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1章 緒言 

1.1. Levinthalパラドックス 

タンパク質のフォールディングは、DNA 中の情報によって決定されたアミノ酸配列をもつポリペ

プチド鎖が、その特異的な天然立体構造に折りたたまれる反応である。Anfinsen による実験(1)を

はじめとして、多くのタンパク質は変性剤などでいったん変性させても、条件を元に戻すことによっ

て自発的に天然構造に巻き戻ることが証明されている。このことは、天然構造を決めるすべての情

報は一次構造であるアミノ酸配列に含まれており、フォールディングはポリペプチド鎖とその周りの

水分子を含む系全体の最小自由エネルギー状態に向かって進行する物理化学的な現象である

ことを示している（熱力学仮説）。天然構造が、水素結合、疎水性相互作用、van der Waals力、静

電相互作用などにより安定化されていることから、フォールディング反応にこれらの相互作用が寄

与していることは明らかである。しかし、この熱力学仮説はポリペプチド鎖がとりうる膨大なコンホメ

ーションからいかにして短い時間内に天然構造へと折りたたまれるかの問いには答えていない。

たとえば、各アミノ酸残基が 2 つの可能な構造をとるとすると、100 残基からなるタンパク質がとりう

る構造の数は、2100（約 1030）にもなり、これらのコンホメーションをすべてランダムに探索すると、仮

に一回のコンホメーション変化にかかる時間を 10-11秒としても約 1012年以上かかることになる。そ

れにもかかわらず実際には多くのタンパク質はマイクロ秒から分の時間スケールでフォールディン

グする。この矛盾はLevinthalパラドックスとして知られている(2, 3)。この問題の解決は、タンパク質

が備えた高度なきわめて高度な自己組織能を理解するという点で物理化学的に非常に興味深く、

今日までに多くの研究がなされてきている。初期のフォールディング研究においては、フォールデ

ィング反応には特定の経路が存在しおり、そのためにポリペプチド鎖は広大なコンホメーション空

間の探索を回避し効率的にフォールディングしていると考えられた(4)。このようなフォールディング

の考え方は「古典的捉え方(classical view)」と呼ばれる。多くの 100残基以上のタンパク質で、フォ

ールディング中間体が観測されており、フォールディングの経路上に存在する特異的中間体とし

て捉えられてきた。そのため、このようなフォールディング中間体の検出と特徴付けはフォールディ

ング機構の理解につながると考えられ積極的に研究が行われてきた(5)。一方、単純化されたポリ
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ペプチド鎖を用いた理論的研究から、フォールディングがエネルギー地形に沿って進行するとい

う新たなモデルが提唱された(6, 7)。このエネルギー地形（energy landscape）は多次元の曲面であ

り、二次元の構造空間に投影すると、天然構造が基底部に位置するファネル（漏斗）状の形状をし

ていると考えられている(図 1-1)(8)。このように天然構造に対してバイアスのかかったファネル状の

エネルギー地形ではコンホメーションのランダムな探索は必要ないため、Levinthal のパラドックス

が容易に解決される。このようなエネルギー地形に基づくフォールディングの概念は、「古典的捉

え方(classical view)」に対し、「新しい捉え方(new view)」と呼ばれる(8, 9)。ファネル・モデルでは

個々のタンパク質分子がエネルギー曲面上のさまざまな経路を通ってフォールディングすることが

可能なため、中間体はフォールディング反応にとって必須な状態ではなく、むしろエネルギー曲

面上の局所的なくぼみに速度論的にトラップされた状態であることが提唱されている。この可能性

を支持する例として、これまでに、いくつかの 100 残基以下のタンパク質で、中間体を蓄積せずに

二状態的にフォールディングすることが報告されている(10, 11)。しかし実際には、多くの 100残基

以上のタンパク質のフォールディング初期段階で中間体が蓄積することが示されている(12-17)。

それではなぜ、いくつかの 100 残基以下のタンパク質で二状態的なフォールディング反応が起こ

るのに対し、多くのタンパク質においてフォールディング初期段階に中間体の形成がみられるの

だろうか。このような問題の理解のためには、変性状態から初期中間体にいたるフォールディング

過程の詳細な構造情報を得ることが重要である。またそのような研究は、フォールディング反応に

おける重要な相互作用についての理解につながるだろう。しかし、1.3 でも述べるように、フォール

ディング初期段階の測定はさまざまな実験的な制限によりきわめて困難である。 

 

 

 

図 1-1. ファネル・モデルの概略図 

ファネルの広がりはコンホメーション空間を、高さは実効

エネルギーを表す(8)。 
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多くのタンパク質で初期中間体が蓄積するという事実は、new viewよりもむしろclassical viewに

よるタンパク質フォールディングの捉え方を支持しているようにみえる。もしかすると、タンパク質フ

ォールディングのファネル状のエネルギー地形の中には主要ないくつかの経路が存在しているの

かもしれない。その場合、2 つのフォールディングの捉え方は、このようなフォールディング・ファネ

ルの特性を別々に描写していると考えることができる。 

 

1.2. モルテングロビュール状態 

モルテングロビュール状態は多くの球状タンパク質で穏やかな変性条件下で形成される、天然

状態と変性状態の間の中間的な構造である(18, 19)。その共通する特徴として、 

（1） 疎水性コアを形成している 

（2） 多くの二次構造が形成されており、分子半径が天然状態と同様にコンパクトである 

（3） 側鎖の特異的なパッキングが失われており、固定された三次構造を持たない 

などの点が挙げられる。また、多くのタンパク質で観測されるフォールディング中間体が平衡論的

に観測されるモルテングロビュールと等価な構造であることが知られており、構造の特徴づけが多

くの研究で行われてきた(19, 20)。これらの特徴から、フォールディング中間体の形成においては

疎水性残基の非特異的な凝縮やポリペプチド鎖に沿って近距離間での相互作用による二次構造

の形成が重要であることが考えられる。その後に引き続く過程では、分子全体がコンパクト化した

ことでポリペプチド鎖に沿って遠距離間の相互作用が働けるようになり、三次元の天然立体構造

を形成すると考えられる。このような階層的なフォールディングのモデルとして、疎水性凝縮モデ

ル(21-25)や、フレームワークモデル(14, 26)が挙げられる。これらのモデルは天然三次構造の形

成に先立って、二次構造の形成が起きるという点では同じであるが、二次構造が形成されるタイミ

ングにおいて違いがある。疎水性凝縮モデルでは二次構造の形成はそれに先行するポリペプチ

ド鎖の疎水的な凝縮によって促されると考えられる。一方、フレームワークモデルではまず二次構

造が近距離間の相互作用により形成され、その後ランダムな拡散-衝突によって安定な天然三次

元構造を形成すると考えられる。しかし、フォールディング初期段階における二次構造の形成反

応は非常に速く、これらのモデルを見分けることは容易ではない。 
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1.3. フォールディング初期段階の研究 

 タンパク質のフォールディング反応はマイクロ秒から分にわたる広い時間領域で起きるにもかか

わらず、多くのタンパク質でポリペプチド鎖の凝縮や二次構造の形成などの重要なコンホメーショ

ン変化はミリ秒以下の時間領域で起こることが多くの速度論的実験によって明らかとなっている(図

1-2)(27-30)。これらの事実から、フォールディング初期段階で形成される構造が、それに続くフォ

ールディング反応を天然構造へと導いている可能性が考えられる。また、図 1-1 のようなファネル・

モデルで考えれば、ファネル上部において急激なコンホメーション空間の減少が起こることを明確

に示している。したがって、タンパク質のフォールディング反応における重要な相互作用を理解し、

フォールディング反応の全容を明らかにするために、フォールディング初期段階の速度論的解析

や初期中間体の構造解析が必要不可欠である(31, 32)。 

これまでに、フォールディング初期段階の観測のために反応を高速開始する技術の開発が行

われてきている。光化学トリガー法はレーザーパルスを用いて配位子を解離させたり、電子移動を

誘起してタンパク質の酸化還元状態を素早く変化させ、それに伴うタンパク質の安定性の変化に

よってフォールディング反応を開始させる(33, 34)。この方法ではナノ秒の時間スケールでフォー

ルディング反応を開始することができるが、適応できるタンパク質は限られている。温度ジャンプ法

では低温変性したタンパク質を溶液の温度を瞬間的に上昇させることでリフォールディングさせる。

レーザーパルスを用いた温度ジャンプ法では数百ピコ秒程度の非常に短い不感時間を達成する

ことができる(35-39)。しかし、この方法が適応できるのは低温変性するタンパク質に限られている。

また、用いる溶液の量も素早い温度上昇の達成のために少量でなければならないため、組み合

わせられるプローブは検出感度がよいものに限られる。 

これらの方法に対し、迅速混合法は幅広い溶液条件とプローブに適用可能であり、多くのタン

パク質のフォールディング研究に用いられている(40-42)。迅速混合法で最も広く用いられてきた

手法はストップトフロー(stopped-flow) 法と連続フロー(continuous-flow)法であり、素早く溶液を混

合することでフォールディング反応を開始することができる。しかし、混合には少なくとも数マイクロ

秒から数ミリ秒の時間が必要であり、先に述べたレーザーパルスを用いた手法に比べ長い不感時

間が生じてしまう。これらの不感時間内に起こる初期反応相はバースト相とよばれており、多くのタ
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ンパク質で中間体(バースト相中間体)が蓄積することが確認されている(13, 43, 44)。しかし、この

間に起こる変性状態から初期中間体が形成されるまでの反応機構については、時分割測定が困

難なため、未だに多くの疑問が残っている(45)。例えば、バースト相内での中間体の形成過程は

先に述べた、疎水性凝縮モデル、フレームワークモデルのどちらによって説明できるか、あるいは

別のモデルが成り立つのか。また、これまでに観測されているバースト相中間体よりも早い段階の

中間体が存在しているのかどうかも明確な実験的証拠は得られていない。また、図 1-1 で示したよ

うなファネル・モデルでいえば、ファネル上部の変性状態と初期中間体の間にエネルギー障壁が

存在するのかどうかについても議論が続いている(46)。非常に素早く中間体が蓄積するという事実

は、フォールディング初期反応には比較的低いエネルギー障壁が存在しているかあるいは、完全

にエネルギー障壁のないモデルを支持するのかもしれない。このようなフォールディングのモデル

はダウンヒル・フォールディングと呼ばれ理論的研究から提唱されている(6, 47, 48)。フォールディ

ング初期段階の反応を直接追跡する技術の開発は、これらの疑問に新たな知見を与えると期待さ

れ、重要な課題の一つである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2. フォールディング反応における、さまざまな過程の典型的な時間領域 

 

1.4. シリカゲル中でのタンパク質のフォールディング反応 

これまでに多くのタンパク質が溶液中と同様の構造、機能を保持したままゾル・ゲル法によって
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作製された湿潤シリカゲル中に封入することができることが報告されている(49-56)。シリカゲルは

可視・紫外光に対して透明であり、封入したタンパク質の紫外光吸収、円二色性(CD)などの分光

学的測定が可能である。また、多孔性なので、水などの低分子を透過することができる。また、ゾ

ル・ゲル法ではシリカゲルの合成が常温、中性 pH で進行するため、多くのタンパク質の封入に用

いることができる。この方法は当初、バイオセンサーなどの機能性ゲルを作製する目的で用いられ

てきた(49)。その後、シリカゲル中に封入されたタンパク質のグローバルな構造変化の速度が溶液

中に比べ大幅に遅くなることが報告された(51, 53, 55, 57-60)。さらに、シリカゲルに封入したタンパ

ク質のフォールディング速度が大幅に減速することが報告されている(61-64)。柴山による研究で

は、ウマ心臓シトクロム c（CYT）、ウシ β ラクトグロブリン(BLG)、ウシユビキチンのフォールディング

速度をシリカゲル中で減速させ、溶液中では時分割測定が難しいミリ秒以下の初期フォールディ

ング反応を数百秒のスケールに拡張することに成功している(61, 62)。CYT では初期中間体の形

成過程が引き延ばされた指数関数(stretched exponential function)として観測された(61)。このこと

は、CYT の初期中間体の形成がエネルギー障壁のないダウンヒル過程であることを示唆している

(65)。一方、BLGの場合、初期中間体の形成過程が単一の指数関数として観測され(62)、初期中

間体が変性状態とエネルギー障壁によって隔てられていることが示唆されている。 

シリカゲル中でタンパク質分子のグローバルな構造変化が大幅に減速する原因についてはい

まだに解明されていないが、これらの効果が水を介した非特異的な作用によってもたらされている

ことが示唆されている(55, 63, 66, 67)。また、多くの研究で、シリカゲル中など狭い空間内での水分

子のダイナミクスが溶液中と異なることが報告されている(68-72)。 

 

