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略字 

ACN Acetonitrile 

AEMTS 2-Aminoethyl methanethiosulfonate 

αLA α-Lactalbumin:  

BisTris Bis(2-hydroxyethyl)imino-tris(hydroxymethyl)methane 

βLG β-Lactoglobulin 

BPTI  Bovine pancreatic trypsin inhibitor 

BSA Bovine serum albumin 

BSE Bovine spongiform encephalopathy 

B4GalT1 β(1,4)-Galactosyltransferase 

CJD Creutzfeldt-Jakob disease 

cyt c Cytochrome c 

D Denaturated state 

Dsb Disulfide bond formation factor 

DHSox trans-3,4-Dihydroxyselenolane oxide 

DTTox  trans-4,5-Dihydroxy-1,2-dithiane 

DTTred Dithiothreitol 

EDTA  Ethylene diamine tetraacetic acid 

EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid 

EML Equine milk lysozyme 

ESI-MS  Electrospray ionization mass spectrometry 

FAD Flavin adenine dinucleotide 

GdmCl Guanidinium chloride 

GlcNAc N-Acetylglucosamine 

GSH Reduced glutathione 

GSSG  Oxidized glutathione 

HAMLET Human α-lactalbumin made lethal to tumor cells 

HEL Hen egg white lysozyme 

LYZ Lysozyme 

MG Molten globule state 

MurNAc N-Acetylmuramic acid 

N Native state or native form 

NMR Nuclear magnetic resonance 

OVA Ovalbumin 

PDI Protein disulfide isomerase 

PrP Prion protein  

R Fully reduced form 



3 

 

RNase A Ribonuclease A 

RP-HPLC  Reverse-phase high performance liquid chromatography 

SS Disulfide 

TFA Trifluoroacetic acid 

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride 

UDP-Gal Uridine diphosphate galactose 

UQ Ubiquinone 

UV Ultraviolet 
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第 1章 序論 

 

1-1 神経変性疾患の発症基盤へのアプローチ 

生命機能を支える重要なタンパク質は 20種類のアミノ酸が鎖状に繋がり、それが折りた

たまれて固有の立体構造を形成(フォールディング)することで初めて生理学的機能を発現

する。しかしながら、本来の立体構造を獲得できず、誤って折りたたまれた(ミスフォール

ド)状態になると著しく凝集性が増加する。その結果、これらが中枢神経内で微細線維凝集

塊(アミロイド線維)を異常形成することで、神経細胞に対して致死的な傷害性を発揮するこ

とがある。クロイツフェルト・ヤコブ病(Creutzfeldt-Jakob disease: CJD)、ハンチントン病

(Huntington’s disease: HD)、アルツハイマー型認知症(Alzheimer’s disease: AD)、パーキンソン

病(Parkinson’s disease: PD)など、様々な病理所見にアミロイド線維の形成が指摘されている

1。また、2001 年に日本を騒がせたプリオン病に分類される BSE (Bovine Spongiform 

Encephalopathy: ウシ海綿状脳症)、所謂、狂牛病は正常型プリオンタンパク質 (Prion Protein 

Cell: PrPC)に対して異常型プリオンタンパク質 (Prion Protein Scrapie: PrPSC)が鋳型として働

き、連続的に構造変化を誘導する中枢神経疾患である 2,3。これらはタンパク質の構造変化

がトリガーとなって生物を死へと至らしめる病、フォールディング病である(Table 1-1)。 

分子生物学の飛躍的な発展により様々な神経変性疾患の発症基盤が解明され、1997 年に

伝達性海綿状脳症の病原性物質であるプリオンの発見及びその病的意義に関する実験的検

証の功績に対して S. B. Prusinerにノーベル生理学・医学賞が与えられた。しかしながら、依

然としてミスフォールディングによって引き起こされるプリオン病の発症メカニズムにつ

いて不明な点は多く、有効な治療法が確立されていないのが現状である。従って、フォール

ディング反応の詳細な分子機構を研究することは、タンパク質の物性の基礎研究としての

重要性のみならず、生理学的にも医学的にも非常に重要なことである。 

 

Table 1-1  代表的なフォールディング病 1 

Disease Protein Site of folding 

Huntington’s disease Huntingtin Cytosol 

Marfan syndrome Fibrillin ER 

Sickle cell anaemia Haemoglobin Cytosol 

Scurvy Collagen ER 

Alzheimer’s disease Amyloid β-peptide/ tau ER 

Parkinson’s disease α-Synuclein Cytosol 

Scrapie/ Creutzfeldt-Jakob disease Prion protein ER 

Familial amyloidoses Transthyretin/ lysozyme ER 

Cancer P53 Cytosol 

 

 



8 

 

1-2 タンパク質の誕生と死 

タンパク質は細胞内のリボソームで合成される(Figure 1-1)。DNA から転写された遺伝情

報は mRNA によってリボソームに伝えられ、読み取った情報を基に tRNA がアミノを運搬

し、アミノ酸配列に翻訳される。並べられたアミノ酸はペプチド結合によって鎖状に繋がっ

ており、その多くは小胞体内腔でシグナルペプチドの切断や立体構造の形成が行なわれる。

その後、ゴルジ体で糖や脂質の修飾を得てタンパク質の目的に応じた適切な場所へと輸送

される。タンパク質の働きは多岐に渡り、代謝に関する酵素や免疫機構に関与するタンパク

質、酸素や脂質を運ぶ輸送タンパク質として機能する。一方、生体内で役割を終えたタンパ

ク質や正しい立体構造を形成できなかったタンパク質はユビキチンシステムなどにより迅

速に分解される。細胞内のタンパク質の発現量は合成と分解によって調節されている。細胞

内でタンパク質が凝集せずに機能を維持できるのは分子シャペロンの働きによるものであ

る 4。分子シャペロンとはタンパク質の誕生から死に至るまでの様々な過程における介添え

タンパク質全般を示す用語である。シャペロニンで有名なのが大腸菌の GroEL である 5。

GroEL と補助因子の GroES の複合体内部には疎水性の空洞が存在し、ポリペプチド鎖が運

び込まれる。この空洞内で凝集体の形成を防ぎながらタンパク質の立体構造の形成が行な

われる。 

 

 

Figure 1-1  細胞内におけるタンパク質の流れ 
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1-3 フォールディング反応とタンパク質の安定性 

高度な変性状態(denatured state: D)のペプチド鎖が元の規則的な天然状態(native state: N)に

折り畳まれる現象をフォールディングと云う(Figure 1-2)。タンパク質のフォールディング反

応は基本的に可逆的な化学反応である。 

 

 

Figure 1-2  タンパク質のフォールディング(二状態転移) 

 

タンパク質がその形を保持する力は、熱力学の定量的な指標であるギブスの自由エネルギ

ー変化(ΔG)で表される。ギブスの自由エネルギー変化量はタンパク質の安定性と相関する。 

 

ΔG = ΔH – TΔS = - RT lnK  (1) 

 

