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成果の概要 / 喜田昭子 

 

研究内容 

生体分子であり高機能触媒でもある酵素は，基質に対しての高選択性反応だけではなく

安全面や衛生面からも，非常に利用価値が高い．しかし，酵素はタンパク質であるために，

熱や pHなどの環境変化により変性しやすいことが弱点である．道具としての酵素に耐変性

能を持たせることができれば，その産業・医薬品への利用の可能性を格段に広げることがで

きる．そのため，タンパク質の変性機序に関する研究は大きな意義を持つ．しかし変性して

しまったタンパク質は凝集して不可逆的に不溶性沈殿になることが多く，また変性から再

生したタンパク質は元の構造に戻るため，その過程で何が起こっているかは，これまでにほ

とんど明らかになっていない． 

我々は，モデル試料としてニワトリ卵白リゾチーム(分子量約 14kDa)を使い，重水中で熱

や pH変化などでタンパク質を変性させ，その後変性要因を除外して構造を再生させたとき

に，その質量の有意な増加を確認した．これは変性部位の水素が重水素置換された事を意味

している(1)．このとき，変性要因によって重水素置換数が有意に違っていたことから，各

変性部位が異なっていることが示唆された．その後，重水内で変性/再生を行った試料の大

型結晶を作製し，中性子線回折実験で重水素化位置の決定に成功した．この実験では，試料

を溶液状態で変性/再生させているために，得られた重水素化位置は結晶内の分子間接触の

影響は受けておらず，変性要因による影響のみの知見を得ることができる．Control結晶(2)

との重水素位置の比較により，変性操作により特異的に重水素化を受けた部位を特定でき

た．すなわち可逆的変性においてどの部位が影響を受けたかを直接可視化でき，この「重水

内でのタンパク質分子の変性/再生と，その中性子線結晶構造解析」による手法が，タンパ

ク質変性の研究に利用できることが判った．しかしリゾチームは小さい分子であるため，タ

ンパク質表面のどの部位の開裂が分子内部の重水素化に帰結したかの一義的な決定は困難

であった．そこで，リゾチームよりも大きなタンパク質分子を使って重水内での変性/再生

操作による重水素化位置を決定し，分子内部の変性につながる分子表面の開裂部位を明ら

かにすることを計画した．本研究期間においては当該試料の変性/再生条件の決定と，非変

性および変性/再生タンパク質の中性子線回折実験に供するための結晶化条件の検討を行

った． 

 

研究成果 

本研究においては，均一な品質の試料の入手が容易で，分子量がリゾチームの２倍近いタ

ンパク質である Proteinase Kを対象に選んだ．このタンパク質を重水に溶解してから pHを
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変化させ，その後 pHを中性に戻すことで変性/再生が達成しているかどうかを，質量分析で

確認した．このとき，塩基性試薬を加えた後 pHを戻した場合にコントロール試料からの有

意な質量増加が確認できた． 

次に，この変性/再生操作でタンパク質が再生しているかどうかを，非変性試料と同じ条

件で結晶が得られるかどうかを指標として確認した．タンパク質試料に対して様々な比率

で塩基性試薬を加え，低温で静置させた後に，酸性試薬を加えて pHを中性に戻した．その

後，透析でタンパク質の溶媒を置換してから，結晶化を行った．このとき，タンパク質試料

に対して，2mmol/Lになるよう NaOHを加えて変性/再生させたときに，コントロール試料と

同じ条件で結晶を得ることに成功した．これよりも高濃度の NaOHで変性させたときは結晶

を得ることができなかった．タンパク質に酸性試薬を加えた後に pHを戻した試料で同じ操

作を行った時には，酸性試薬濃度に関わりなく容易に結晶が得られたことより，塩基性変性

/再生試料で結晶を得ることが困難であったのは変性によりタンパク質構造が壊れてしま

うことが原因と考えられた．ここで得られた可逆変性条件は，「構造が不可逆変性に至る一

歩手前の状態」，と考えることができる．この重水素化位置を決定することで，このタンパ

ク質の塩基性変性における，不可逆的に変性が進むきっかけとなる変性箇所＝変性起点の

候補となる箇所の構造を明らかにできると考えられる． 

変性/再生実験に並行して，結晶化条件の再検討を行った．変性の影響による正確な重水

素化位置を知るためには，全ての過程においてタンパク質以外の試薬に重水素化物を用い

る必要がある．高価な重水素化試薬のコストを少しでも抑えるために，なるべく汎用的で入

手容易な重水素化試薬を用いることを考えた．このタンパク質では，クエン酸緩衝溶液を使

用した結晶化条件が既に明らかになっており，前述の変性/再生状態を確認するための結晶

化もこの条件で行ってきたが，条件検討の結果，重水素化試薬の入手が比較的容易な酢酸系

緩衝溶液でも結晶が得られることが判った．本タンパク質では結晶化試薬には水素が含ま

れていないため，この条件で重水内変性/再生結晶を作製し，中性子線構造解析を行えば，

コントロールと比較することで，変性操作の結果としての重水素化位置を検出できる．現

在，新しい条件で中性子線結晶解析に適した大きな結晶を得るために，結晶化条件検討を進

めている． 
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