1.5. 本研究の目的 

本研究は、1.3.でも述べたように、これまでに開発されている手法では時分割測定が困難であっ

たフォールディング初期段階について焦点をあてている。具体的には、従来の溶液における実験

でバースト相として観測される反応が単一の反応なのか、あるいは多段階の反応から成るのかに

ついてや、変性状態と初期中間体の間にはエネルギー障壁があるのか、それとも初期中間体の

形成はダウンヒル過程であるのかについて明らかにすることを目的としている。これらの情報を得る
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ために、フォールディング反応開始数ミリ秒以内にバースト相中間体を形成することが知られてい

るウマ βラクトグロブリン(ELG)、ヒト涙リポカリン(HTL)、ウシ αラクトアルブミン(BLΑ)、ニワトリ卵白リ

ゾチーム(LYZ)をシリカゲル中に封入し、それらの中間体の形成過程を大幅に減速させることで時

分割測定した。反応の検出には CD を用いた。また、フォールディング初期段階についてのエネ

ルギー論的な知見を得るためにフォールディング初期段階の反応速度を温度を変えて測定し、そ

れらの温度依存性をアレニウス･プロットを用いて解析した。 

 

 

 

図 1-3. 本研究で用いたタンパク質の天然構造 

(a) ELG (73)、(b) HTL (74)、 (c) BLA (75)、 (d) LYZ (76)。 

α ヘリックスは赤で、 β ストランドは青のリボンで示した。 

 

ELG と HTLはそれぞれ 162残基と 158残基のアミノ酸からなり、リポカリンファミリーに属してい

る。アミノ酸配列の相同性は20%程度と低いが、互いによく似た天然構造をもつ(図1-3 (a),(b))。そ

れらの立体構造は、Aから Iの 9本の β ストランドと一本の αヘリックスをもち、Aから Hの 8本の

ストランドが逆平行の β バレル構造を形成していることが明らかになっている。CD ストップトフロー
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法による ELG のフォールディング反応の研究から、初期段階に非天然の α ヘリックスをもつ中間

体が過渡的に蓄積することが明らかとなっている(77)。一方、HTL はフォールディング初期段階に

分子半径がコンパクトになることが X線小角散乱の実験から明らかとなっているが、二次構造につ

いては変化量が小さく、初期段階における反応が、変性剤濃度の減少によるポリペプチド鎖の非

特異的な凝縮なのか、あるいは二次構造形成を伴う中間体の形成なのかははっきりしていない

(78)。 

  BLA と LYZ はそれぞれ 123 残基と 129 残基からなるタンパク質で C 型リゾチームファミリーに

属する。互いによく似た立体構造をもち、4 本の α ヘリックスと１本の 310ヘリックスをもつ α ドメイン

と、3本の βストランドと１本の 310ヘリックスをもつ β ドメインからなる(図 1-3 (c),(d))。これらのタンパ

ク質のフォールディング反応は広く研究されており、初期中間体の構造について詳細な特徴付け

がなされている(19, 79-87)。 
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2章 溶液中とシリカゲル中におけるタンパク質の構造の比較 

シリカゲルのマトリックス表面には負電荷をもったシラノール基(Si-OH)が豊富に存在している

ことからタンパク質と静電的な相互作用をする可能性がある。また、シリカゲルに封入されたタンパ

ク質はゲルのマトリックス構造によって空間的に制限されているため混み合い効果(crowding 

effect)や排除体積効果(excluded volume effect)などの影響を受けている可能性がある。したがっ

て、従来用いられてきた希薄溶液とは異なるシリカゲル中でのタンパク質フォールディングを測定

するにあたり、ゲル中におけるタンパク質の性質を調べておくことが必要である。 

ゾル・ゲル法ではシリカゲルは溶液のアルコキシドを前駆体として、加水分解、縮合反応を通し

て合成される。本研究では標準的なゾル・ゲル法(49)を一部改良した方法を用いてタンパク質分

子をシリカゲル中へ封じ込めた。シリカゲルのマトリックスは個々のタンパク質分子を取り囲むよう

に形成されると考えられるので、変性状態で封入するとフォールディング反応がマトリックスによっ

て妨げられ天然構造へ到達できないことが考えられる。したがって、本研究ではタンパク質の天然

構造を保ったままシリカゲルへ封入することにした。また、天然状態で封入することで、シリカゲル

中でも溶液中と同様に立体構造を保持できることが証明できる。今回改良をほどこした理由は、標

準的なゾル・ゲル法では BLΑ、HTLの場合、ゲルの合成過程で発生する高濃度のメタノールによ

って変性してしまい天然構造を保ったまま封入できないという問題が生じたためである。この改良

によって、本研究でもちいた全てのタンパク質で溶液中と同様の天然構造を保ったまま封入する

ことに成功した(以下参照)。 

本実験では封入したタンパク質の構造をいくつかの条件のもとで遠紫外CDスペクトルを用いて

測定し、対応する溶液中のスペクトルと比較することでゲル中の環境がタンパク質の構造に与える

影響について調べた。 

 

2.1. 方法 

2.1.1. 試料 

 ELG と BLA はそれぞれウマとウシのミルクから精製、凍結乾燥されたものを使用した(88)。それ

ぞれの純度は SDS-PAGE と Native-PAGEで確認を行った。HTLは、以前に塚本らが作製、精製
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した、変異体 C101A を使用した。この C101Aの天然構造は野生型と同じであることが確認されて

いる(78)。また、LYZ、CYTはそれぞれ生化学工業株式会社とSigmaから市販されているものを使

用した。 

 

2.1.2. ゾル・ゲル法によるシリカゲルへのタンパク質の封入 

メタノールによるタンパク質の変性を回避するため、以下に示す 2 通りの方法でシリカゲルへの

タンパク質の封入を行った。  

 

＜方法 1＞ 

この方法ではメタノール濃度を下げるために、標準的なゾル・ゲル法に比べてゾル中の水の相

対量を増加させた。具体的な手順を以下に示す。 

1) オルトケイ酸テトラメチル（略称 TMOS：Tetramethyl orthosilicate）(東京化成)1mlに等量の水

を加え、酸触媒として 0.1M HClを 0.02 ml加えた。 

2) 4°C で 40 分間超音波洗浄機にかけ、二相に分離していた混合液を均一にした。まず、

TMOS のメチル基が加水分解され、Si(OH)4が生成する(式 2-1)。次にシラノール基間での脱

水縮合反応が起こり、シロキサン基(Si-O-Si)が生成する(式 2-2)。この縮合反応は連鎖的に進

行し、隣り合ったシラノール基同士で脱水の過程を繰り返す、いわゆる重縮合の反応が進行

する。HCl は縮合反応の触媒としてはたらく。しかし、pH が低い状態では完全には縮合反応

は進まず、この段階では流動性のあるゾルである。また、4°C にしておくことで、1 週間程度は

保存することが可能である。 

 

  (式 2-1) 
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  (式 2-2) 

 

3) 10mg/mlのタンパク質ストック溶液(0.2M リン酸カリウム緩衝液(pH7.1))と 2)で作製したゾルを

4°C において、体積比 3:2 で混合し、0.1mm 石英セル(東ソークォーツ)の上にテフロンシート

をかぶせて均一に薄くのばした(図 2-1(a))。pH の上昇に伴い、ゾルはさらに縮合し室温で 1

分以内にゲルに転移する。シリカゲルのマトリックスは個々のタンパク質分子を囲むように形

成されると考えられる。 

4) 縮合反応は 25°Cでさらに ELG、HTL、BLAで 2時間、LYZ、CYTで 6時間行った。これら

の時間はリフォールディング反応を観測するのに適した速度まで遅くするために選んだ。縮合

反応は蒸留水に浸しHClをゲルから除くことで停止させた。その後、ゲルの乾燥を防ぐために、

石英プレートでカバーした(図 2‐1(b))。 

このようにしてタンパク質をシリカゲル中に封入した。ゲルの厚さを 0.1mmにする理由は、ゲル内

の緩衝液置換を短い時間で起こすためで、このように薄いゲルを用いることでリフォールディング

実験の際に短い時間領域内に起こる反応を追跡することが可能となる。方法 1で作製されたゲル

の密度は標準的な方法によって得られるゲルよりも低いため、より短い時間でゲル内部の低分子

の拡散が起こる(3.1参照)。 

 

<方法 2> 

方法 1によって得られるゾルでは、メタノールの濃度は下がるものの、同時にゾルの濃度も低く

なってしまうため、密度の高いゲルを用いるような実験には向かない。そこで、方法 2では、TMOS

の加水分解によって発生するメタノールを気化させるために、乾燥窒素ガスによるゾルのバブリン

グ操作を行った。具体的な手順を以下に示す。 

1) 方法 1の 1)、2)と同じ手順でゾルを作製した。 
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2) ゾルの入った試験管を 45°Cの恒温槽に設置し、乾燥窒素ガスの細かい気泡をゾルの下部

から送り込んだ。この時、メタノールが気化していくに伴いゾルの粘度が高くなるので、泡が試

験管からあふれないように送り込むガスの量に注意する。 

3) ゾルの温度を 4°Cにし、その後、方法 1の 3)、4)と同じ手順で試料を作製した。 

 

2.1.3. CD スペクトル測定 

 CD測定は Chirascan (Applied photophysics) と J-720 spectropolarimeter (日本分光) を用いて

測定した。溶液サンプルとゲルサンプルのCDスペクトル(200-250nm) の測定には 1mm石英セル、

0.1mm 石英セルをそれぞれ用いた。測定は 25°C で行った。タンパク質濃度は、溶液サンプルの

場合、吸光係数 ε280 (ELG : 12,000 M-1 cm-1、HTL : 13,000 M-1 cm-1、BLA : 28,500 M-1 cm-1、

LYZ : 37,600 M-1 cm-1、CYT : 23,000 M-1 cm-1)として UV吸収スペクトルから算出した。ゲルサン

プルの場合は、濃度既知の溶液サンプルとの 215-225nmの UV吸収度の積分値の比を用いてタ

ンパク質濃度を求めた。UV吸収スペクトルは UV-2450 UV-VIS spectrophotometer (Shimadzu)を

用いて測定した。 

ゲル内の緩衝液置換は作製したゲルサンプルを溶液に浸すことで行った。緩衝液置換の速度

は、ゲルからのグアニジンの拡散からもとめた。まず、タンパク質を含まないゲルを 6M グアニジン

塩酸塩（GdnHCl）溶液に 3分間浸した。その後 300mlのDWに移し、5秒ごとにゲル中のGdnHCl

濃度を 207.5nm の UV 吸収で観測した(図 2‐1(c))。 

封入されたタンパク質が溶液中と同様の天然構造を保てることを確認するために、ゲル封入後

の試料を以降のフォールディング実験で用いたリフォールディング用の緩衝液(ELG は 1M リン酸

カリウム緩衝液 (pH4.2)を、HTL、BLA は 0.2M リン酸カリウム緩衝液  (pH7.0) を、LYZは 0.2M 

リン酸 (pH1.8)、CYT は 0.5M リン酸カリウム緩衝液 (pH4.5))に 25°C で 3 分間浸し CD スペクト

ルを測定した。pH4.5 以下の場合、高濃度のリン酸緩衝液を用いて緩衝能を保った。続いて、封

入されたタンパク質が、ゲルマトリックスによってコンホメーション変化が制限されていないことを確

認するため、それぞれの試料を以降のフォールディング実験で用いた 6M グアニジン塩酸塩

（GdnHCl）を含む変性溶液(6M GdnHCl + リフォールディング緩衝液)に 25°Cで 3分間浸し、CD
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スペクトルを測定した。また、酸性条件下で中間体を形成することが知られている、ELG、HTL、

BLA、CYTについてはゲル封入後、0.2Mリン酸(pH1.8)に 25°Cで 3分間浸し、酸変性状態のCD

スペクトルを測定した。 

 

2.2. 結果 

2.2.1. ゾル・ゲル法の改良 

方法 1および 2で得られた厚さ 0.1mmのシリカゲルはともに透明で、構造的に安定であり分光学

的測定が可能であった。しかし、方法 2で合成した場合、窒素ガスによるバブリング中にメタノール

とともに水も気化してしまい、さらに送り込むガスの量や位置のわずかな違いでそれらの気化のし

かたに差が出たため、再現性の高いゲルを得ることが困難であった。したがって、本研究ではこれ

以降、方法 1 で得られたシリカゲルを用いて実験を行うことにした。しかし、方法 2 ではゾル中のメ

タノール濃度が十分に低くなっているため、高密度のシリカゲルを合成することに成功した。今後、

タンパク質よりも低分子のペプチドなどを封入する際、ゲルからの漏出を防ぐためにこのような高

密度のゲルが有用になることが期待される。 

 