ここで、ΔH はフォールディング反応に伴うエンタルピー変化、ΔS はコンフォメーション

のエントロピー変化、Rは気体定数、Tは絶対温度、K(=[D]/[N])は平衡定数を示す。 

タンパク質の立体構造は安定化しようとする力と不安定化しようとする力の絶妙なバラ

ンスによって成り立っている。安定性を高める力の大部分は疎水的相互作用、ファンデルワ

ールス力、静電的相互作用、水素結合などの弱い極性相互作用である。その他にも、ジスル

フィド(SS)結合や側鎖官能基への金属イオンの配位結合などが挙げられる。極性相互作用の

寄与は非常に弱いものであるが、数十、数百のアミノ酸からなる高分子のタンパク質にはこ

の相互作用が多数存在するので、総合的な寄与は非常に大きいものとなる。一方、タンパク

質を不安定化する力で代表的なものが、コンフォメーションのエントロピー変化である。タ

ンパク質を特定の構造に固定するよりも、変性させて様々な構造を取れる様にした方がコ

ンフォメーション数は圧倒的に多く、エントロピーは増大してギブスの自由エネルギーの

減少を齎
もたら

す。また、規則的な立体構造を取った時に生じる歪
ゆが

みも、D 状態の方が有利に働

くことになる。これらの安定化・不安定化の力の寄与によって相殺された正味の安定性は僅

かであり、タンパク質の立体構造はマージナルスタビリティー(marginal stability : ぎりぎり

の安定性)によって保たれている。故に、熱や酸に対するタンパク質の変性は狭い温度範囲

内で一気に進行して D状態と N状態の二状態転移であることが多く、中間的な構造が検出

され難い。 
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1-4 タンパク質の安定性に関わる要因 

タンパク質を構成する 20種類のアミノ酸はそれぞれ物理的・化学的性質が異なり、非極

性アミノ酸、極性アミノ酸に大別できる(Table 1-2)。タンパク質には解離基や極性基が多く

存在し、pH によって電荷状態は変化する。タンパク質全体の電荷が 0 の時の pH を等電点

(isoelectric point : pI)と呼ぶ。pIではタンパク質分子間の疎水的な引力が最も大きくなるので

溶解度は最小になる。タンパク質の水に対する溶解度はタンパク質分子表面に露出するア

ミノ酸の種類やタンパク質のコンフォメーションに依存する。中性 pH で正電荷を帯びる

Arg や Lys の塩基性アミノ酸や負電荷を帯びる Asp や Glu の酸性アミノ酸を分子表面に多

く持つタンパク質は、分子全体の大きな誘電率と双極子モーメントによってタンパク質と

水分子との静電的な相互作用が強められ、結果としてタンパク質分子間の相互作用が弱め

られる。同様に、Asnや Glnなどの極性アミノ酸を多く持つタンパク質も、極性官能基と水

分子の間に水素結合が形成され、水との親和性が増す。反対に、Leu や Ile などの疎水性の

強いアミノ酸を多く持つタンパク質は、水分子がこれら疎水性官能基の周りに籠状の特殊

な構造(水分子間の水素結合ネットワーク)を作り、水から排除されて溶け難くなる。 

 

Table 1-2  タンパク質を構成するアミノ酸 

 Amino acid Abbr. Side chain 

Nonpolar amino acids Alanine Ala A Nonpolar 

Glycine Gly G Nonpolar 

Valine Val V Nonpolar 

Leucine Leu L Nonpolar 

Isoleucine Ile I Nonpolar 

Proline Pro P Nonpolar 

Phenylalanine Phe F Nonpolar 

Methionine Met M Nonpolar 

Tryptophan Trp W Nonpolar 

Cysteine Cys C Nonpolar 

Polar amino acids Aspartic acid Asn N Negative 

Glutamic acid Gln Q Negative 

Arginine Arg R Positive 

Lysine Lys L Positive 

Histidine His H Positive 

Asparagine Asn N Uncharged polar 

Glutamine Gln Q Uncharged polar 

Serine Ser S Uncharged polar 

Threonine Thr T Uncharged polar 

Tyrosine Tyr Y Uncharged polar 
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タンパク質の立体構造の安定性や水への溶解性に影響を及ぼす要因には、上述したタン

パク質分子自体の構造的な特徴に加えて、温度、pH、塩濃度、タンパク質自身の濃度、界面

活性剤、カオトロピック塩などの変性剤、金属キレート試薬、プロテアーゼ阻害剤の共存な

ど様々な要因が挙げられる。 

 

1-4-1 温度の影響 

タンパク質が高温に曝されると、激しい分子振動によって立体構造を維持している弱い

相互作用が切断されて熱変性(heat denaturation)する。タンパク質の熱変性は狭い温度範囲で

迅速に N 状態から D 状態に変化する。この時の変化の中点温度を融解温度(Tm)と云う。一

方、低温に曝されることで起こる変性を低温変性(cold denaturation)と云う。 

 

1-4-2 pHの影響 

タンパク質には解離基や極性基が多く存在し、pHによって電荷状態は変化する。各アミ

ノ酸残基の電荷状態はアミノ酸側鎖の pKaと溶液の pHから決定され、溶液の pHによって

タンパク質の溶解度や生理活性は大きく異なる。タンパク質を扱う際は常に至適な pHを維

持できる様な緩衝溶液(buffer)を選択する(Table 1-3)。Bufferの持つ緩衝能は緩衝剤の pKaと

同じ pHで最大となり、pKaと pHが離れると小さくなる。一般的には緩衝剤の pKa±0.5程度

の pH 範囲で有効な緩衝作用が得られる。弱酸(弱塩基)とその塩から作られる buffer には対

となる塩の成分が共存することになるので、実験への影響を考慮する必要がある。 

 

Table 1-3  代表的な緩衝溶液 

Buffer pKa Optimum pH range 

Glycine-HCl 2.35 1.85~2.85 (±0.5) 

Acetate-NaOH 4.76 4.26~5.26 (±0.5) 

Phosphate-NaOH 7.22 6.72~7.72 (±0.5) 

HEPES-NaOH 7.55 7.05~8.05 (±0.5) 

Tris-HCl 8.30 7.80~8.80 (±0.5) 

Borate-NaOH 9.24 8.74~9.74 (±0.5) 

Glycine-NaOH 9.57 9.07~10.07 (±0.5) 

 

1-4-3 塩濃度の影響 

適当な低濃度の塩が溶液中に共存することで、タンパク質の解離基と塩から生じたイオ

ンとの間に静電的な相互作用が働き、タンパク質の水に対する溶解度は増加する。しかし、

高濃度の塩はタンパク質から水分子を奪ってしまい、タンパク質間の相互作用を増加させ

てしまう。水に対するタンパク質の溶解度や安定性は塩の種類や濃度によって左右され、順

序は塩析のホフマイスター系列と一致する(Figure 1-3)。一般的に(NH4)2SO4や KH2PO4はタ

ンパク質の N状態を安定化させ、KSCNや LiBrは不安定化させる。故に、塩析を利用した
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分離沈殿では特に(NH4)2SO4が使用される。 

