
博 士 （ 理 学 ） 小 柴 琢 己

    学位論文題名
    Structure and ThermodynamlCStudieS
    OfaCa2十‐BindingLySOZyme：
BiophySiCalCharaCteriZatlonofCanineMilkLySOZyme

（カルシウム結合性リゾチームの構造学的及び熱力学的研究：

    イ ヌ ミ ル ク リ ゾチ ー ムの 生物 物 理学 的特 性 ）

学位論文内容の要旨

    近年の目覚しい分子生物学及び構造生物学の発展に伴い，我々は以前までには理解し
得なかった蛋白質の機能，構造及びそれら蛋白質問で弓iき起こされる様々な分子間相互作
用について比較的容易に研究を進めていく事が可能になってきた。今日，蛋白質の重要性
は医学、薬学、工学及び農学を含めた極めて幅広い分野に広がりつっあり，我々の生活を
円滑に営んで行く上で絶対不可欠なものとなりつっある。しかしながら，このように生命
にとって欠くことの出来ない蛋白質は、元をただせぱ20種類のアミノ酸が独自の一次配列
でっながったポリペプチド鎖であり，これがある一定の安定な状態に落ち着いたものが独
自の立体構造を形成し，その時に初めてその蛋白質固有の機能活性を獲得するのである。
ここで、蛋白質の研究を進めて行く際に重要な問題として上げられるのが，ポリペプチド
鎖から機能活性を有する蛋白質独自の立体構造を獲得するまでの過程，いわゆるフオール
ディング過程の解明である。特に、モルテングロブュール(MG)状態に代表されるフオール
ディング中間体の概念は、蛋白質のフオールディング過程を解明していく上で極めて重要
である。また、実際にそのフオールディングされた蛋白質は金属イオン、糖質、脂質、ペ
プチド及び蛋白質等のりガンド分子と相互作用することにより，特殊な立体構造変化を起
こし，それ自身が活性化したり安定性の獲得をするような例が多々報告されている。この
ような背景にあって、申請者は、カルシウム結合性蛋白質の一種であるイヌミルクリ
ゾチーム(CML)をモデル蛋白質として取り上げ，（1）CMLの大量発現系の構築，(2)
CMLのフオールディング過程におけるMG状態の解析，及び(3) CMLのりガンド分子で
あるカルシウムイオンとの相互作用解析、を熱力学的手法及ぴX線結晶構造解析． NMR
測定等の構造学的手法を用いて蛋白質の構造形成過程を明らかにする事を目的とし，本
研究を行った。
    まず第一章では，本研究を遂行していく上で必要不可欠であるCMLの大量調製法の
構築に関して記述した。CMLのアミノ酸一次配列は既に決定されているにもかかわ
らず，その遺伝子の塩基配列は未だ決定されていなかったために、申請者は、DNA
プライマーをアニーリングする事で目的のCMLの全配列をコードした化学合成遺伝
子を作製し，大腸菌を宿主とした発現系により大量発現する事に成功した。一般的に
CMLの様に、真核生物のジスルフィド結合を合む分泌型蛋白質を大腸菌等の原核生
物で発現を試みると、不溶性顆粒（インクルージョンボディー）として発現し，このま
まの状態では目的蛋白質として利用する事ができない場合がほとんどである。CML
においてもその例外ではなく，目的の天然型蛋白質を得るためにin vitr。の巻き戻し
反応を必要とした。申請者は、この巻き戻し反応に大腸菌由来チオレドキシンを用い
る事で、CML試料を容易にしかも大量に調製する事を可能にした。実際にこの方法
で調製した組換えCMLの生理活性（溶菌活性）及ぴ円二色性（CD）スペクトルを測定し
たところ，天然型CMLのそれらの結果とほぽ同様の挙動を示す事を確認した。従っ
て、以下の章で記述した実験結果は、全て第一章で構築した発現形を用いて遂行した。
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    次に第二章で、申請者は、CMLの変性過程に蓄積する安定な中間状態に着目し、
この状態をより詳細に追跡するために、示差走査熱量計(DSC)、CDスペクトル、螢光
スペクトル、NMRスペクトル、及びX線結晶構造解析を用いてその物理化学的及ぴ構造
学的な特性について考察した。DSCを用いた熱変性実験の結果，CMLの中間状態はその
安定性が極めて高く、以前に報告されていたウマミルクリゾチーム(EML)のものと比
して変性温度で約20℃も安定であることが示された。また、申請者は、CDスベク
ル及び螢光スペクトル測定の結果より，この安定な中間状態はMG状態である事を確認
た。さらにCML及ぴEMLのMG状態における構造学的知見をそれぞれ比較する事で、
請者はCMLにおける極めて安定な中間状態は、Val-98及びMet-105周辺で形成さ
る芳香族クラスターが、か詮り構造化している事を明らかにした。従って，これら
実験結果から，CMLの中間状態は以前までに考えられていたMG状態の概念とは著し
異なり，ネーティブ様の構造を保持している可能性が極めて高い事が示唆された。
  第三章では，第二章に弓Iき続きCMLのMG状態の熱安定性をさらに詳細に検討する
めに，DSC測定から算出される熱力学的バラメーター（エントロピー、エンタルピー、及
ギプス自由エネルギー）を定量的に解析し，ヒト伐・ラクトアルブミン及ぴEMLのMG状
における熱安定性と比較検討した。その結果，申請者は、CML及ぴEMLのMG状態
変性状態と異なる準安定な熱力学的状態であるのに対し，ヒトa・ラクトアルブミンのそ
は変性状態と区別出来ない事を明らかにした。この事により、CML及びEML等に代