2.2.2. 天然状態の比較 

本研究で用いたシリカゲルが、タンパク質の天然構造に変化をもたらさないかを確かめるため

に、天然条件下における封入後のタンパク質の構造を CD スペクトルにより測定し、溶液中でのス

ペクトルと比較した(図 2-2~2-6)。その結果、すべてのタンパク質において、ゲル中で観測された天

然条件下の CD スペクトルが溶液中での天然構造のスペクトルと非常によく一致した。これらの結

果から、方法 1 で合成されたシリカゲル中に溶液中と同様の天然構造を保ったまま封入できてい

ることが確認された。 

 

2.2.3.  変性剤による変性状態の比較 

 変性剤による変性についても CD スペクトルより、シリカゲル中ですべてのタンパク質が溶液中と

同様に変性することが示された(図 2-2~2-6)。一般的に変性剤存在下ではポリペプチド鎖は広が

ったほどけた状態になることが知られており、本実験の結果は、ゲルマトリックスによる立体障害が
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タンパク質のコンホメーション変化を束縛していないことを示している。天然構造の結果と合わせる

と、本実験で用いたシリカゲル中でもフォールディング反応が起こるために必要な空間が十分に

存在していることが示唆された。 

 

2.2.4. 酸変性状態の比較 

 ELG、HTL、BLA のシリカゲル中と溶液中での酸変性状態の CD スペクトルを図 2-2～2-4 に示

す。これら 3種類のタンパク質で、ゲル中の酸変性状態のCDスペクトルが溶液中のものに比べて

変化がみられた。共通する変化として 210nm付近から 220nm付近の強度が溶液中に比べ減少し、

一方200nm付近の強度が増加していた。一般的にαヘリックスのCDスペクトルは222nmと208nm

付近に負の大きな強度を、β シートの CD スペクトルは 215nm 付近に負の大きな強度を示す(図

2-7)。一方、無秩序な構造のポリペプチド鎖は 200nm付近に負の大きな強度を示す(図 2-7)。これ

らのスペクトルの特徴から、シリカゲル中では、α ヘリックスや β シートなどの二次構造の量が減少

し無秩序な構造が増加していることが示された。 

 CYT のシリカゲル中と溶液中での酸変性状態の CD スペクトルを図 2-6 に示す。ELG、HTL、

BLAの場合と異なり、ゲル中の酸変性状態の CD スペクトルが溶液中のものとよく一致した。 

 

2.3. 考察 

2.3.1. シリカゲル中でのタンパク質の構造の特徴付け 

 上記の結果から、本実験で用いたタンパク質が溶液中と同様の天然構造を保持できることが明

らかとなった。溶液中と同様の天然構造が保たれていることは、タンパク質分子がシリカゲル内の

水分子によって十分に水和していることを示している。タンパク質の天然構造はある定められた物

理的条件下における最小エネルギー構造に対応しており、タンパク質のフォールディング反応は、

アンフォールディング状態のポリペプチド鎖がいくつかの中間体を経てこの最小エネルギー構造

に到達する一連の反応だと考えられる。したがって、シリカゲル中においても、ポリペプチド鎖がも

つ最小エネルギー構造は溶液中で観測される天然構造と同様であり、シリカゲル中でもフォール

ディング反応によって溶液中と同様の天然構造を獲得できることが示唆された。 
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 一方、シリカゲル中では ELG、HTL、BLA の酸変性状態の二次構造含有量が減少していること

が CD スペクトルの変化から示された(図 2-2~2-4)。しかし、それぞれのスペクトルの形状は溶液中

のものによく似ており、ゲル中でも二次構造上の特性は保持していると考えられる。特に、酸変性

状態で非天然の α ヘリックスを形成することが知られている ELG では、ゲル中でも酸性条件下で

非天然の αヘリックスを形成していることが CDスペクトルの形状と強度から確認できた。以上の結

果から、シリカゲルが与える影響は中間体の構造を変化させるが、中間体よりも安定な天然状態

の構造を変化させる程の大きい影響ではないと推測できる。CYT の酸変性状態はゲル中と溶液

中でよく一致したスペクトルを示したが、これはCYTの大部分の二次構造が酸性条件下で失われ

ているためだと考えられる。変性剤による変性状態もすべてのタンパク質でゲル中と溶液中でよく

一致したスペクトルが観測されたが、これらも同様に二次構造が失われているためだと考えられ

る。 

シリカゲルがもたらすこれらのタンパク質の構造安定性の低下については、過去の研究におい

て、シリカゲル中における水の構造化が原因であることが示唆されている(66, 67)。すなわち、ゲル

マトリックスの表面に対して配向した水分子によってゲル孔内の系全体のエントロピーが減少し、

タンパク質の構造形成に対する自由エネルギー変化の相対量が小さくなることで結果的にタンパ

ク質の構造安定性の低下が引き起されていると推測されている。また、シリカゲルを浸す溶液にア

ルコールやホフマイスター系列のイオン、オスモライト、界面活性剤、ポリエチレングリコールを加

えることで、タンパク質中の二次構造が安定化することが明らかになっている(66, 67)。これらの現

象は、加えられた溶質によって構造化した水が摂動を受けることで無秩序化し、系全体のエントロ

ピーが増加したことで結果的にタンパク質の構造安定性が増加したためであると推測されている。

今後の実験でこれらの溶質を加えることで、ゲル中でも溶液中と同様の CD スペクトルをもつ酸変

性状態をつくることができるかもしれない。 
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図 2-1. (a) 厚さ 0.1mmのシリカゲルの作製。(b) CD スペクトル測定時は石英プレートでカバーし

た。(c) シリカゲルからの GdnHClの拡散測定。GdnHClの拡散は 25°Cで行い、各時間での

GdnHCl 濃度は 207.5nmでの UV吸収から求めた。最初の 5秒間はピペッティングを行い、UV

吸収の測定時は図 2‐1(b)のように石英プレートでカバーした。 

(a) (b) 

(c) 
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図 2-2. ELGの遠紫外 CD スペクトル 

シリカゲル中でのスペクトルは実線、溶液中でのスペクトルは丸印で表した。 

天然状態(青色)は 1M リン酸カリウム緩衝液(pH 4.2)、変性状態(赤色)は 6M GdnHCl、1M リン酸

カリウム緩衝液(pH 4.2)、酸変性状態(緑色)は 0.2M リン酸(pH 1.8)で測定した。 
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図 2-3. HTLの遠紫外 CD スペクトル 

シリカゲル中でのスペクトルは実線、溶液中でのスペクトルは丸印で表した。 

天然状態(青色)は 0.2M リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0)、変性状態(赤色)は 6M GdnHCl、0.2M リ

ン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0)、酸変性状態(緑色)は 0.2M リン酸 (pH 1.8)で測定した。 
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図 2-4. BLAの遠紫外 CD スペクトル 

シリカゲル中でのスペクトルは実線、溶液中でのスペクトルは丸印で表した。 

天然状態(青色)は 0.2M リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0)、変性状態(赤色)は 6M GdnHCl、0.2M リ

ン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0)、酸変性状態(緑色)は 0.2M リン酸 (pH 1.8)で測定した。 

 



23 
 

 

 

図 2-5. LYZの遠紫外 CD スペクトル 

シリカゲル中でのスペクトルは実線、溶液中でのスペクトルは丸印で表した。 

天然状態(青色)は 0.2M リン酸 (pH1.8)、変性状態(赤色)は 6M GdnHCl、0.2M リン酸 (pH1.8)で

測定した。 
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図 2-6. CYTの遠紫外 CD スペクトル 

シリカゲル中でのスペクトルは実線、溶液中でのスペクトルは丸印で表した。 

天然状態(青色)は 0.5M リン酸カリウム緩衝液 (pH4.5)、変性状態(赤色)は 6M GdnHCl、0.5M リ

ン酸カリウム緩衝液 (pH4.5)、酸変性状態(緑色)は 0.2M リン酸 (pH 1.8)で測定した。 
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図 2-7. 二次構造の遠紫外 CD スペクトル(89) 

poly-L-lysineの α ヘリックス(α)、β ストランド(β)、ランダムコイル(r)における CD スペクトル。 
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3章 シリカゲル中でのタンパク質のフォールディング反応 

 2 章で示したように、シリカゲルに封入されたタンパク質は構造変化を起こすことができ、フォー

ルディング反応が行える可能性が示された。また、ゲル内の環境がタンパク質の安定性に影響を

あたえることもわかった。したがって、ゲル内ではフォールディング反応自体が変化する可能性も

十分に考えられる。まず、本実験で用いたゲルが、標準的な方法で得られたシリカゲル中で観測

されるフォールディング反応と異なる結果をもたらさないかを確かめるために、まず CYT のフォー

ルディング実験を行い、以前に柴山によって得られた CYT の結果と比較した(61)。つづいて、

ELG、HTL、BLA、LYZ のシリカゲル中でのフォールディング反応を CD を用いて観測し、それら

の特徴付けを行った。 

 

3.1. 方法 

3.1.1. リフォールディング反応の測定 

ゲル試料の作製および、変性反応、CD スペクトルの測定は 2 章と同様に行った。リフォールデ

ィング反応は、変性反応後にゲルをリフォールディング緩衝液(ELG は 1M リン酸カリウム緩衝液 

(pH4.2)を、HTL、BLA は 0.2M リン酸カリウム緩衝液(pH7.0) を、LYZ は 0.2M リン酸(pH1.8)、

CYT は 0.5M リン酸カリウム緩衝液(pH4.5))に浸し、ゲル内の緩衝液を置換することで誘起した。

それらにかかる時間は、ゲルからの GdnHCl の拡散時間から推測した。まず、6M GdnHCl 溶液

にタンパク質を含まないシリカゲルを 3 分間浸し、その後、特注の 3 面の石英セルにゲル試料を

図 3-2のようにセットした。セル内に 3.6 mlの DW を注ぎ最初の 5秒間はピペッティングで撹拌し

た。測定は 25 °C と 4 °Cで行い、ゲル中の GdnHCl濃度の変化は 207.5nm の UV 吸収で観測

した。どちらの温度でも拡散開始 5 秒以内にはゲル内の GdnHCl 濃度は 6M から 1M 付近

に低下することがわかった(図 3-1)。そこで、300 秒までのリフォールディング反応の測定には、同

様に組み立てたセルに 3.6 ml のリフォールディング緩衝液を注入し 5 秒間ピペッティングした後

の反応を 214~234nm の各波長の CD 強度変化で追跡した。長期間のリフォールディング反応

は CD スペクトルの変化で追跡した。また、シリカゲルのサンプルは乾燥を防ぐために石英プレー

トでカバーし、内側に 1ml の同じ組成のシリカゲル(タンパク質は含まない)を塗り広げた、口径 1.5 
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cm、高さ 12.5 cm のガラス製の試験管内に入れてゴム栓をして保存した。リフォールディング反応

の測定は最低 3回行い、再現性を確認した。リフォールディング中にゲルからのタンパク質の漏れ

が起きないことはタンパク質の UV 吸収で確認した。 

 

3.2. 結果 

3.2.1. CYTのフォールディング反応 

 CYT のフォールディング反応は以前と同様に、まず試料を pH1.8 の溶液で酸変性させ、pH4.5

の溶液に浸けることで誘起した。図 3-3 にゲル中での CYTのフォールディング反応における遠紫

外 CD スペクトルの変化を示した。同条件の溶液中ではフォールディング反応が 100 秒程度で完

了するのに対し、ゲル中ではスペクトルが非常に長い時間をかけて天然状態のスペクトルへと近

づいていくことが観測された。このことから本研究で用いたシリカゲル中でもフォールディング反応

は大幅に減速することが示された。 

 次に、フォールディング反応開始後 10秒から 5分までのCD強度の変化を追跡した(図 3-4(a))。

観測されたリフォールディング反応曲線を、以前の柴山による研究と同様に以下の式 3-1 を用い

て解析を行った。 

     tktkt ssff   expexp)( 


  (式 3-1) 

ここで、θ(t)は反応時間 t における CD 値、θ∞は反応が平衡に達した時点での CD 値で、θf、θsは

それぞれ速い反応相と遅い反応相での振幅である。kf、ksはそれぞれ速い反応相と遅い反応相の

速度定数である。また、β は引き伸ばし因子とよばれ速度定数が時間に依存して変化することを表

す(β=1 の場合は単一の指数関数的速度過程になる)。解析の結果、βは 1 に近い値を示した。以

前の柴山による研究でもCDによって観測した場合、速い速度相の βは 1に近い値を示していた。

したがって、これ以降はβを1に固定して解析を行った。測定を行ったすべての波長でこの理論曲

線は実験データとよく一致し、3 分後のスペクトルで表される中間体が速い速度相によって形成さ

れることがわかった。さらに、このスペクトルは以前の研究で観測されているゲル中での初期中間

体のものとよく似ていた(61)。これらスペクトルは溶液中ではサブミリ秒の時間領域で蓄積するバ

ースト相中間体のものとよく似ている(90, 91)。CYTの初期中間体では主要な 3 本の αヘリックス
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が部分的に形成されていることがパルス的水素交換実験からわかっている(15)。 