 

Anions: SO4
2- > H2PO4

- > CH3COO- > Cl- > Br- > I- > ClO4
- > SCN- 

Cations: NH4
+, Cs+, K+, Na+ > Li+ > Mg2+ > Ca2+ > Ba2+ 

Figure 1-3  ホフマイスター系列 

 

1-4-4 変性剤の影響 

タンパク質の構造を破壊してその機能を失わせる物質を変性剤と呼ぶ。広義には界面活

性剤、有機溶媒、還元剤を含むが、in vitro におけるタンパク質のフォールディング研究で

は変性剤と云えばグアニジン塩酸塩や尿素が有名である。グアニジウムイオン(Gu+)と尿素

に、ホフマイスター系列の中で特に変性効果の高い I-、ClO4
-、SCN-、Li+、Mg2+、Ca2+、Ba2+

を加えた塩類をカオトロピック塩と呼ぶ。カオトロピック試薬は塩析作用がなく、タンパク

質間の水素結合や疎水的な力を妨げ、非極性アミノ酸の水に対する溶解度を高める。 

 

1-4-5 界面活性剤の影響 

膜タンパク質の様に疎水性が強いタンパク質を可溶化する時には界面活性剤が使われる。

少量の界面活性剤を水に溶かすと界面活性剤の分子は単量体の状態で溶解し、濃度を大き

くすると界面活性剤の分子は液体の界面に吸着する。さらに濃度を大きくすると、単量体が

集合してミセルが形成され始める。この時の濃度が臨界ミセル濃度 (critical micelle 

concentration: CMC)である。ミセル中の界面活性剤は親水基が外側、疎水基が内側に向いて

おり、ミセル内部の疎水領域に膜タンパク質の疎水領域が入り込むことで、膜タンパク質は

水に可溶化する。その反面、立体構造を維持する上で重要な疎水的な相互作用を弱めるので、

界面活性剤はタンパク質に対して強い変性作用を示す。陰イオン性界面活性剤としては、ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)に用いられるドデシル硫酸ナトリウム(Sodium 

dodecyl sulfate: SDS)が有名である。 

 

1-4-6 金属キレート剤の影響 

金属イオンの配位はタンパク質の立体構造を安定化させる。特に二価金属イオンは生化

学反応で重要な役割を担っていることが多く、buffer中に含まれる僅かな金属イオンもタン

パク質の酵素活性に影響を与える。二価金属イオンを除去したい場合はエチレンジアミン

四酢酸(ethylene diamine tetraacetic acid: EDTA)やグリコールエーテルジアミン四酢酸(ethylene 

glycol tetraacetic acid: EGTA)などの金属キレート剤を使用する。両キレート剤は金属イオン

に対する特異性がそれぞれ異なり、EGTAはMg2+よりもCa2+やCd2+に対して選択的に働く。 

 

1-5 フォールディングの基本原理と問題提起 

タンパク質のフォールディングを研究する上で最も重要な基本原理と問題提起がアンフ

ィンセンのドグマとレービンタール・パラドックスである。1950 年代に C. B. Anfinsen は
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126 残基からなるウシ膵臓リボヌクレアーゼ A (ribonuclease A: RNase A)の溶液に変性剤で

ある尿素を添加して酵素活性を失活させた後、尿素を透析で除去することで失活させた酵

素活性が回復することを実験で証明した 6。この結果はタンパク質の立体構造はアミノ酸配

列(一次構造)によって規定されることを示唆した。つまり、比較的小さなタンパク質のフォ

ールディング反応は自発的な反応であり、N 状態はギブスの自由エネルギーが最少状態で

あると言い換えられる。この基本原理をアンフィンセンのドグマと云う。一方、1960 年代

に C. Levinthal は次の物理化学的な問題を提起した。タンパク質(ポリペプチド鎖)が取り得

るコンフォメーションは膨大な数であり、網羅的に N 状態を探すには天文学的な時間が必

要である。しかし、現実のタンパク質は極めて短時間でフォールディングが完結する。この

矛盾はレービンタール・パラドックスと呼ばれ、彼はフォールディングには無駄なコンフォ

メーションを回避し、熱力学的に最も安定な状態に到達するための特定の経路(pathway)が

存在することを示唆した 7,8。この問題提起に影響され、多くの研究者達によってフォール

ディングの中間状態を明らかにすることによってフォールディング経路を理解しようとす

る試みが行われた。しかしながら、中間状態を解明することは決して容易なことではない。

なぜなら、タンパク質のフォールディング反応は N状態と D状態の二状態転移であること

が多く、中間状態は蓄積されないからである。それでも、シトクロム c (cytochrome c: cyt c)、

アポミオグロビン(apomyoglobin)、α-ラクトアルブミン(α-lactalbumin: αLA)を始めとするいく

つかのタンパク質は、酸や低濃度の変性剤が存在すると部分的にコンパクトな構造を含む

中間的な構造、モルテン・グロビュール状態(molten-globule state: MG)を取ることが分かった

9,10。 

 

1-6 モルテン・グロビュール状態の定義 

 D 状態と N 状態の中間状態が観測されて以後、タンパク質のフォールディング反応は二

状態転移だけでなく、中間状態を含めた三状態転移の複雑なモデルであると考えられる様

になり(Figure 1-4)、中間状態の立体構造や生物学的意義まで論じられる様になった。 

 

 

Figure 1-4  タンパク質のフォールディング(三状態転移) 

 

今日、フォールディング中間体の名称として頻繁に用いられる様になった MG 状態は、M. 

Ohgushiと A. Wadaが酸性 pHで cyt cが D状態と N状態の中間の立体構造を取ることを発

見した際に用いられた用語である 9。しかし、それ以前にも O. B. Ptitsyn が酸性 pH 或いは

低濃度のグアニジン塩酸塩(GdmCl)などの比較的マイルドな変性条件で αLA が中間的な構
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造を取ることを報告しており、彼らは compact globuleと提唱していた 11。また、K. Kuwajima

と S. Sugai は αLA における D 状態と N 状態以外の状態に A 構造と云う言葉を使っていた

10(Table 1-4)。 

 

Table 1-4  実験結果に基づく αLAの MG状態の特徴 

 D state MG state N state 

Secondary structure Absent Present Present 

Tertiary structure Absent Absent Present 

Molecular size Swelling Compact Compact 

H/D exchange Present Absent Absent (very) 

 

どの用語も D 状態と N 状態とは異なる第三の状態を示す言葉ではあるものの、MG 状態と

云う言葉で一括りに定義することはできない。なぜなら、cyt c の MG 状態は塩濃度の高い

条件でのみ安定であるが、αLA の酸性 pH での MG 状態は塩濃度に関係なく安定だからで

ある。様々なタンパク質で研究が行なわれた結果、MG状態の実体はM. Ohgushiと A. Wada

が最初に提案したものとは異なり、タンパク質の種類によって多様であることが明らかに

なった。本論文では MG 状態と云う言葉がタンパク質の研究の歴史を反映した重要な用語

であることに重きを置き、N 状態と同様の二次構造を部分的に持った中間的な構造に対し

てMG状態と云う言葉を用いることとする。 

 