表されるカルシウム結合性リゾチームのMG状態と鉗ラクトアルブミンのそれらでは構
造的に異なる事が示唆された。また、申請者はCMLのMG状態で高い安定性及び天然
状態に類似した構造を保持するーつの要因として、Val-98及ぴMet-105周辺で形成さ
れる芳香族クラスターの存在に着目し，X線結晶構造解析の結果より考察される
His-21，Ile-56，Ala-93，及びVal-109のアミノ酸残基をEMLのそれらの残基に置換した
4種類の変異体を作製し、同様の熱安定性を見積もった。これら変異体の内，H21G
及ぴV109K変異CMLはその安定性(AAG)がそれそれ－2.0 kj/mol及ぴ-1.8 kj/mol野生
型CMLと比較して不安定化していた。申請者は、この結果からCMLの安定なMG
状態形成には、d．ドメイン内に存在する4種のへりックス(A－，B－，C―，及びD―）間相互
作用が構造維持に寄与しているであろう、と推測した。
    最後に第四章で、申請者は、CMLのカルシウムイオン結合の際に生じる立体構造変化
をX線結晶構造及びNMR測定から得られる構造情報を用いて解析し、その特徴を調ぺた。
その結果，X線結晶構造解析でCMLの立体構造変化は、カルシウム結合部位(80-90番目
残基）周辺及びp－ドメイン内の疎水性コア(60-70番目残基）で局所的な立体構造変化が確
認された。この事は、二次元NMRスベクトル測定の結果からも支持されており，主とし
てカルシウムイオン結合の際に蛋白質表面の疎水性残基が蛋白質内部に埋没するという特
徴を示していた。また、等温型熱量測定(ITC)により、CMLのカルシウムイオン結合の際
には大きな負のエンタルピー変化を引き起こす事が明らかになり、カルシウムイオン結合
の際に生じる熱容量変化(ACp)は-0.21 kcal/molであった。上記の実験結果は、現在までに報
告されているカルシウム結合性蛋白質の立体構造変化と異なっており，カルシウムイオン
結合の際に生じる立体構造変化は蛋白質によって様々である事が示された。
    以上のように申請者は、カルシウム結合性蛋白質の一種であるCMLの生物物理
学的特性を研究する事で，MG状態の安定性に寄与する物理的な要素を構造学的及び熱
力学的観点から明らかにした。また、カルシウム結合性蛋白質のカルシウムイオン結合
の際に生じる立体構造変化は蛋白質により様々であり，各蛋白質による共通性はあま
りない事を明らかにした。
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    学位論文題名