 次に得られた理論曲線を t = 0に外挿した結果、CD 値は 酸変性状態の値を下回っていた(図

3-3 の丸、図 3-4(a))。これは、測定の不感時間内にさらに別の反応相が存在していることを示して

いる。柴山による以前の研究でも同様の CD値の変化が測定の不感時間内に観測されており、蛍

光と紫外光吸収による測定の結果から変性状態における His18 のヘムへの配位によるものである

ことがわかっている(61)。 

 以上の結果から、本実験で用いたゲル中でのリフォールディング実験が、標準的な方法で得ら

れたゲル中でのリフォールディング実験と同様の結果をもたらすことが確認できた。 

 

3.2.2. ELGのフォールディング反応 

 ELG のフォールディング反応は GdnHCl 濃度を 6M から 0M へジャンプさせることで誘起した。

図3-5にゲル中でのELGのフォールディング反応における遠紫外CDスペクトルの変化を示した。

リフォールディング反応開始 3分後の CDスペクトルは天然状態に比べて大きい強度を示し、その

後、時間経過とともにゆっくりと天然状態に近づいていった。図 3-6(a)にフォールディング反応開

始後 5 秒から 3 分までの CD強度の変化を示す。観測されたリフォールディング反応曲線は一つ

の反応相をもつと仮定し、以下の式 3-2を用いて解析を行った。 

)exp()( tkt ff        (式 3-2) 

ここで、θ(t)は反応時間 t における CD 値、θ∞は反応が平衡に達した時点での CD 値で、θf、kfは

それぞれ初期反応における振幅と速度定数である。測定を行ったすべての波長でこの理論曲線

は実験データとよく一致し、3分後のスペクトルで表される初期中間体が単一の指数関数で表され

る速度過程で形成されることがわかった。次に得られた理論曲線を t = 0に外挿した結果、CD 値

は変性状態の値を下回っていた(図 3-5 の丸、図 3-6(a))。これは、測定の不感時間内にさらに別

の反応相が存在していることを示している(3.3.2.参照)。 

CD ストップトフロー法を用いたリフォールディング実験からは、ELG は不感時間内(< 25ms)に

非天然の α ヘリックスをもつ中間体が蓄積すること、また、そのバースト相中間体は酸変性によっ
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て生じるモルテングロビュール状態と等価な構造であることが明らかになっている(77, 92)。プロリ

ン置換変異体を用いた酸変性状態の構造の研究からは、これらの非天然の α ヘリックスは、天然

構造における H ストランドから α ヘリックスの N 末端をつなぐ領域に形成することがわかってい

る(92, 93)。本実験の結果、リフォールディング開始 3分以内に蓄積する初期中間体の CD スペク

トルはゲル中の酸変性状態と一致しており、その形状から非天然の αヘリックスを形成していること

が示された(図 3-5)。したがって、これらの結果から、ゲル中で観測されたこの初期中間体は溶液

中でのバースト相中間体に対応すると考えられる。 

 

3.2.3. HTLのフォールディング反応 

HTLのフォールディング反応は GdnHCl濃度を 6Mから 0Mへジャンプさせることで誘起した。

図 3-7にゲル中での HTLのフォールディング反応における CDスペクトルの変化を示した。また、

図 3-8(a)にフォールディング反応開始後 5秒から 3分までの CD強度の変化を示す。観測された

リフォールディング反応曲線は一つの反応相をもつと仮定し、ELG と同様に式 3-2 を用いて解析

を行った。測定を行ったすべての波長で式3-2で表されるこの理論曲線は実験データとよく一致し、

3 分後のスペクトルで表される初期中間体が単一の指数関数で表される速度過程で形成されるこ

とがわかった。次に得られた理論曲線を t = 0に外挿した結果、CD 値は変性状態の値を下回っ

ていた(図 3-7 の丸)。これは、測定の不感時間内にさらに別の反応相が存在していることを示して

いる(3.3.2.参照)。 

HTLは ELGと相同なタンパク質で、天然状態で ELGとよく似た構造を持つにもかかわらず、溶

液中のフォールディング実験で観測されるバースト相中間体は非天然の αヘリックスを形成しない

ことがわかっている。これらの中間体の二次構造の違いはアミノ酸配列の α ヘリックス形成傾向に

原因があると考えられている。また、HTL のバースト相中間体の CD スペクトルは 215nm 付近と

230nm付近にそれぞれ特徴的な極小と極大を示し、部分的に天然様のβシート構造を持っている

ことが示唆されている。 

興味深いことに、溶液中では酸変性状態と一致するスペクトルをもつ中間体はみられていない

にもかかわらず(78)、本実験で観測されたフォールディング開始 3分後の CD スペクトルはゲル中
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での酸変性状態のものとよく一致した(図 3-7)。また、その形状は溶液中で観測されているバースト

相中間体のものとは異なり、215nm 付近の極小と 230nm 付近の極大はみられなかった。その後、

CD スペクトルは時間経過とともにゆっくりと天然状態に近づいていった。 

 

3.2.4. BLAのフォールディング反応 

 BLA のフォールディング反応は GdnHCl 濃度を 6M から 0M へジャンプさせることで誘起した。

図 3-9にゲル中での BLAのフォールディング反応における CDスペクトルの変化を示した。また、

図 3-10(a)にフォールディング反応開始後 5秒から 3分までのCD強度の変化を示す。観測された

リフォールディング反応曲線は一つの反応相をもつと仮定し、式 3-2を用いて解析を行った。測定

を行ったすべての波長で式 3-2 で表される理論曲線は実験データとよく一致し、3 分後のスペクト

ルで表される初期中間体が単一の指数関数で表される速度過程で形成されることがわかった。次

に得られた理論曲線を t = 0に外挿した結果、CD 値は変性状態の値を下回っていた(図 3-9の

丸)。これは、測定の不感時間内にさらに別の反応相が存在していることを示している(3.3.2.参

照)。 

溶液中のフォールディング実験で観測される BLA のバースト相中間体は酸変性状態と等価な

中間体であることが知られている(79, 80)。酸変性状態は、α ドメインのみが形成されたモルテング

ロビュール状態であることが知られている(94)。また、パルス的水素交換実験から、バースト相中間

体では α ドメイン中の αヘリックスが形成していることがわかっている(94)。 

 ゲル中で観測された BLA の初期中間体のスペクトルはゲル中での酸変性状態のものと一致

した(図 3-9)。さらにこれらのスペクトルは以前に溶液中で観測されたバースト相中間体および酸

変性状態とよく似た特徴を示した(80)。これらのことから、ゲル中で観測された BLAの初期中間体

は溶液中のバースト相中間体に対応する中間体であると考えられる。その後、CD スペクトルは時

間経過とともにゆっくりと天然状態に近づいていった。 

 

3.2.5. LYZのフォールディング反応 

LYZのフォールディング反応は GdnHCl濃度を 6Mから 0Mへジャンプさせることで誘起した。
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図 3-11にゲル中でのLYZのフォールディング反応におけるCDスペクトルの変化を示した。また、

図 3-12(a)にフォールディング反応開始後 5秒から 3分までのCD強度の変化を示す。観測された

リフォールディング反応曲線は一つの反応相をもつと仮定し、式を用いて解析を行った。測定を

行ったすべての波長で式 3-2 で表される理論曲線は実験データとよく一致し、3 分後のスペクトル

で表される初期中間体が単一の指数関数で表される速度過程で形成されることがわかった。次に

得られた理論曲線を t = 0 に外挿した結果、CD 値は変性状態の値を下回っていた(図 3-11 の

丸)。これは、測定の不感時間内にさらに別の反応相が存在していることを示している(3.3.2.参

照)。 

LYZはBLA と相同タンパク質であり、互いによく似た天然構造をもち、アミノ酸配列の相同性も

高い。しかし、BLA が変性剤による変性平衡の中でモルテングロビュール状態の存在を示すの

に対し、LYZ は協同的な二状態の変性転移を示す(79, 80, 95)。また、BLA が酸性 pH でモル

テングロビュール状態となるのに対し、LYZ は酸性 pH でも天然構造が安定でモルテングロビュ

ール状態は観測されない。このような違いがあるがバースト相中間体の構造の特徴は互いによく

似ていることが知られている(79, 80)。 

 フォールディング反応開始 3 分後のスペクトルは以前に酸性溶液中でのフォールディング反応

で観測されたバースト相中間体とよく似ていた(図 3-11)(80)。したがって、ゲル中で観測された

LYZ の初期中間体は溶液中のバースト相中間体に対応する中間体であると考えられる。その後、

CD スペクトルは時間経過とともにゆっくりと天然状態に近づいていった。 

 

3.3. 考察 

3.3.1. シリカゲル中でのフォールディング反応の特性 

以上の結果より、本研究で用いたすべてのタンパク質のフォールディング速度がシリカゲル中

で大幅に遅くなることがわかった。CYT の場合で考えると、溶液中ではフォールディング反応開始

後数百マイクロ秒以内に形成される中間体(90, 91)が、ゲル中では100秒程度で形成されているこ

とから、106倍以上遅くなっていると考えられる。 

HTL を除くすべてのタンパク質で、溶液中で観測されているバースト相中間体とよく似た CD ス



32 
 

ペクトルの特徴を示す初期中間体がゲル中で観測された。また、ELGとBLAにおいては、初期中

間体と酸変性状態の CD スペクトルが重なることから、溶液中と同様にこれら 2つの状態は等価な

構造であることが示された(77, 79, 80, 92)。これらの事実は、シリカゲル中おいてもフォールディン

グ反応の特性は保持されていることを示唆している。しかし、2章で述べたように ELG と BLAの酸

変性状態のスペクトルは溶液中で観測されているものと比べて特徴は保持されているものの、二

次構造含有量が減少していることを示した(図 2-2、2-4)。これは中間体が天然状態に比べて安定

性が低く、ゲルマトリックスの影響によって不安定化したためだと考えられる。ファネル・モデルでい

えば、浅く広いエネルギーの谷間に位置している中間体構造のアンサンブルがゲルマトリックスの

影響によりシフトとして捉えることができる。また、スペクトルの特徴が保持しているということは、シリ

カゲル中と溶液中での中間体構造のアンサンブルの間で共通した構造が保持されていることを表

していると考えられる。もし、中間体構造の不安定化が、2.3.1 で述べたように、水の構造化によっ

てもたらされているならば、水の構造化を妨げるような溶質を加えることで、ゲル中でも溶液中と同

様の CD スペクトルを示す中間体状態をつくることができるかもしれない。今後の実験で、そのよう

なリフォールディング緩衝液の条件を検討する必要がある。 

一方、HTLではゲル中で観測された初期中間体のCDスペクトルは溶液中で観測されているバ

ースト相中間体のものとは、形状の特徴が異なっており(図 2-3、参考文献 78の Figure 2A) 、二次

構造の含有量が少ないことを示していた。HTL の溶液中で観測されているバースト相中間体の

CDスペクトルは 215nm付近と230nm付近にそれぞれ特徴的な極小と極大を示し、部分的に天然

様の β シート構造を持っていることが示唆されている(78)。また、芳香族アミノ酸(96-98)やジスルフ

ィド結合(98, 99)も 220 ~230nm付近に正の CDバンドを生じることが知られている。したがって、溶

液中で観測されている CD スペクトルとゲル中のものが異なることから、ゲル中で観測された初期

中間体は、ゲルマトリックスの及ぼす影響によって構造が変化している可能性が考えられる。しか

し興味深いことに、溶液中では酸変性状態と一致するスペクトルをもつ中間体はみられていない

にもかかわらず(78)、ゲル中での初期中間体の CD スペクトルは酸変性状態のものとよく一致した。

多くのタンパク質でフォールディングの初期中間体が平衡論的に観測されるモルテングロビュー
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ルと等価な構造であること(18, 19)と合わせて考えると、観測された中間体はフォールディング反応

の初期段階で形成される中間体であると考えられる。また、別の可能性として、ゲル中で観測され

たHTLの初期中間体は、ゲル中の環境によってフォールディング速度が遅くなった結果みられた

β シート構造が形成される以前の中間体であることも考えられる。一般的に、β シート構造はポリペ

プチド鎖上、遠位の相互作用によって形成されるため、α ヘリックスの形成に比べて長い時間がか

かると考えられている(100, 101)。あるいは、溶液中で観測されているバースト相中間体は分子間β

シート構造を形成した会合体である可能性も考えられる。今後、溶液中においてもゲル中で観測

されたものと同様の初期中間体が存在するのか明らかにされるべきである。 

 