1-7 フォールディングのファネル理論 

 レービンタール・パラドックスの影響から、タンパク質のフォールディング過程には特異

的な中間体を形成し、素早く N 状態へと導く経路が存在すると考えられた。従って、初期

のフォールディング研究ではこの特異的な中間体の特徴付けが盛んに行なわれた。この様

な考え方を古典的捉え方(classic view)と呼ぶ。しかしながら、全てのタンパク質が必ずしも

中間体を形成する訳ではない。特に 100残基以下の小さなタンパク質は D状態と N状態だ

けの二状態転移であることが多く、この様なタンパク質は中間体を形成する三状態転移よ

りも速くフォールディングが完結する。中間体を形成せずにフォールディングするタンパ

ク質がある以上、特異的な中間体はフォールディングを理解するのには必要なものではな

い。そこで、タンパク質のフォールディングを上手く説明できる理論として、タンパク質の

コンフォメーション空間におけるエネルギー地形が N 状態を導く形をしていると考えられ

る様になった。この様な考え方を新しい捉え方(new view)と呼ぶ。エネルギー曲面全体は漏

斗(ファネル)の様な形をしており、ファネルの淵が D状態、ファネルの底が N状態になる。

フォールディングが開始されると上部の D状態から下部の N状態へと緩い曲線を描きなが

ら流れる。レービンタール・パラドックスで問題となったランダム検索は行われない。エネ

ルギー曲面全体が N状態に向けてバイアスの掛かった形をしているので最後は同じ N状態

に辿り着く。一方で、フォールディング中間体の研究におけるストップトフロー法による
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CD 測定や水素交換パルスラベル法による二次元 NMR の結果は、MG 状態がタンパク質の

フォールディング経路上にある真の中間体であることを示している 12–14。これはフォールデ

ィング・ファネル理論が単純化された理想モデルである為に、現実のタンパク質フォールデ

ィングのエネルギー地形を正確には表現することができないことを示している。K. 

Kuwajima と M. Arai は普遍的なフォールディングのモデルとして 2 段階階層モデルを提案

した 15(Figure 1-5)。タンパク質のフォールディングは D状態からMG状態を形成する段階 I

と MG状態から N状態が形成する段階 II で表される。段階 Iでは主鎖に沿った局所的な相

互作用と非特異的な疎水性相互作用が働いて分子全体の大まかな構造が決定される。段階 II

では鎖に沿った非局所的な相互作用によって側鎖の特異的なパッキングが行われる。三状

態転移のタンパク質は段階 II が律速段階であるが、二状態転移のタンパク質は一般にサイ

ズが小さく、獲得しなければならい非局所的な相互作用が減る為に段階 I が律速段階にな

る。そこで、2つの段階に関わる構造の種類やエネルギー特性の違いをファネルの形の違い

として表現した。段階 I でのコンパクト化は ΔS の大きな減少を齎
もたら

すので最初のファネル

の淵は段階 II の淵よりも大きく広がっている。段階 II でのパッキング化は数多くのエンタ

ルピー的な障壁が存在し、エネルギー地形の起伏は大きく凹凸している。現在、タンパク質

のフォールディングは Figure 1-5に示す様な階層的な分子機構で進行していると考えられて

いる。 

 

 

Figure 1-5  フォールディングのファネル理論 

 

1-8 初期フォールディング過程における二次構造の形成モデル 

 三次構造の形成に先行して二次構造が形成される時のモデルとしてフレームワークモデ

ル (framework model)と疎水性凝縮モデル(hydrophobic collapse model)が提案されている

16,17(Figure 1-6)。フレームワークモデルは二次構造が局所的な相互作用によって形成された

後に、ランダムな拡散と衝突によって三次構造が形成される。最初に枠組みを大まかに作り、

後から肉を付ける形である。一方、疎水性凝縮モデルは先行するポリペプチド鎖の疎水的な
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凝集によって二次構造が後から形成されると考えられており、フレームワークモデルとは

二次構造が形成されるタイミングが異なる。また、両モデルの特徴を併
あわ

せ持つ、部分的な傾

向はあるものの自由に二次構造を形成する核形成・成長モデル(nucleation-condensation 

model)も存在する。初期フォールディング段階における二次構造の形成は一般に非常に速く、

フォールディング研究で用いられるストップトフロー法や連続フロー法の不感時間内で完

結してしまい、これらのモデルを見分けることは容易でない。 

 

 

Figure 1-6  初期フォールディングにおける形成モデル 

 

最近、これらの単純モデルと対照的なフォールディングが β-ラクトグロブリン(β-

lactoglobulin: βLG)で報告された 18。βLG は 162 残基の β シートを多く含む樽型の立体構造

を持つタンパク質である。βLG のフォールディングは極めて短い時間内に過剰の α ヘリッ

クスを形成し、ゆっくりと βシートに転換する。この反応では、局所的な相互作用が優勢だ

った状態からある段階で非局所性な相互作用が支配的になり、見かけの構造が大きく変化

する。βLG の α→β 転移は BSE や CJD の原因とされる PrP でも起こっており、異常な構造

変化の伝播
で ん ぱ

やフォールディング病の発病に関与していることが示唆されている 2。あるアミ

ノ酸配列のペプチド鎖が複数の立体構造を取る場合を、別の折り方(alternate fold)やコンフ

ォメーションスイッチ(conformational switch)と呼ぶ。 

 

1-9 酸化的フォールディングの反応機構 

 Cys残基に由来する 2つの SH基が酸化されて形成される硫黄原子間の共有結合は SS結

合と呼ばれ、フォールディングだけでなく、タンパク質の安定性や機能においても重要な
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役割を担う。SS非含有タンパク質は数 µ秒から長くても数秒でフォールディングが完結す

るのに対し、SS含有タンパク質は数秒から数分の時間スケールでフォールディングが行な

われる。従って、初期フォールディングの研究では不感時間内で形成される重要な中間体

(バースト相中間体)の観測が難しいと云う問題点があったが、SS含有タンパク質のフォー

ルディングでは SS中間体を化学的にトラップすることが可能となる。タンパク質分子内

の SS結合を開裂した還元型(reduced form: R)に適当な酸化剤を加えると、再度 SS結合を形

成させて天然型(native form: N)を構築する(Figure 1-7)。この酸化的フォールディング反応は

ランダムに SS結合を架橋する SS形成反応(Phase 1)と、架橋した SS結合を熱力学的に安

定な SS結合に組み換える SS交換反応(Phase 2)によって進行する。ペプチド鎖内にランダ

ムに SS結合を掛けるだけでなく、N型が持つ正しい SS結合に掛け直す必要があり、生体

内では SS結合を効率良く導入する為の触媒システムが存在する。また、in vitroの実験で

は redox試薬が使われる。 

 

 

Figure 1-7  タンパク質の酸化的フォールディング 

 

