。 リ ゾ チ ー ム の こ れ ま で 報 告 さ れ た 値 は 、 実 験 的 な 難 し さ か ら O～ ・

lOOOcrr13/rriol卜- 0.07 cm3/gと非常に大きなばらっきがあった。本研究の結果、土

O．01cm3／gの誤差内で変性の前後でほとんど変化が見られないことが分かった。（2）

の圧力変 性による 体積変化は 、約・50cm3／m01で比容の変化に換算すると．0．0025

cm3／gとなり 密度測定 の誤差内に 入ること がわかる 。したが って、本研究で得られ

た密度測 定と圧力 変性からの それぞれ の体積変 化の相関 は非常によく、信頼度が高

い実験結果であることが分かる。

  部分比断熱圧縮率は、塩酸グアニジン変性に伴って約．O．03cm°呂．lGPa．lの減少



を確認した。一方、オリゴペプチドの断熱圧縮率の加算性を仮定したランダムコイ

ル状態では、天然状態の値から約・ 0.15 cm3g.lGPa.l減少すると報告されている。

実験値とランダムコイル状態を仮定レた計算値の差から、変性に伴い内部の疎水基，

極性基が溶媒に露出すると考えられるが、塩酸グアニジン変性状態は、完全なラン

ダムコイル状態に相応しないことが明らかになった。これは最近のNMRやX線によ

る解析から変性状態がかなりの残存構造を持っているという結果を支持する。

  以上のように申請者tま、球状夕ンパク質の立体構造形成機構について体積挙動、

圧力応答の面から独創的な研究を展開していくっかの重要な知見を示した。審査員

一同はこれらの成果を高く評価し、申請者が北海道大学博士（理学）の学位を授与

される資格が充分にあるものと認定レた。