3.3.2. シリカゲル中でのバースト相 

 本研究で用いたすべてのタンパク質のリフォールディング反応において、測定の不感時間内に

さらに速い反応相が存在していることが示された(図 3-3~3-12)。柴山による以前の研究から、CYT

の不感時間内の反応は pHの上昇に伴う変性状態中のHis18のヘムへの配位であることがわかっ

ている(61)。一方、ELG、HTL、BLA、LYZ で観測された不感時間内の変化は GdnHCl 濃度の変

化に伴って起きる変化であると考えられる。多くのタンパク質で、変性状態の CD 強度は変性剤濃

度に対して直線的に変化することが知られている。また、これらの CD強度の依存性は、変性状態

のアンサンブルの分布が変性剤濃度によって変化するために生じると考えられている。一般的に、

高濃度変性剤溶液中ではポリペプチド鎖と溶媒間の引力がポリペプチド鎖内の引力を上回るた

めポリペプチド鎖は広がった構造をとり、逆に、低濃度変性剤溶液、あるいは変性剤を含まない溶

液中ではポリペプチド鎖内の引力がポリペプチド鎖と溶媒間の引力より勝るため、ポリペプチド鎖

はコンパクトな構造をとる(102-105)。したがって、変性剤濃度に対して傾きをもった変性状態の

CD 強度を直線的に 0M に外挿した CD 値は、変性剤非存在下におけるコンパクトに凝縮した変

性状態の値であると考えられる。本実験でELG、HTL、BLA、LYZに対して観測された、CD の初

期値は、以前の研究でそれぞれのタンパク質に対し予想された変性剤非存在下における変性状

態のCD値と近い値であった(222nmにおいて、ELG(77) : -6,000 deg·cm2/dmol、HTL(78) : -3,000 

deg·cm2/dmol、BLA(80) : -4,200 deg·cm2/dmol、LYZ(79) : -3,700 deg·cm2/dmol)。したがって、ゲ
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ル中で観測されたCD値の不感時間内の変化(U → U’)は、変性剤濃度の減少によるポリペプチ

ド鎖の凝縮を反映しているのかもしれない。今後、このこと確認するためには蛍光プローブや X線

小角散乱法などを用いて直接、分子半径の変化を観測する必要がある。また、ジスルフィド結合

や芳香族アミノ酸も遠紫外領域の CDに寄与することが知られているので(96-98)、U → U’の CD

値の変化はこれらアミノ酸の周辺での構造変化やタンパク質内部への埋没も同様に寄与している

可能性がある。 

 

3.3.3. フォールディング初期段階のキネティクス 

 3.3.2で述べたように、観測されたフォールディングの初期反応は変性状態(U’)から始まっている

ことが示唆された。したがって、それに引き続く単一の指数関数で表される速度過程は U’からフォ

ールディング初期中間体への転移反応であると考えられる(U’ → I)。一般的に、自由エネルギー

障壁によって隔てられた二状態間の転移の速度過程は単一指数関数で表される。したがって、本

実験の結果は、フォールディング初期中間体が変性状態と自由エネルギー障壁によって隔てら

れた状態であることを示している。しかし、理論的な研究からは、エネルギー障壁のないフォール

ディング反応(ダウンヒル・フォールディング)においても、エネルギー障壁をもつフォールディング

反応と同様に単一指数関数的な速度過程が観測される可能性が指摘されており、速度過程のみ

からこれらを見分けることが難しいことが示されている(106)。 

 ここで一つ注意しておきたいことは、今回 BLA で観測されたリフォールディング反応  (図

3-10(a))と、図 3-1で示したシリカゲルからのGdnHClの拡散が互いに似た時間で起きていることで

ある。この結果は、観測されたリフォールディング反応曲線が、ゲルからの GdnHCl の拡散を反映

している可能性を示唆する。仮にそうであるとするならば、それぞれのタンパク質で観測されたリフ

ォールディング反応曲線の速度定数や 5 章で示す初期反応の活性化エネルギーの値は一致す

るはずである。しかし、実際にはリフォールディング反応の速度定数や初期反応の活性化エネル

ギーの値はそれぞれのタンパク質で異なっていた。また、BLA以外のタンパク質では観測されたリ

フォールディング反応の時間は GdnHCl の拡散よりも長かった(図 3-4(a)、3-6(a)、3-8(a)、3-12(a))。

これらのことから、今回観測された指数関数で表される反応曲線はリフォールディング反応を反映
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k k 

k k 

していると考えられる。もちろん、完全には GdnHCl の拡散を反映している可能性を除外できない

ため、今後ゲルを薄くしたり、スターラーを用いるなど拡散時間を短くするための工夫をして実験を

行いたい。 

 

3.3.4. 初期中間体における二次構造形成 

 BLAおよび ELGでは、プロリン変異導入によって酸変性状態中の二次構造が部位特異的に壊

れることが報告されている(93, 107)。また、BLAの酸変性状態が非協同的に壊れることが NMRを

用いた実験からわかっている(87, 108)。これらの事実は、中間体の形成には複数の経路が存在す

ることを示唆している。一般的にフォールディン経路に複数の経路が存在する場合、観測される反

応は複数の指数関数からなる速度過程となるため、本研究において初期中間体の形成が単一指

数関数的な速度過程として観測された結果と矛盾しているようにみえる。この矛盾を説明する一つ

の例として、初期中間体中の二次構造の形成速度がすべて同じである可能性が考えられる。 

 まず簡単のために、フォールディング反応において初期中間体(A)が以下のように 2つの経路を

通って形成されると考える。 

U

I1

I2

A

 

ここで、U は二次構造をもたない変性状態、I1と I2は A の二次構造をそれぞれ相補的に(例えば

I1は A の二次構造を 30%、I2はそれ以外の 70%を)形成している中間体である。このとき、速度式

は以下のように表される。 

    




d(U)

dt
 2k(U)

    (式 3-3) 

    



d(I1)

dt
 k(U)  k(I1)

   (式 3-4) 

    



d(I2 )

dt
 k(U)  k(I2 )

   (式 3-5) 

    



d(A)

dt
 k(I1) k(I2 )

   (式 3-6) 
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

(U) (I1) (I2 ) (A) 1   (式 3-7) 

これらの速度式の解は以下のようになる。 

    



(U)  e2kt

    (式 3-8) 

    



(I1)  (I2 )  ekt(1ekt)   (式 3-9) 

    



(A) 1ekt(ekt 2)   (式 3-10) 

A の CD 強度を[θ]とすると、CD 強度は各状態で形成されている二次構造の量に比例するため、

I1 と I2の CD強度はそれぞれ 0.3 [θ]、0.7 [θ]で与えられる。すると、ある時間 tで観測される CD

強度[θ]obsは、 

kte



1

)A]([)I]([7.0)I]([3.0][ 21obs 

   (式 3-11) 

となり、Aの形成が単一指数関数的な速度過程として表されることが予想される。 

 以前の研究では CYT のシリカゲル中でのリフォールディング反応において初期中間体の形成

過程を式 3-1 を用いて解析した結果、CD を用いて観測した場合は βは 1に近い値を示したのに

対し、蛍光や吸光度の変化で観測した場合 βは有意に 1よりも小さい値であった(61)。また溶液中

の実験でも、低温条件下(－35から 5 °C)でCYTと LYZのフォールディング初期段階の蛍光変化

が引き延ばされた指数関数として観測されている(109)。これは、リフォールディング反応における

構造変化に伴った蛍光や吸光度の変化が直線的でないためではないかと考えられる。例えば、

蛍光のエネルギー移動効率はエネルギーを受け渡すドナー分子とエネルギーを受け取るアクセ

プター分子間の距離の6乗に反比例する。したがって、リフォールディング反応における蛍光強度

はドナー分子とアクセプター分子間の距離が短くなると急激に減少すると考えられる。特にフォー

ルディング初期段階のように分子半径の変化が著しい反応では、このような現象がみられると考え

られる。さらにシリカゲル中や低温条件下でフォールディング反応速度が遅くなっている場合、よ

顕著になると考えられる。 
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図 3-1. シリカゲルからの GdnHClの拡散測定 

各時間での GdnHCl濃度 は 207.5nmでの UV吸収から求めた。GdnHClの拡散は図 3-2のよう

に組み立てたセル内に 3.6 mlの DWを注ぐことで開始した。最初の 5秒間はピペッティングを行

い、UV吸収の測定時は図 2‐1(b)のように石英プレートでカバーした。
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図 3-2. 石英 3面セルの模式図 
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図 3-3. CYTのゲル内でのリフォールディング反応における CD スペクトルの時間変化 

0.2M リン酸（pH1.8、25°C）で酸変性させた後、0.5M リン酸カリウム緩衝液 （pH4.5、25°C）でリフ

ォールディングを行った。 

0秒の CD値は各波長で観測したリフォールディング反応曲線から求めた。 
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図 3-4. (a) CYT のゲル中でのリフォールディング反応曲線(上)と理論曲線からの残差(下) 

10秒から 3分までの反応を 220nmの CD強度の変化で観測した。   

理論曲線は式 3-1を用いた解析から得られた(βは 1に固定)。 

(b) 各波長で観測されたリフォールディング初期反応の速度定数  

各波長で観測された速度定数 kfを丸で示した。水平線は速度定数の平均値を表す。 
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図 3-5. ELGのゲル内でのリフォールディング反応における CD スペクトルの時間変化と酸 

変性状態の CD スペクトル 

リフォールディングは1M リン酸カリウム緩衝液（pH4.2、25°C）、変性は6M GdnHCl、1M リン酸カ

リウム緩衝液（pH4.2、25°C）で行った。酸変性状態 (0.2M リン酸、pH 1.8)は紫色で示した。 

0秒の CD値は各波長で観測したリフォールディング反応曲線から求めた。 
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図 3-6. (a) ELG のゲル中でのリフォールディング反応曲線(上)と理論曲線からの残差 (下) 

5秒から 3分までの反応を 220nmの CD強度の変化で観測した。   

(b) 各波長で観測されたリフォールディング初期反応の速度定数  

各波長で観測された速度定数 kfを丸で示した。水平線は速度定数の平均値を表す。 
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図 3-7. HTLのゲル内でのリフォールディング反応における CD スペクトルの時間変化と酸 

変性状態の CD スペクトル 

リフォールディングは 0.2M リン酸カリウム緩衝液（pH 7.0、25°C）、変性は 6M GdnHCl、0.2M リン

酸カリウム緩衝液（pH 7.0、25°C）で行った。酸変性状態 (0.2M リン酸、pH 1.8)は紫色で示した。 

0秒の CD値は各波長で観測したリフォールディング反応曲線から求めた。 
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図 3-8. (a) HTL のゲル中でのリフォールディング反応曲線(上)と理論曲線からの残差 (下) 

5秒から 3分までの反応を 220nmの CD強度の変化で観測した。   

(b) 各波長で観測されたリフォールディング初期反応の速度定数  

各波長で観測された速度定数 kfを丸で示した。水平線は速度定数の平均値を表す。 
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図 3-9. BLAのゲル内でのリフォールディング反応における CD スペクトルの時間変化と酸 

変性状態の CD スペクトル 

リフォールディングは 0.2M リン酸カリウム緩衝液 （pH 7.0、25°C）、変性は 6M GdnHCl、0.2M リ

ン酸カリウム緩衝液 （pH 7.0、25°C）で行った。酸変性状態 (0.2M リン酸、pH 1.8)は紫色で示し

た。 

0秒の CD値は各波長で観測したリフォールディング反応曲線から求めた。 
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図 3-10. (a) BLA のゲル中でのリフォールディング反応曲線(上)と理論曲線からの残差 (下) 

5秒から 3分までの反応を 220nmの CD 強度の変化で観測した。   

(b) 各波長で観測されたリフォールディング初期反応の速度定数  

各波長で観測された速度定数 kfを丸で示した。水平線は速度定数の平均値を表す。 
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図 3-11. LYZのゲル内でのリフォールディング反応における CD スペクトルの時間変化 

リフォールディングは 0.2M リン酸（pH 1.8、25°C）、変性は 6M GdnHCl、0.2M リン酸溶液（pH 

1.8、25°C）で行った。 

0秒の CD値は各波長で観測したリフォールディング反応曲線から求めた。 
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図 3-12. (a) LYZ のゲル中でのリフォールディング反応曲線(上)と理論曲線からの残差 (下) 