酸化的フォールディング反応は共有結合の形成と解離を含む複雑なプロセスから成り立つ

(Figure 1-8)。SS 形成はタンパク質の酸化であり、タンパク質内の SH 基が redox 試薬(タン

パク質)の SS 結合を攻撃し、生じた中間体にタンパク質内の別の SH基が分子間 SS 結合を

攻撃することでタンパク質内に SS 結合が導入される。反対に、タンパク質内の SS 結合が

redox 試薬(タンパク質)の SH 基から攻撃を受けた場合、生じた中間体において redox 試薬

(タンパク質)側の SH基が分子間 SS結合を攻撃すればタンパク質の SS結合は還元され、タ

ンパク質側の SH基が分子間 SS結合を攻撃すればタンパク質の SS結合は異性化される。 
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Figure 1-8  酸化的フォールディング反応の分子機構 

 

1-10 細胞内の SS形成の仕組み 

 大腸菌などの原核細胞では disulfide bond formation factor (Dsb)と呼ばれる一連の酵素が酸

化的フォールディングを行なっている(Figure 1-9)。DsbA はタンパク質に SS 結合を導入す

る働きを持つ。基質を酸化して自身が還元型になると、内膜タンパク質 DsbB が再度 DsbA

を酸化する。DsbBが受け取った電子は呼吸鎖成分であるユビキノン(UQ)に受け渡され、最

終的にはユビキノール酸化酵素を介して酸素が電子受容体になる。時に DsbA は間違った

SS 結合を導入するが、異性化酵素の DsbC が SS 結合の組み換えを行なう。DsbC が働くに

は酸化酵素である DsbAとは逆に還元型でなければならない。その還元力はサイトゾルのチ

オレドキシンシステムに由来する電子がチオレドキシンから内膜タンパク質 DsbD を介し

て DsbCへと受け渡されることによって生じる。 

 

 

Figure 1-9  原核細胞における SS形成機構 
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真核細胞の場合、SS 結合導入酵素として小胞体の protein disulfide isomerase (PDI)が働く

19–21(Figure 1-10)。PDIの酸化には Ero1が flavin adenine dinucleotide (FAD)の酸化力を得て行

なう。即ち、原核細胞の DsbA-DsbB-UQと真核細胞の PDI-Ero1-FADは機能的に相同な関係

にある。Ero1は PDIを酸化する際に活性酸素種の H2O2を副産物として発生する為に、過剰

に働かない様に調整されている。哺乳類では Ero1 以外に酸化能を持つ 4 種類の酸化酵素

(Prx4、VKOR、Gpx7、Gpx8)が新たに報告された 22–25。In vivoには SS形成の複雑なネット

ワークが存在するが、システムの解明や酵素の機能的な働きについて不明な点も多い。 

 

 

Figure 1-10  真核細胞内における SS形成機構 

 

1-11 試験管内の SS形成とその問題点 

In vitroの実験では酸化型グルタチオン(oxidized glutathione: GSSG)や酸化型ジチオスレイ

トール(trans-4,5-Dihydroxy-1,2-dithiane: DTTox)、シスチン(cystine)でペプチド鎖内に SS 結合

を形成させ、還元型グルタチオン(reduced glutathione: GSH)や還元型ジチオスレイトール

(dithiothreitol: DTTred)、システイン(cysteine)で間違った SS結合の切断と交換を促す(Figure 1-

11)。しかし、これらの試薬は酸化能力が低く、SS 形成反応と SS 交換反応が競合して進行

する為に、フォールディングの鍵となる SS中間体を観測することは困難である。 

 

 

Figure 1-11  一般的な redox試薬 

 

そこで、本研究では M. Iwaoka によって合成された trans-3,4-Dihydroxyselenolane oxide 

(DHSox)を酸化剤に用いることにした 26。DHSoxは高い酸化能力を持ち、SS形成反応が 1 分

以内に素早く完結し、その後の SS交換反応はタンパク質自身が持つ熱力学的な要因でゆっ
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くりと進行する。従って、SS中間体を容易に観測することが可能である(Figure 1-12)。 

 

 

Figure 1-12  本研究で使用する酸化剤 DHSoxの特徴 

 

DHSoxによる SS形成反応ではタンパク質の SH基が DHSoxの Se原子を攻撃することで、S-

Se-O が直線上に並んだチオセレヌラン中間体が生成される。この中間体は非常に不安定で

あり、直ぐにタンパク質内の別の SH基が分子間 S-Se 結合の S 原子を攻撃し、DHSredと水

が脱離してタンパク質内に SS結合が導入される(Figure 1-13)。この反応の律速段階は Step1

であり、一般的に使用される redox試薬の律速段階が Step2であるのと対照的である。DHSox

を用いるタンパク質の酸化は定量的且つ瞬時に進行する 27。K. Arai らは DHSoxを RNase A

の酸化的フォールディングに応用し、準安定的な 4種類の SS中間体(des[26-84]、des[40-95]、

des[58-110]、des[65-72])の観測に成功している 28。 

 

 

Figure 1-13  DHSoxによる SS形成機構 

 

1-12 酸化的フォールディングにおける極端なモデル 

酸化的フォールディング研究では、タンパク質のフォールディング機構を 2 つの極端な

モデルで議論することがある 29(Figure 1-14)。ヒルの顎下腺から分泌される血液凝固を阻害

する働きを持つ hirudinは N型に巻き戻る過程において同定が不可能な程多数の中間体を形

成する。これは特異的な中間体を生成せずに SS形成と SS交換の try-and-errorを繰り返しな

がら N 型を模索する経路である 30。これとは対照的に、ウシ膵臓トリプシンインヒビター

(bovine pancreatic trypsin inhibitor: BPTI)は取り得ることが可能な組み合わせの中で限られた

SS 中間体だけを特異的に形成しながら N 型へと巻き戻る 31,32。フォールディング経路上の

des 中間体とは N 型が持つ SS 結合の内、[ ]に示す SS 結合を欠損させた中間体のことを示

し、準安定的な立体構造を持っている。この des 中間体は残りの SS結合を架橋することで
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N型を形成する。BPTIが形成する 3種類の des中間体の内、des[14-38]からの酸化で N型が

形成されるのは、des[30-51]と des[5-55]が持つ立体構造では遊離 SH 基が分子内部に埋もれ

ており、redox試薬(タンパク質)の接近が不可能だからである。 

 

 

Figure 1-14  酸化的フォールディングにおける極端なモデル 

 

 Hirudinと BPTIは R型がランダムな構造を取り、高次構造の形成が SS結合の形成と連動

しているタンパク質である。一方で、R型が完全に折り畳まれた構造を取るオボアルブミン

(ovalbumin: OVA)や部分的に折り畳まれた構造を取るウシ血清アルブミン (bovine serum 

albumin: BSA)など、分子内に SS 結合と遊離 SH 基が混在するタンパク質は、高次構造の形

成に SS結合の形成が必ずしも必要でない 33。OVAを N型のまま D状態にすると間違った

SS 結合を持つ分子種が多数形成されるが、R 型にして SS 結合を再形成させると容易に N

型を形成する 34,35。これは R 型の立体構造が N 型と同じである為に、D 状態でなければ R

型の酸化で正しい SS 結合を形成することが可能であることを示す(Figure 1-15)。N 状態の

高次構造を維持する上で SS結合への依存度はタンパク質の種類によって様々である。 

 