    Structure and ThermodynamlCStudieS

    OfaCa2十―BindingLySOZyme：

BiophySiCalCharaCteriZationofCanlneMilkLySOZyme

    （カルシウム結合性リゾチームの構造学的及び熱力学的研究：

    イ ヌ ミ ル ク リ ゾ チ ー ム の 生 物 物 理 学 的 特 性 ）

    蛋白質は、20種類のアミノ酸が固有の一次配列でっながったポりペプチド鎖で

あり，ある一定の安定な状態に落ち着いたものが独自の立体構造を形成し，初めて

蛋白質固有の機能活性を獲得する。蛋白質の研究を進めて行く際に1つの重要な問

題として上げられるのが，このポりペプチド鎖から機能活性を有する蛋白質独自の

立体構造を獲得するまでの過程，いわゆるフォールディング過程の解明にある，特

に、モルテング口ブュール(MG)状態に代表されるフォールディング中間体の概念は，

蛋白質のフォールディング過程を解明していく上で極めて重要である．また，実際

にそのフォールディングされた蛋白質は様々なりガンド分子と相互作用することに

より，特殊な立体構造変化を起こし，その機能活性や安定性に強く影響レている例

が多々報告されている。以上のような背景にあって，申請者は，カルシウム結合

性蛋白質の一種であるイヌミルクリゾチーム(CML)をモデル蛋白質とレて取り上

げ，（1）CMLの大量発現系の構築，(2) CMLのフォールディング過程におけるMG

状態の解析，及び(3) CMLのカルシウムイオンとの相互作用解析について，熱力学

的手法及びX線結晶構造解析・い心佃測定等の構造学的手法を用いて体系的にまと

めた．

    申請者は、CMLの変性過程に蓄積する安定な中間状態に着目し，この状態を

より詳細に追跡するために、示差走査熱量計(DSC)、CDスペクトル，螢光スペク



トル，NMRスペクトル，及びX線結晶構造解析を用いてその物理化学的及び構造学

的な特性について考察した．DSCを用いた熱変性実験の結果，CMLの中間状態はそ

の安定性が極めて高く，以前に報告されていたウマミルクリゾチーム(EML)のも

のと比較レて変性温度で約200C安定であることを示した．また，申請者は，CD

スペクトル及び螢光スペク卜ル測定の結果より，この安定な中間状態はMG状態で

ある事を確認した．さらにのゾ凡及びEMI」のMG状態における構造学的知見をそれ

ぞれ比較する事で，CMLにおける極めて安定な中間状態は，Val-98及びMet-105

周辺で形成される芳香族クラスターが，かなり構造化している事を明らかにレた．

従って，これらの実験結果から，CMLの中間状態は以前までに考えられていたMG

状態の概念とは著しく異なり，ネーティブ様の構造を保持している可能性が極めて

高い事を実験的に証明した．これらの結果は，一般に多くの球状夕ンパク質のフ

オールディング反応初期に形成されるMG状態が，必ずしも“三次構造の崩壊”と

言う状態として結論づけられるものではない事を示唆レており，今後のフォール

ディング研究の方向性を示したともいえよう．

    また申請者は，CMIーのカルシウムイオン結合の際に生じる立体構造変化をカル

シウム結合（ホロ型）及び非結合状態（アポ型）をX線結晶構造解析により比較する事で，

その特徴を調べた．その結果，CMLの立体構造変化は，全体構造には大きな変化は

確認されなかったが，D－ドメイン内の疎水性コア領域(60-70番目残基）及びカルシウ

ム結合部位(80-90番目残基）周辺で局所的な立体構造変化を確認し，主として蛋白質

表面の疎水性残基が蛋白質内部に埋没するという特徴を示していた．この立体構造

変化の特徴は，溶液構造を反映レている二次元NMRスペクトル測定の結果からも強

く支持されていた．また，申請者はCMLのカルシウム結合に関する熱力学的パラメ

ーターを得る為に熱量測定実験を行った．CMLのカルシウムイオン結合の際には大

きな負のエンタルピー変化を引き起こす事を明らかにし，カルシウムイオン結合の

際に生じる熱容量変化(AC’p）が-O．21 kcamolである事を示した．この実験結果は、

カルシウム結合に伴う立体構造変化がCMLの疎水性領域の減少を示しており，X線

回折及びMmく測定で示された構造学的根拠を強く支持するものであると結論づけ

ている。上記のCMLの立体構造変化について得られた研究結果は，今まで暖味な

認識で捉えられていた蛋白質のカルシウム結合の特徴を生物物理学的に明らか

にする重要な研究成果と言えよう．

    学位論文の公開発表の質疑応答では，申請者は自らの様々な実験経験や過去

の参 考文 献等の 引用 し，豊 富な 知識に 基づ いて質 問に 明快に回答した．

    以上のように申請者は，（：MLの構造学的及び熱力学的特徴を研究する事で，

カルシウム結合蛋白質の立体構造変化における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レ，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あるものと認定した．