5秒から 3分までの反応を 220nm の CD 強度の変化で観測した。   

(b) 各波長で観測されたリフォールディング初期反応の速度定数  

各波長で観測された速度定数 kfを丸で示した。水平線は速度定数の平均値を表す。 
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4章 ELG 変異体 A123Tのシリカゲル中でのフォールディング反応 

3章で述べた初期中間体における二次構造形成モデルが妥当であるかを検証するために、

ELGの初期中間体中の非天然 αヘリックスを不安定化するように設計した変異体を作製し、その

初期中間体形成速度をシリカゲル中で調べることにした。もし上記のモデルが正しければ野生型

と変異体で観測される初期中間体の形成速度は同じになると期待される。 

ELGのプロリン置換変異体を用いた酸変性状態の構造の研究から、これらの非天然の αヘリッ

クスは、天然構造における H ストランドからαヘリックスの N 末端をつなぐ領域に形成することが

わかっている(93)。本実験ではこの非天然 αヘリックスを特異的に破壊するために、ヘリックス形成

傾向の高い123番目のAlaを βシート形成傾向の高いThrに置換した変異体A123Tを作製した。

A123Tの安定性は溶液中での尿素変性転移によって測定した。さらに、フォールディング初期段

階の二次構造形成のモデルについて知見を得るために、A123Tのシリカゲル中でのフォールディ

ング反応を観測し、野生型の結果と比較した。 

 

4.1. 方法 

4.1.1. 変異体 A123Tの発現、精製 

 変異体A123Tの発現菌体は以前中川によって作製されたものを使用した。-80°Cで冷凍保存し

ておいた A123Tの発現菌体を 40mlの LB/Ampに懸濁し、37°C、130rpmでオーバーナイトで振

盪培養した。その後、全量の培養液と 16mlの 100mMのイソプロピル-β-チオガラクトピラノシド

(IPTG)を 4lのLB/Ampに加えて、37°C、130rpmでオーバーナイトで振盪培養した。培養液を 4°C

で 4500rpmで 10分間遠心し集菌した。集菌した菌体はリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄後、

200mlの PBSを加えて、超音波で破砕した。破砕液を 4°C 、12,000rpmで 10分間遠心し、沈殿

を回収した。回収した沈殿に PBS 9ml、10% Triton X-100を 1ml加え懸濁し、4°C、9000rpmで 15

分遠心し、上澄みを取り除いた。この操作を 2回繰り返し、遠心後の沈殿を 8M Urea/50mM 

Tris-HCl(pH8.0)で懸濁した。懸濁を 9000rpm、20℃、15min遠心し、上澄みを 500mlの Refolding 

buffer(50mM Tris-HCl(pH8.0)、0.5mM ヒドロキシエチルジスルフィド(HED)、5mM β-メルカプトエ

タノール(β-ME) (nacalai tesque))に希釈した。希釈後、室温で 1時間ゆるやかに攪拌した。この溶
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液を 50mM Tris-HCl(pH8.0)で平衡化した DEAE-sepharoseにアプライし、0~0.3Mの NaClのグラ

ジエントをかけ溶出した。A123Tを含むフラクションを回収し DWで透析後、透析液に NH4HCO3

を 5mMになるように加え、同じく 5mM NH4HCO3で平衡化した Sephacryl S-100カラムに 4°C下

でアプライし、溶出した。A123Tを含むフラクションを回収し、Tris-HClを 20mM、pH8.0になるよう

に加えて、20mM Tris-HCl (pH8.0)で平衡化したQ sepharoseにアプライした。0~0.5M NaClのグラ

ジエントをかけて溶出し、A123Tを含むフラクションを回収して、DWで透析を行った。透析後、真

空凍結乾燥機で凍結乾燥し、-30°Cで保存した。精製後のタンパク質の純度は、逆相 HPLC、

SDS-PAGE、Narive-PAGEを用いて確認した。 

 

4.1.2. A123Tの尿素変性転移 

 A123Tの安定性を調べるために溶液中での尿素変性転移を行い、その結果を以前に藤原らに

よって得られた野生型の尿素変性転移の結果と比較した。尿素変性転移は 0Mから 6Mの尿素を

含む 50mM ギ酸カリウム緩衝液(pH4.0、25°C)中での CD スペクトルを測定することで調べた。可

逆性の確認は天然状態から変性状態への転移と逆方向の転移の値が一致していたことから確認

した。尿素濃度は、アツベ屈折計(Shimadzu)を用いて決定した。また、タンパク質濃度は A123T

の吸光係数を野生型と同じ ε280 = 12,000 M-1 cm-1として UV吸収スペクトルから算出した。293nm

と 222nmの測定値を尿素濃度に対してプロットした。 

 

4.1.3. A123Tのシリカゲルへの封入およびリフォールディング反応の測定 

 A123Tのシリカゲルへの封入、変性反応、CDの測定は野生型と同様に行った(2、3章参照)。ま

た、リフォールディング反応は 25°Cで、野生型と同様の条件で行った(3章参照)。 

 

4.2. 結果 

4.2.1. A123Tの安定性の評価 

溶液(50mM ギ酸カリウム緩衝液(pH4.0、25°C))中における近紫外(250から 350nm)と遠紫外

(200から 250nm)の CDスペクトルは野生型のものと非常によく一致した(図 4-1)。このことから、

A123Tの天然構造は野生型と同様であることがわかった。293nm と 222nmによって測定した尿素



51 
 

による変性転移曲線を図 4-2に示した。293nmでの測定結果は、二状態的な転移であったのに対

し、222nmで測定した場合、3.5M付近の尿素濃度で天然状態よりも大きな CD強度がみられたこ

とから、非天然の αヘリックスをもつ中間体が蓄積することが示された。したがって、転移は天然状

態、中間体状態、変性状態の三状態転移と仮定し、293nm と 222nmで観測した転移曲線を以下

の式(4-1)を用いて、グローバル・フィッティング解析し、熱力学的なパラメーターを得た。 

 

})/{(exp})/{(exp1

})/exp{(})/exp{( 
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22
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   (式 4-1) 

 

ここで、θobsは観測される CD値で、θN、θI、θUはそれぞれ天然状態、中間体状態、および変性状

態状態における CD値である。
OH

NU
2G および

OH
IU

2G はそれぞれ天然状態↔変性状態、中間体状

態↔変性状態間の自由エネルギーの差で、mNU、および mIUはそれぞれ
OH

NU
2G と

OH
IU

2G の変性

剤濃度依存であるとともに、転移の協同性を表す指標である。 また、222nmにおける θUは尿素

濃度 cに対して直線的な依存性を示すと仮定され、以下の式 4-2 ように表される。 

 

c U
OH

UU
2     (式 4-2) 

 

OH
U

2 は変性剤非存在下における変性状態の CD値で ΔθUは尿素濃度 cに対する依存を表す。

得られた A123Tの熱力学的パラメーターと以前に得られている野生型とものを表 4-1にまとめて

示した。A123Tの
OH

NU
2G は野生型に比べて小さくなっていることから、天然状態の安定性が変異

によって低くなっていることがわかった。一方、中間体状態の安定性では、大きな変化はみられな

かった。 
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4.2.2. シリカゲル中での A123Tの構造 

シリカゲル中での A123Tの天然状態、酸変性状態、および変性状態 CD スペクトルと、野生型の

スペクトルと比較した(図 4-3)。その結果、観測された A123Tの天然条件下の CD スペクトルはわ

ずかな違いはみられたものの、野生型の天然構造のスペクトルとよく一致した。これらの結果から、

A123Tは野生型と同様の天然構造を保っていることが確認された。わずかなスペクトルの違いは

A123Tの天然状態の安定性が変異によって野生型に比べ低下したためだと考えられる(表 4-1)。

一方、A123Tの酸変性状態の CD スペクトルは 220nm付近の強度が野生型に比べて大きく減少

し、200nm付近の強度が増加していた。また、220nmのCD値は天然状態と近い値であった。した

がって、A123Tでは、酸変性状態 H ストランド領域に形成される非天然 αヘリックスが変異によっ

て壊れていることが示された。また、変性剤による変性では、CD スペクトル結果から、A123Tは野

生型と同様に変性していることが示された。 

 

4.2.3. シリカゲル中での A123Tのフォールディング反応 

 A123Tのフォールディング反応はGdnHCl濃度を 6Mから 0Mへジャンプさせることで誘起した。

図 4-4にフォールディング反応開始後 5秒から 3分までの CD強度の変化を示す。また、3分後

の CD スペクトルを図 4-5に示した。 

観測されたリフォールディング反応曲線は一つの反応相をもつと仮定し、野生型と同様に式 3-2を

用いて解析を行った。観測された反応曲線はこの理論曲線とよく一致し、求められた速度定数は

野生型と非常に近い値であった(野生型 : 4.65×10-2 s-1、A123T : 4.14×10-2 s-1)。また、3分後の

スペクトルで表される初期中間体が単一の指数関数で表される速度過程で形成されることがわか

った(図 4-4)。さらに、野生型でも示されたように、リフォールディング反応開始 3分後の CDスペク

トルはゲル中の酸変性状態のものと一致していた(図 4-5)。したがって、ゲル中で観測された

A123Tの初期中間体は酸変性状態と等価な構造であることが示された。また、このことは速度論

的に形成される非天然 αヘリックスが H ストランド領域に形成されていることを明らかにしている。 
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4.3. 考察 

 本実験の結果、ELGの初期中間体において非天然 αヘリックスがHストランド領域に形成される

ことが明らかになった。また、野生型とA123Tで観測されたフォールディング初期段階の速度は互

いに近い値であった。このことは、初期中間体における二次構造要素の形成は互いに非協同的

に起こるにも関わらず近い速度定数をもっていることを示唆しており、3章で示した初期中間体に

おける二次構造形成のモデルの妥当性に実験的な根拠を与えると考えられる。また、A123Tが可

逆的に野生型と同様の天然構造にリフォールディングすることから、ELGで形成される非天然αヘ

リックスはフォールディング反応において必須ではないこと示された。同じくリポカリンファミリーに

属する HTLが非天然 αヘリックスを形成せずに、しかも ELG よりもすばやくフォールディングする

ことが塚本らによる実験から明らかになっており(78)、同様の可能性が示されている。 
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図 4-1. A123T と野生型の天然状態における、(a)近紫外および(b)遠紫外 CD スペクトル 

野生型のスペクトルを青、A123Tのスペクトルを赤で示した。 

測定条件は 50mM ギ酸カリウム緩衝液(pH4.0、25°C)である。 
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図 4-2. A123Tの(a)293nm と(a)222nmの CDによって測定した尿素変性転移 

実線は式 4-1によるフィッティング曲線。算出した熱力学的パラメーターは表 4-1に示した。 

 

 

表 4-1. 変性転移曲線から求めた熱力学的パラメーター 

  ΔG
H20 

NU  (kcal/mol) m
 

NU [kcal/(mol·M)] ΔG
H20 

IU  (kcal/mol) m
 

IU [kcal/(mol·M)] 

A123T 5.94 ± 0.74 1.90 ± 0.21 3.30 ±0.72 0.73 ± 0.20 

WTa 9.83 ± 1.27 2.90 ± 0.31 2.90 ± 1.09 0.74 ± 0.21 

WTb 10.06 ± 0.93 4.74 ± 0.44 3.92 ± 0.74 1.54 ± 0.28 

a 尿素による野生型の変性転移実験から算出された値(77)  

b グアニジン塩酸塩による野生型の変性転移実験から算出された値(77) 
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図 4-3. シリカゲル中における A123T と野生型の遠紫外 CD スペクトル 

A123Tでのスペクトルは実線、野生型のスペクトルは丸印で表した。 

天然状態(青色)は 1M リン酸カリウム緩衝液 (pH 4.2)、変性状態(赤色)は 6M GdnHCl、1M リン酸

カリウム緩衝液 (pH 4.2)、酸変性状態(緑色)は 0.2M リン酸 (pH 1.8)で測定した。 
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図 4-4.  A123T のゲル中でのリフォールディング反応曲線(上)と理論曲線からの残差 (下) 

5秒から 3分までの反応を 220nm の CD 強度の変化で観測した。 

リフォールディングは 1M リン酸カリウム緩衝液 （pH4.2、25°C）で行った。
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図 4-5.  A123Tのゲル内でのリフォールディング反応における CD スペクトルの時間変化と酸 

変性状態の CD スペクトル 

リフォールディングは 1M リン酸カリウム緩衝液 （pH4.2、25°C）、変性は 6M GdnHCl、1M リン酸

カリウム緩衝液 （pH4.2、25°C）で行った。酸変性状態は 0.2M リン酸(pH 1.8)で測定した。 
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5章 アレニウス・プロットによるフォールディング初期段階の活性化エネルギーの解