 

Figure 1-15  OVAのフォールディング経路 
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1-13 本研究の目的 

本論文では迅速且つ化学量論的に SS結合を形成することが可能なDHSoxを酸化剤に用い

て、乳清に含まれる 3種類のタンパク質、リゾチーム(lysozyme: LYZ)、αLA、βLGの酸化的

フォールディング経路を明らかにし、これらの乳清タンパク質のフォールディング経路の

特徴を比較することを目的として研究を行なった。本研究では、乳清由来の LYZの代わり

に、ほぼ同じアミノ酸配列を持ち入手が容易なニワトリ卵白リゾチーム (hen egg white 

lysozyme: HEL)を用いて実験を行なうこととした。 

乳清タンパク質(whey protein)とは哺乳類が幼児の初期発育で栄養を与える為に母体が作

り出す分泌液、乳(milk)に含まれるタンパク質の中で水溶性のタンパク質のことである。牛

乳中のタンパク質の 80%は乳固形分の casein、20%が乳清タンパク質(whey protein)である。

前者の casein (αs1-、αs2、β-、κ-casein の 4 種類)では大部分の Ser 残基がリン酸化されてい

る。その結果、分子全体は負電荷を帯びており、Ca2+や Na+と結合し易い。4 種類の casein

は複合体を形成し、乳中では casein の中で特に水溶性の高い κ-casein の働きによって複合

体はさらにミセルを形成している。一方、後者の乳清タンパク質の大部分は βLGと αLAで

あり、その他の成分として免疫グロブリン、血清アルブミン、ラクトフェリン、リゾチーム

などの多種多様なタンパク質が含まれる。 

古くから乳清タンパク質の αLAは比較的マイルドな変性条件で MG状態を形成すること

が知られていたものの 10,11,36、多くの研究者達はMG状態の生物学的な意義を見出せなかっ

た。しかし、2000年以降になって、幼児が摂取した乳が胃で消化される際に αLAのMG状

態が乳脂肪のオレイン酸と複合体を形成し、その複合体が腫瘍細胞に対して致死的な働き

を持つことが発見された 37,38。即ち、αLAは乳糖合成に関与する酵素である一方、そのフォ

ールディング変異体の脂肪酸複合体は腫瘍細胞を致死する(human alpha-lactalbumin made 

lethal to tumor cells: HAMLET)機能を持つ。このことは、αLAは同じアミノ酸配列でも異な

る立体構造を形成することが可能であり、それによって生理学的機能や分子の挙動に大き

な変化を齎
もたら

すことを示している。また、これと同様な現象は βLGでも報告されている。βLG

の N状態の再形成過程では、フォールディングの初期に N状態とは異なる過剰の αヘリッ

クスが形成された後、α→β転移を経
へ

て本来の N状態を形成することが知られている 18。 

以上に述べた乳清タンパク質の性質を踏まえ、本論文では以下の 3 つの項目を明らかに

することを達成目標として設定した。 

 

1. HELの酸化的フォールディング 

酸化剤に DHSox を用いて酸化的フォールディング研究を行ない、以前に提案された

HELの酸化的フォールディング経路と比較し、観測される 3種類の des中間体の熱力

学的な安定性について議論する。 
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2. αLAの酸化的フォールディング 

同じ SS トポロジーを持つ HEL と αLA の酸化的フォールディング経路を比較し、ア

ミノ酸配列と高次構造形成の関係について議論する。 

 

3. βLGの酸化的フォールディング 

SS 結合と遊離 SH 基を混在させる βLG の酸化的フォールディング経路の研究から、

遊離 SH基がフォールディング機構にどの様に関与し、働いているのか、品質管理(ク

オリティーコントロール)や凝集(アグリゲーション)の観点を踏まえて議論を行なう。 
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第 2章 Hen egg white lysozyme の酸化的フォールディング 

 

2-1 緒言 

リゾチーム(LYZ)はヒトの涙、鼻汁、母乳などに含まれている。基質特異性と立体構造か

らニワトリ型(C 型)、グース型(G 型)、無脊椎動物(I 型)、ファージ型、細菌型の 5 種に大別

される 1。C 型の中でも鳥類の受精卵に侵入してきた細菌を溶解する溶菌酵素として働くの

が hen egg white lysozyme (HEL)である。HELは 129残基、分子量 14,307 Daのタンパク質で

あり、構成するアミノ酸は酸性アミノ酸(Asp、Glu)よりも塩基性アミノ酸(Arg、Lys)の方が多

い 2。真性細菌のグラム陽性菌の細胞壁は、N-アセチルグルコサミン(GlcNAc)と N-アセチル

ムラミン酸(MurNAc)が β-1,4結合した多糖類を主成分とするペプチドグリカン層から形成さ

れており、HELは GlcNAcと MurNAc間の結合を特異的に加水分解する 3,4。 

HEL は 3 つの αヘリックス(5-14、26-34、88-100 残基) と逆平行型の βシート(42-47、50-

54、57-60残基)を含み、分子内に存在する 4つの SS結合(Cys6-Cys127、Cys30-Cys115、Cys64-

Cys80、Cys76-Cys94)によって安定な立体構造が保たれている(Figure 2-1)。LYZ の中で特に

HEL は乳清タンパク質である αLA のアミノ酸配列と強い類似性を示すが 5,6、Ca2+結合部位

を持たない。一方、同じ C 型に分類されるウマやハト由来の LYZ は Ca2+結合部位を持つこ

とが知られており、結合定数はそれぞれ 106.4 M-1、107.2 M-1である 7。 

 

 

Figure 2-1  HELの立体構造 

 

B. V. D. Bergは pH 8.0、20 ºC 、2 M尿素共存下で実験を行ない、Figure 2-2に示す HELの

酸化的フォールディング経路を提唱した 8,9。R 型は非特異的な種々の 1SS と 2SS 中間体を

生成し(Phase I)、3 種類の des 中間体(des[76-94]、des[64-80]、des[6-127])を形成した後(Phase 

II)、ゆっくりと N型へと酸化する(Phase III)。Phase IIIは des[64-80]と des[6-127]から N型へ

と酸化され、des[76-94]は PDIによる SS交換を介して他の des中間体へと異性化する。 
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Figure 2-2  以前に提案された HELの酸化的フォールディング経路 

 

しかしながら、以前に提案されたフォールディング経路では Phase IIにおける des 中間体

の前駆体や生理学的条件に近い温度での des 中間体から N 型への酸化プロセス(Phase III)に

関して幾つかの疑問が残っていた。そこで、本章では酸化剤に DHSoxを応用し、HELの酸化

的フォールディング経路の詳細な解明を行なった。 

 