析 

 3章の実験から、シリカゲル中でのタンパク質のフォールディング速度が溶液中に比べて非常に

遅くなることが示された。その結果、すべてのタンパク質で従来溶液中ではバースト相としてとらえ

ることのできなかったフォールディング初期段階(U’ → I)の速度過程をとらえることができた。また、

それらの反応が単一指数関数として表されることから、U’ → Iの間にエネルギー障壁が存在して

いることが示唆された。本実験ではさらに、フォールディング初期段階におけるエネルギー障壁に

ついて定量的な知見を得るために、初期反応速度の温度依存性を 5~25ºCの間で観測し、アレニ

ウス・プロットを用いて解析した。 

 

5.1. 方法 

5.1.1. 温度別リフォールディング実験 

ゲル試料の作製および、変性反応、CD の測定は 2、3 章と同様に行った。リフォールディング

反応は 5ºC から 25ºC の間で行った。CD220nm で観測した 5 秒から 300 秒までの反応曲線を

3章と同様の理論曲線を用いて解析し、それぞれの温度での U’ → Iの速度定数を算出した。 

 

5.1.2. アレニウス・プロット 

アレニウスの式を以下に示す。 

 

 A
RT

Ea
k lnln     (式 5-1) 

 

 ここで、k は絶対温度 T (K)で観測された反応速度、Eaは反応の活性化エネルギー、A は温度

に依存しない前指数因子、R は気体定数(=8.314×10-3 [kJ/K/mol])である。この式に従って、それ

ぞれの温度で算出された U’ → I の速度定数の対数、を T の逆数に対してプロットし、得られた

直線の傾き－Ea / R から活性化エネルギーを算出した。 
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5.2. 結果 

5.2.1. シリカゲル中におけるフォールディング初期段階の活性化エネルギー 

 まず、シリカゲル中で算出される活性化エネルギーが、ゲルの条件によって変化するかどうかを

確かめるために縮合反応時間の異なる(6 時間と 48 時間)ゲルに CYT を封入し、それらの活性化

エネルギーを比較した。 

 48時間縮合反応を行ったゲル中で観測されたフォールディング速度は、6時間縮合反応を行っ

たゲル中で観測されたものに比べて 2倍程度遅くなった(図 5-1(a))。これは、縮合反応時間によっ

て、ゲルマトリックスの形成の度合いが変わるためであると考えられる。また、それぞれのゲル

での初期中間体の CD スペクトルはわずかに違いがみられたが、これはゲル中で不可逆に変性し

た分子種が存在することや、シリカゲルのマトリックス構造が強化されたことにより中間体が不安定

化された可能性が考えられる。図 5-1(a)にそれぞれのゲルでのアレニウス・プロットを示した。両方

のゲルで速度定数の対数は、T の逆数に対して直線的に変化し、正の活性化エネルギーが

存在すること示唆した。また、それらの活性化エネルギーの値は互いに近かった(表 5-1)。

このことから、ゲル中で観測される活性化エネルギーはゲルの条件によって大きく変化しない

ことが示された。 

つづいてそれぞれのタンパク質のリフォールディング反応を 5ºC から 25ºC の間で行った。シ

リカゲルの縮合反応は 25°Cで ELG、HTL、BLAで 2時間、LYZで 6時間行った。それぞれのタ

ンパク質でのアレニウス・プロットを図 5-1(b)に示した。CYT の場合と同様に、すべてのタンパク質

においてフォールディング初期段階に活性化エネルギーがあることがわかった。それぞれのタン

パク質で算出された活性化エネルギーの値を表 5-1にまとめた。 

 

5.3. 考察 

上記の結果より、CYTの U’ → Iの反応に約 15 kJ/molの活性化エネルギーが存在することが

明らかになった(表 5-1)。以前の秋山らによる連続フロー法を用いた CYT のリフォールディング実

験では、本研究で観測されたU’ → Iの反応に対応する初期反応が 400マイクロ秒以内に起こる

ことが CD スペクトルの変化からわかっている(90)。また、Shastry と Roderによる連続フロー法を用
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いたリフォールディング実験では、この初期反応がおよそ 17,000s-1 速度定数をもつ指数関数とし

て蛍光検出によって観測されており、pH 4.5で 10 °Cから 29 °Cの範囲でアレニウス・プロットを用

いて算出した活性化エネルギーは約 30 kJ/molであった(110)。また、連続フロー法よりも短い不感

時間をもつレーザー温度ジャンプ法を用いたリフォールディング実験では、蛍光検出によってより

速い時間域から初期反応を観測しており、1.5 Mの GdnHCl存在下で 17 °Cから 43 °Cの範囲で

算出された活性化エネルギーは 26から 41 kJ/molであった(111, 112)。本研究においてシリカゲル

中で観測された活性化エネルギーが溶液中に比べわずかに小さかったのは、おそらくシリカゲル

のマトリックスの影響によると考えられる。ただし、一つ留意すべき点は、上記の溶液中での CYT

の活性化エネルギーは蛍光測定によるリフォールディング実験から算出されていることである。蛍

光強度の変化は主に芳香族アミノ酸残基の周囲の環境変化を反映するため、仮に全体の二次構

造量の変化を反映する CDで初期段階を測定した場合、速度定数やそれらの温度依存性(したが

って、それらから算出される活性化エネルギー)が蛍光測定の場合と異なる可能性も十分に考えら

れる。事実、以前の柴山によって観測されたシリカゲル中におけるCYTのU’ → Iは、CD測定の

場合、式の βは 1に近い値を示したが、蛍光と紫外光吸収で測定した場合、βは 0.2から 0.5であ

った(61)。 

中間体を蓄積しない二状態的なフォールディング反応を示すいくつかのタンパク質では、フォ

ールディング反応の活性化エネルギーは 25 °C 付近でおよそ 60 kJ/mol から 160 kJ/mol であり

(113)、これらの値の差と比べると、CYT のシリカゲル中と溶液中で観測された活性化エネルギー

の差は小さいことがわかる。 

CYT以外のタンパク質で算出された U’ → Iの活性化エネルギーは 17 kJ/molから 31 kJ/mol

であった(図 5-1(b)、表 5-1)。αヘリックスなどの二次構造は多くの水素結合の形成を伴うため、CD

測定によって算出されたこれらの値は、初期中間体の二次構造形成過程の活性化エネルギーを

反映している可能性が高い。これを支持する例として、ペプチドを用いたヘリックス－コイル転移

実験で 20 から 70 kJ/mol の活性化エネルギーが報告されている(114-116)。また、17 残基のペプ

チドを用いたループ形成の実験からは 17 から 25 kJ/mol の活性化エネルギーが報告されている
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(117)。しかし、一般的に球状タンパク質の熱容量は温度依存性をもつため、測定する温度範囲に

よって算出される活性化エネルギーも変化する(118)。したがって、本実験で用いたすべてのタン

パク質で観測されたこれらの活性化エネルギーの値の比較やより深い議論をするためにはさらに

広い温度範囲での実験が求められる(本研究で用いたシリカゲルでは高温条件下(> 35 °C)にお

いて再現性の高い結果を得ることができなかった)。 

本研究で観測された活性化エネルギーに、ゲルマトリックスからの寄与が含まれていることは十

分に考えられる。例えば、シリカゲルのマトリックスの表面はフリーのシラノール基によって負電荷

に帯電しているため、タンパク質とシリカゲルの間の静電的な相互作用が存在している可能性が

考えられる。しかし、過去の研究において、シリカゲル中に封入されたタンパク質が溶液中と同等

の速度で回転運動をすることが観測されており(58, 119)、タンパク質－シリカゲル間の直接的な相

互作用は非常に弱いと考えられる。タンパク質－シリカゲル間の間接的相互作用としては、溶媒

の粘度が考えられる。Kramersの理論に基づくとタンパク質のダイナミクスは溶媒との摩擦によって

影響を受けると考えられており(6, 120)、フォールディング反応などの溶液中の反応の速度定数は

溶媒粘度に依存することが予測されている。室温付近で水の粘度はおよそ 17 kJ/molの活性化エ

ネルギーをもつことが知られており(121)、本研究において観測された活性化エネルギーに溶媒粘

度による寄与が含まれている可能性も考えられる。現時点では、この可能性を完全に否定すること

はできないが、いずれにせよ、フォールディング初期段階は活性化エネルギー障壁を横断する反

応であることが示唆される。また、3章で述べたモデルのように複数の経路で初期中間体の二次構

造形成が起こるとすると、本研究において観測された活性化エネルギーは各経路の平均値である

と考えられる。
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図 5-1. (a) CYT のリフォールディング初期反応の速度定数のアレニウス・プロット 

6 時間縮合反応を行ったゲル中(黒)と、48 時間縮合反応を行ったゲル中(青)で観測されたフォー

ルディング初期反応の速度定数。 

(b) ELG(赤)、HTL(橙)、BLA(緑)、LYZ(青) のリフォールディング初期反応の速度定数のアレニ

ウス・プロット 

算出された活性化エネルギーは表 5-1に示した。 

 

 

 

表 5-1. ゲル中で観測されたリフォールディング初期反応の活性化エネルギー 

  (U' → I) 

タンパク質 Ea (kJ mol-1)  

ELG 16.8 ± 2.1  

HTL 17.0 ± 4.6  

BLA 30.6 ± 5.2  

LYZ 20.8 ± 7.3  

CYT 14.4 ± 6.9 a , 15.0 ± 3.1 b 

a 6時間縮合反応を行ったゲル中での活性化エネルギー 
b 48時間縮合反応を行ったゲル中での活性化エネルギー 
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6章 総論 

6.1. シリカゲル・マトリックスのフォールディング反応への影響 

 本研究においても、以前の柴山による研究と同様に、シリカゲルに封入されたタンパク質のフォ

ールディング速度は溶液中に比べて非常に遅くなり、その結果、溶液中ではバースト相として観

測されていた過程を時分割測定することに成功した。HTLでは、CD スペクトルから初期中間体が

酸変性状態と等価であることが示されたが、このような速度論的中間体は溶液中では捉えられて

いない(78)。今後、ゲル中で観測された初期中間体が溶液中で存在するかどうかについてストッ

プトフロー法よりも短い不感時間をもつ連続フローを用いたリフォールディング実験を行うことで明

らかにする必要がある。 

 本研究でみられたようなシリカゲル中での反応速度の遅延効果が、どのようなメカニズムによって

もたらされているのであろうか。シリカゲルがタンパク質分子に及ぼす影響として考えられる原因の

一つに、タンパク質とシリカゲルマトリックス間の静電的な相互作用があげられる。5 章でも述べた

ように、シリカゲルのマトリックスの表面は負電荷に帯電しているため、静電的な相互作用によって

タンパク質分子がトラップされている可能性が考えられる。しかし、もしこのような静電的な相互作

用が遅延効果の原因であるならば、塩基性タンパク質であるCYTと LYZのフォールディング速度

だけが遅くなったはずである。また、過去の研究において、シリカゲル中に封入されたタンパク質

が溶液中と同等の速度で回転運動をすることが観測されており(58, 119)、タンパク質－シリカゲル

間の直接的な相互作用は非常に弱いと考えられる。よって、タンパク質－シリカゲル間の静電的

な相互作用についても主な原因でないと考えられる。 

一般的に、タンパク質のフォールディング速度は遷移状態理論に基づいて次式でうまく近似で

きる。 

 

)exp(
‡

0
RT

G
kk


      (式 6-1) 

 

ここで、前指数因子の k0は自由エネルギー障壁がないときの反応の最大速度を反映している(27)。
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また ΔG‡は活性化自由エネルギーで、活性化エンタルピーΔH‡と活性化エントロピーに ΔS‡分けら

れる。 

 

‡‡‡ STHG       (式 6-2) 

 

また、これを式 6-1に使って、アレニウスの式(5-1)と比較することで、以下の活性化エネルギーと活

性化エンタルピーの関係が導かれる。 

 

    RTHEa 
‡

      (式 6-3) 

 

5 章の結果からわかるように、本研究で観測された活性化エネルギーの値は、溶液中で観測さ

れているタンパク質のフォールディング反応のものと比べて、ゲル中での大幅な反応速度の減少

を説明できる程の大きな差はみられなかった。したがって、シリカゲル中での反応速度の大幅な減

少はエントロピー項に起因する可能性が考えられる。 

系全体のエントロピーはタンパク質分子と水分子の両方からの寄与を含む。タンパク質は広が

った、秩序の乱れた状態すなわち変性状態においてエントロピー的に有利となる。しかし、水分子

は、非極性の物体と接するとその境界において構造化（秩序化）し、エントロピー的に不利になる。

よって、タンパク質は変性状態において露出している疎水性残基の面積を減らすようにコンパクト

になる。このような水を介した効果は疎水的相互作用とよばれ、フォールディング反応の駆動力と

して特に重要な因子である。結局、フォールディング反応の進行にともなうタンパク質分子のエント

ロピーの減少は疎水的相互作用にともなう水のエントロピーの増加によって打ち消されると考えら

れている。 

過去の研究でシリカゲル内からは、疎水的相互作用が溶液中に比べて弱くなっている可能性

が指摘されている(63, 66, 67)。ゲル内ではマトリックス表面において水分子が構造化しているため、

水分子のエントロピーが溶液中と比べて低いと考えられる。したがって、ゲル中では疎水的相互
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作用が弱くなるため、結果的にフォールディング速度が減少するのかもしれない。しかし、疎水的

相互作用が減少した場合、天然状態の安定性も減少すると考えられる。柴山による研究では、シ

リカゲル中では BLG のフォールディング速度は大幅に減少したにもかかわらず、GuHCl による変

性実験の結果からゲル中での BLGの安定性は水溶液中の安定性と近い値であることが示されて

いる(62)。したがって、少なくとも BLG のフォールディング速度の減少は、シリカゲル中での水分

子のエントロピーの変化では説明できない。一方、シリカゲル中への封入による空間の制限は、タ

ンパク質のコンホメーションエントロピーを減少させると考えられる。このようなコンホメーションエン

トロピーの変化に伴う遷移状態の不安定化によって、自由エネルギー障壁が増大し、フォールデ

ィング速度が減速した可能性が考えられる。しかし、遷移状態に比べ変性状態が大きく不安定化

した場合、自由エネルギー障壁は小さくなるため、観測した結果とは逆にフォールディング速度は

増加するはずである。 

式 6-1 においてエンタルピー項やエントロピー項以外で反応速度の大幅な減少を説明できるも

のに、前指数因子があげられる。Kramersの理論に基づくと、タンパク質フォールディングにおける

前指数因子は、溶媒との摩擦などの外部摩擦と、ポリペプチド鎖内の内部摩擦の寄与を含んでお

り、それらの大きさに反比例すると考えられる(120, 122)。したがって、シリカゲル中でのフォールデ

ィング速度の減少はこれらの外部および内部摩擦、またはそのどちらかが増大したことに起因して

いる可能性が考えられる。シリカゲル中でのそのような摩擦の増大の原因は何であろうか。外部摩

擦の増大の原因としては、タンパク質分子とシリカゲルのマトリックスとの非特異的な相互作用が

考えられる。一方、内部摩擦に対しては、狭い空間内への閉じ込めによって､タンパク内部の摩擦

の増大が考えられる。以前のスペクトリンドメインのフォールディング研究で、内部摩擦の増大によ

ってフォールディング/アンフォールディング速度が減少することが報告されている(123, 124)。別

の研究では、シャペニンであるGroEL/ESの空洞内においてロダネーゼのC末端ドメインのフォー

ルディング速度が溶液中よりも遅くなることが報告されており、この現象は空洞内部の壁とタンパク

質の摩擦やタンパク内部の摩擦の増大によることが示唆されている(125, 126)。今後、より詳細な

情報を与えるシミュレーション研究によって、シリカゲル中におけるフォールディング速度減少の
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原因解明に新たな知見がもたらされると期待される。 

 

6.2. フォールディング初期段階におけるポリペプチド鎖の凝縮 

 これまでに多くのタンパク質でフォールディングの初期段階に大規模なポリペプチド鎖の凝縮

が起こることが明らかになっている(21, 103, 105, 127, 128)。このような初期凝縮反応はコンホメー

ション空間を制限することでフォールディング反応を促進していると考えられている。また、しかし 1

章でも述べたように、これまでの方法では時間分解能や S/N 比の制約からこれらの凝縮反応が二

次構造形成に先行して起きるのか、それとも同調して起きるのかについて見分けることは困難で

る。 

本研究では、ELG、HTL、BLA、LYZ のフォールディング初期段階では、まず GdnHCl 濃度の

減少に伴う CD 強度の変化が観測され、変性状態がコンパクトなアンサンブルへと変化する可能

性が示された(3.3.2.参照)。GdnHCl濃度の減少に伴う CD強度の変化がシリカゲル中でも不感時

間内に起きているという結果は、溶液中で変性状態アンサンブルが非常に素速く凝縮する事実と

一致しているようにみえる。CYTでは、混合実験(110, 128, 129)や温度ジャンプ実験(111)で、素速

い凝縮がマイクロ秒域で起こることが明らかになっている。一方、柴山による研究(61)では、ユビキ

チンのゲル中での GdnHCl 濃度ジャンプによるフォールディング実験が行われているが、本研究

で観測されたような不感時間内の CD変化はみられていない。これは過去の研究(130)でユビキチ

ンのフォールディング反応において二次構造形成に先行する凝縮反応が起きなかった結果と一

致している。本研究では分子半径の変化を測定していないが、仮に U → U’における CD 強度

の変化が変性剤濃度の減少によるポリペプチド鎖の凝縮を反映しているならば、本研究の結果は

凝縮反応が二次構造形成に先行することを表していると考えられる。今後、蛍光プローブや X 線

小角散乱法などを用いて直接、分子半径の変化を観測することができるようになれば、フォール

ディング初期段階における凝縮反応と二次構造形成の関係についてより詳細な知見が得られ、そ

の結果として疎水性凝縮モデルとフレームワークモデル(1.2 参照)を見分けることが可能になると

期待される。 
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6.3. フォールディング初期段階における活性化エネルギー 

 本研究の結果、シリカゲル中では従来 CDによる測定ではバースト相中間体として観測される初

期中間体が単一の指数関数で表される速度過程で形成されることが明らかとなった。また、アレニ

ウス・プロットを用いた解析からそれらの反応には活性化エネルギー障壁が存在することが示され

た。これらの結果は、CD の初期値が変性状態からスタートしていたことと合わせると、初期中間体

が変性状態と障壁によって隔てられており、これらの状態の転移は二状態的に起こることを示唆し

ている。このようなフォールディング初期段階における活性化エネルギー障壁がどのようにしても

たらされているのだろうか。中間体を蓄積しない二状態的なフォールディング反応を示すいくつか

のタンパク質のフォールディング反応の活性化エネルギーの値(25 °C付近でおよそ 60 kJ/molか

ら 160 kJ/mol)を考慮すると、本実験で観測した 5 種類のタンパク質のフォールディング初期段階

の活性化エネルギー (25 °C付近でおよそ 15から 31 kJ/mol)は近いことがわかる。このことはフォ

ールディング初期段階における遷移には共通した相互作用が寄与していることを表しているのか

もしれない。式 6-3 で示したように、活性化エネルギーEa は活性化エンタルピーとして近似するこ

とができる。Chan らによる研究からは、多くのタンパク質のフォールディング反応でみられるエンタ

ルピー的な障壁は、ポリペプチド鎖の疎水性領域が協同的に脱水和することに起因していること

が示されている(113, 131, 132)。 

 

6.4. まとめと展望 

 本研究ではシリカゲルを用いることで反応速度を減速させ、従来では実験上の制限から観測

することが困難であった変性状態からバースト相中間体として観測されていた初期中間体の形成

過程の時分割測定に成功した。また、これまでのフォールディング初期段階の研究ではプローブ

として蛍光が用いられてきたが、今回 CD で観測できたことでフォールディング初期段階における

タンパク質の二次構造の形成に関する情報を得ることができた。フォールディング初期段階の反

応速度の温度依存からは、変性状態と初期中間体の間に活性化エネルギーの障壁が存在するこ

とが明らかとなった。今後、初期中間体の形成過程の速度の変性剤濃度依存についても測定して

いきたいと考えている。一般的に式 6-1の ΔG‡は変性剤濃度に直線的に依存し、自由エネルギー
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の障壁が存在する場合、速度定数 k は変性剤濃度に指数関数的に依存すると考えられている。

一方、自由エネルギー障壁が十分に小さいか存在しない場合、kは変性剤濃度に依存しないと考

えられる(133)。一方で、シリカゲル中でも不感時間内に GdnHCl の濃度減少に伴う CD強度の変

化がみられ、それらの値は変性剤非存在下における変性状態の値に近かった。これらのことは、

さらに早い段階では変性剤濃度の変化に伴うポリペプチド鎖の凝縮が起こることを表しているのか

もしれない。今後、シリカゲルのマトリックス構造を強化するためにゲルの濃度を上げたり、ゲル作

製時の縮合反応の時間を長くするなどして、今回不感時間内に起こった反応の時分割測定がで

きるかどうか確かめる必要がある。 

今後、さまざまな検出法と組み合わせた実験を多くのタンパク質について行うことでタンパク質

のフォールディング初期段階についてさらに多くの知見が得られると期待される。例えば、分子半

径を直接測定することができる X 線散乱法を用いることで、素速い変性状態アンサンブルの凝縮

過程を時分割測定できるようになると期待される。さらに、本研究のように CD を用いた結果と比較

することで、フォールディング初期段階におけるタンパク質の凝縮と二次構造の形成の関係に関

する知見が得られると考えられる。しかし、シリカゲル中ではリフォールディング反応の速度が遅く

なっているので、測定には長時間の露光が必要であり、放射線による試料へのダメージを検討し

なければならないだろう。また、測定に用いるサンプルや、バックグラウンドに用いる同じ組成のシ

リカゲルに対して、高い均一性や再現性が求められると考えられる。一方、シリカゲル中では個々

のタンパク質分子はゲルのマトリックスによって固定されているため、X 線散乱測定で用いるような

高タンパク質濃度でも非特異的な凝集は防げるという利点もある。この点を活かせば、これまでに

会合しやすく X 線散乱測定ができなかったサンプルの測定も可能になるだろう。また、NMR と組

み合わせることで、フォールディング反応の初期段階について残基レベルの情報を得ることがで

きると期待される。しかし、シリカゲル中ではタンパク質分子の運動が束縛されているために、各分

子の等方性が溶液中にくらべて低くなっていることが考えられ、その結果、得られる共鳴線の広幅

化が予想される。この問題は、サンプルのタンパク質濃度を高くすることで解決できるかもしれない。

また、サンプルに均一な磁場をかけるために、均一なシリカゲルを作製することが重要になると考
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えられる。以前の研究では、シリカゲル中において天然状態のシトクロム b5とミオグロビンの 1次元

1H NMR スペクトルの測定に成功している(134)。今後、シリカゲルや実験条件を検討することで高

次元の NMR スペクトルの測定が可能なるかもしれない。また、シリカゲル中でのフォールディング

実験に蛍光を用いた一分子測定が適応できれば、フォールディング初期段階における平均値化

されていない特定の構造を観測することができると期待される。しかもこの場合、シリカゲルにタン

パク質を固定できるという点で溶液よりも有利であると考えられる。 

さらに、これらの方法をヘリックスを形成するようなペプチドのヘリックス－コイル転移の測定に

用いることができれば、転移途上の分子の局所構造を観測することができるかもしれない。あるい

は、協同性が失われているダウンヒル・フォールディング(135, 136)をシリカゲル中で観測すること

ができれば、変性状態からの構造変化を連続的に観測することが可能になるかもしれない。また、

本研究では、all- と + 型のタンパク質について実験を行ったが、今後 all- や型のタンパ

ク質についての実験も重要であると考えられる。新井らによる以前の実験では、構造の多いタン

パク質では疎水性凝縮モデルに近いフォールディング反応であるのに対し、構造の多いタンパ

ク質では、それらよりもフレームワークモデルに近いことが示されている。したがって、立体構

造のクラスが異なるタンパク質において、これまでに時分割測定が困難であったフォールディング

初期段階をシリカゲル中で包括的に研究することは、フォールディングのモデルの解明に重要で

ある。

フォールディング反応以外でも、生体高分子の素速い構造変化を伴う反応にはシリカゲルを用

いた今回の方法は有用であると考えられる。あるいは、溶液中では会合や凝集によって、単量体

での構造変化を測定することが難しい分子でも、シリカゲル中であればそれぞれの分子がゲルの

マトリックスに固定されることで観測が可能になると期待される。 

もちろん、今回観測されたようなシリカゲル中での反応速度の減少がどのようなメカニズムによっ

てもたらされているのかについても明らかにされなければならない。また、そのような効果がタンパ

ク質のフォールディング反応や安定性にどのような影響を及ぼしているのかについても、さらに明

らかにされれば、溶液中で得られている過去のデータとのより定量的な比較も可能になるだろう。
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特に、多くの研究でシリカゲル中などにおける狭い空間内での水分子の挙動がバルクな状態とは

異なることが示されている(68-72)ことから考えて、水分子の影響も含めた研究が必要であると考え

られる。このような研究から、今後、タンパク質のフォールディング反応の全体像の解明に新しい

展開がもたらされることが期待される。 
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