2-2 実験操作 

2-2-1 R型の精製 

HEL (10 mg)を 700 µLの 8 M 尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で溶解

し、DTTred (10 mg)を加えて 40 ºCで 2時間還元した。0.1 M AcOHで平衡化させた Shephadex 

G-25 Fine (1.5×30 cm)で脱塩し、フラクションを 14 mL分取した。凍結乾燥した後、R型(1.5 

mg)を 4 M 尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)に溶解して UV測定から濃度

を決定し(ε280: 33890 cm-1M-1)、40 µMになる様に 4 M 尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris 

buffer (pH 8.0)で希釈した。 

 

2-2-2 DHSoxを用いた酸化的フォールディング 

R型を 100 µLずつ分注し、100 µLの 4 M 尿素と 1 mM EDTAを含む 120 µM DHSoxを加

え、200 µLの 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で希釈した。5 ºCまたは 35 ºCで

1分から 5時間フォールディングした。反応停止の際は 300 µLの 40 mM AEMTSを加えて

25 ºCで 10 分間処理し、10 µLの AcOHを加えた。0.1 M AcOHで平衡化させた Shephadex 

G-25 Fine (1.5×30 cm)で脱塩し、フラクションを 10 mL分取した。凍結乾燥した後、1.1 mL

の 0.1% TFAaqで溶解した。 

 

2-2-3 HPLCによる分析 

 AEMTSクエンチしたサンプルは Tosoh製の TSKgel ODS-100V C-18カラム(4.6×150 mm, 5 

µm)を用いて RP-HPLC で分析を行なった。移動相 A を 0.1% TFAaq、移動相 B を 0.1% 

TFA/ACNとし、後者の濃度を 14分間で 20%から 34%、16分間で 34%から 35%、30分間で

35%から 38%に増加させて分離した。流速を 0.5 mL/min、カラム恒温槽を 35 ºC、UV 波長

を 280 nmとした。 
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2-2-4 ESI-MSによる解析 

 AEMTSクエンチしたサンプルを凍結乾燥した後、0.1% 蟻酸と 0.1% 蟻酸/ACNの混合溶

液に溶解させた。Jeol 社製 JMS-100LP 装置を使用して ESI(+)法でイオン化し、質量分析を

行なった。標準物質として angiotensin I ([M+H]+: 1296.685)を用いて校正した。 

 

2-3 結果 

2-3-1 温度の影響 

R型に対し 3当量の DHSoxを 5 ºCで 2 Mの尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)中で反応させた。得られた生成物の遊離 SH基を AEMTSで修飾して RP-HPLCで分析し

たところ(Figure 2-3A)、3種類の中間体と N型が観測された。これらの中間体は Thermolysin

による酵素処理からそれぞれ des[76-94]、des[64-80]、des[6-127]であることが明らかになっ

ている 10。DHSoxは R 型に存在する SH基と迅速且つ定量的に反応して SS結合を形成する

ので 11、des 中間体は 2SS中間体からではなく、3SS中間体の異性化によって生成されるこ

とが示唆された。同様の実験を 35 ºCで行なったところ(Figure 2-3B)、des[76-94]のみ観測さ

れた。 

 

 

Figure 2-3  酸化的フォールディングから得られた HPLCクロマトグラム 

HEL の R型に対して 3 当量の DHSoxを 2 M の尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer 

(pH 8.0)中で反応させ、一定時間後に AEMTSで反応を停止させた。Aは 5 ºC、Bは 35 ºCの

条件下で行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

Figure 2-4 はフォールディング時間に対する N型、3 種類の des 中間体の相対的な生成量

を示す。des[64-80]と des[6-127]の生成量に 5 ºCと 35 ºCで有意な差があることが分かる。こ

の結果は 3種類の des中間体が異なる熱力学的な安定性を持つことを明確に示した。 
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Figure 2-4  フォールディング時間に対する各成分の相対的な生成量の変化 

色と記号は N型(赤, ○)、des[76-94](緑, ■)、des[64-80](紫, ▲)、des[6-127](橙, △)を表す。A

は 5 ºC、Bは 35 ºCの条件下で行なった時の相対的な生成量の変化を示す。 

 

N型の形成は des[64-80]と des[6-127]からの酸化と考えられていたが、35 ºCでも N型が形

成されていることから、des[76-94]から N型へ酸化される可能性が示唆された。実際に HEL

の熱変性曲線(Figure 2-5)は 60 ºCまで立体構造を保持できることを示している。 

 

 

Figure 2-5  HELの熱変性曲線 

HELの N型を 2 Mの尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)に溶解させ、25 ºC

から 80 ºCまで 5 ºC刻みに温度を変化させながら UV測定を行なった。 
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2-3-2 酸化的フォールディングに伴うコンフォメーション変化 

HELの酸化的フォールディング過程(Figure 2-3A)を UVスペクトルでも観測した(Figure 2-

6)。フォールディング初期(1分以内)に 284 nmと 292 nmの吸光度が増加した。これは SS形

成によって Tyr や Trp などの芳香族アミノ酸残基がタンパク質分子の内部に埋め込まれた

ことを示す。フォールディングが進行し、des中間体や N型が形成され始めると、本来のコ

ンフォメーションを取り戻す様子が観察された。 

 

 

Figure 2-6  酸化的フォールディングから得られた UVスペクトル 

HEL の R型に対して 3 当量の DHSoxを 2 M の尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer 

(pH 8.0)中で反応させ、UV測定を行なった。色は R型(紫)、1分(紺)、15分(青)、30分(空)、

60分(緑)、120分(黄緑)、180分(橙)、N型(赤)を表す。 
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2-3-3 des中間体の構造的な安定性 

R型が 3当量の DHSoxと反応した場合、des中間体は 5 ºCでは反応開始 8時間、35 ºCで

は反応開始 3 時間で最大の蓄積を示した。この時の Des 中間体と N 型の正確な生成量を調

べる為、AEMTS で反応を停止させる前に DTTred を加え、非特異的な中間体(1SS-4SS)を R

型に強制還元(reduction pulse)させた。C. M. Dobson は pH 7.8 で 5 mM の DTTred によって

Cys6-Cys127が還元することを報告している 12,13。そこで、加える DTTredの濃度と反応時間

を最適化させたところ、5-25 ºCでは 30 mMの DTTredを 3分間、35 ºCでは 5 mMの DTTred

を 2 分間で行なうことが妥当だと判断した。この値は文献と凡そ一致するが、HEL の濃度

は異なる 12,13。Reduction pulse の HPLC クロマトグラムを Figure 2-7 に示す。Des 中間体と

N 型をはっきりと観測することができる様になり、これらの化学種の正確な生成量を調べ

ることが可能となった。 

 

 

Figure 2-7  Reduction pulseから得られた HPLCクロマトグラム 

HEL の R型に対して 3 当量の DHSoxを 2 M の尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer 

(pH 8.0)中で反応させ、一定時間後に reduction pulse を行なってから AEMTS で反応を停止

させた。Aは reduction pulseを 5 ºCで 30 mMの DTTredを 3分間、Bは reduction pulseを 35 

ºCで 5 mMの DTTredを 2分間反応させた時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

次に、5 ºCでは反応開始 8時間、35 ºCでは反応開始 3時間経過後のサンプルに 1.5当量

の DHSoxを加えることで、R型や SS中間体を迅速に強制酸化(oxidation pulse)させた(Figure 

2-8)。これらのサンプルは des中間体や N型の正確な生成量を求める為に、oxidation pulse後

に Figure 2-7と同様の reduction pulseの操作を行なっている。5 ºCでは des[76-94]はゆっくり

と、des[64-80]と des[6-127]は迅速に酸化され、N型が生成してくる様子が観測された。3種

類の des中間体の減少量は N型の増加量とほぼ一致しており(Figure 2-9)、des中間体が N型

へと酸化されたことを示している。この結果から、5 ºCでは 3種類の des中間体の内、des[64-

80]と des[6-127]から N型が形成する経路が優勢であり、des[76-94]は劣勢な前駆体であるこ
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とが明らかになった。一方、35 ºCでは des[76-94]の生成量が減少し、N型の生成量が増加し

た。高温度において des[64-80]と des[6-127]は不安定であることから、N 型の生成は des[76-

94]の酸化に起因すると判断できる。35 ºCでは des[76-94]を介して N型が支配的に形成され

ることが明らかになった。 

 

 

Figure 2-8  Oxidation pulseから得られた HPLCクロマトグラム 

HEL の R型に対して 3 当量の DHSoxを 2 M の尿素と 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer 

(pH 8.0)中で反応させ、一定時間後に 1当量の DHSoxを加えて oxidation pulseを行ない、Figure 

2-7と同様の reduction pulseの操作を行なってから AEMTSで反応を停止させた。Aは 5 ºC、

Bは 35 ºCの条件下で行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

 

Figure 2-9  酸化時間に対する各成分の相対的な生成量の変化 

色と記号は N型(赤, ○)、des[76-94](緑, ■)、des[64-80](紫, ▲)、des[6-127](橙, △)を表す。A

は 5 ºC、Bは 35 ºCの条件下で oxidation pulseを行なった時の相対的な生成量の変化を示す。 
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2-4 結論 

 本章では酸化剤として迅速且つ化学量論的に SS 形成が可能な DHSoxを HEL の酸化的フ

ォールディングに応用した。5 ºC では非特異的な 3SS 中間体から des[76-94]、des[64-80]、

des[6-127]が、35 ºCでは des[76-94]が生成された(Figure 2-3)。以前に提案された経路(Figure 

2-2)では非特異的な 2SS中間体が酸化されて des中間体を形成すると考えられていたが、非

特異的な 3SS 中間体が異性化することで des 中間体を生成することが本研究から示唆され

た。本研究と以前の研究の経路の相違は、以前の研究で用いられた GSSG/GSHが SS形成と

SS 交換を競合的に起こすのに対し、本研究で用いた DHSoxは酸化能力が高く SS 形成が迅

速に完了する為に des 中間体へ異性化する前に 3SS 中間体の蓄積が可能であることに起因

する。 

非特異的な 3SS中間体から des 中間体への転移(Phase II)は HELの持つ本来の立体配座の

形成に付随して起こる。本研究でもフォールディング中の UV スペクトルから三次構造が

形成する様子が観測された(Figure 2-6)。また、reduction pulseではフォールディング初期に

形成された 1SS-4SS 中間体が DTTredによって R 型へ還元される中、3 種類の des 中間体は

全く影響を受けなかったことから、N 型と同様に頑丈な立体構造を持つことが明らかにな

った(Figure 2-7)。即ち、des中間体の形成は安定した立体配座を得る上で最も重要な段階で

ある。 

Des 中間体から N 型への酸化(Phase III)は以前に提案された経路では主に des[64-80]と

des[6-127]の酸化が N型への直接的な経路であると考えらえていた。しかしながら、5 ºCに

おける oxidation pulse の結果(Figure 2-8A)は des[64-80]と des[6-127]だけでなく des[76-94]も

N型の前駆体であることを示した。一方、35 ºCでは des[64-80]と des[6-127]が熱変性して蓄

積せず、des中間体の中で熱力学的に安定なdes[76-94]からN型へと酸化される(Figure 2-8B)。

des[76-94]が高温でも熱変性せずに安定であると云うことは、Cys76-Cys94が Cys64-Cys80と

Cys6-Cys127に比べて立体配座の熱力学的な安定性に重要ではないことを示す。哺乳類の体

温が 35-40 ºCであることを考慮すると、生理学的条件では des[76-94]から N型へ向かう経路

が支配的であると推測される。また、des[30-115]が生成されない理由として、疎水性コアに

存在する Cys30-Cys115 が優先的に架橋されて速度論的に des[30-115]の形成が制限されてい

ることが挙げられる。上記の結果に基づき、本研究から明らかになった HELの酸化的フォ

ールディング経路を Figure 2-10に示す 14。 

第 2章を要約すると、我々は以前に提案された経路とは異なる HELの酸化的フォールデ

ィング経路を提案した。HELのフォールディングは低温(5 ºC)では 3種類の des中間体

(des[76-94]、des[64-80]、des[6-127])が酸化されて N型となるが、高温(35 ºC)では des[76-94]

のみが前駆体であり、温度に依存して経路を切り替えていることが明らかになった。 
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Figure 2-10  DHSoxを用いた HELの酸化的フォールディング経路 
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第 3章 Bovine α-lactalbumin の酸化的フォールディング 

 

3-1 緒言 

乳清タンパク質の α-lactalbumin (αLA)は 123 残基から構成される分子量 14,175 Da の比較

的小さなタンパク質である 1,2。乳腺から分泌される αLA は β(1,4)-ガラクトシルトランスフ

ェーゼ(B4GalT1)に結合し、基質であるグルコースへの特異性や親和性を高める。この複合

体はウリジン二リン酸ガラクトース(UDP-Gal)からガラクトシル基を転移させ、ラクトース

を生合成する糖合成酵素として働く(Figure 3-1)。反応はゴルジ体内腔で起こり、Mn2+を必要

とする。 

 

 

Figure 3-1  αLAの酵素反応 

 

αLAの立体構造は大きな αヘリックス領域と小さな βシート領域に分かれている 3 (Figure 

3-2)。αヘリックス領域は主となる 3つの αヘリックス(5-11、23-24、86-98残基)と 2つの短

い 310ヘリックス(18-20、115-118残基)を、βシート領域は逆平行型の βシート(41-44、47-50、

55-56残基)と短い 310ヘリックス(77-80残基)をそれぞれ含む 3。分子内に 4つの SS結合(Cys6-

Cys120、Cys28-Cys111、Cys61-Cys77、Cys73-Cys91)を持っており 1,2、この内 Cys73-Cys91と

Cys61-Cys77の SS結合は 2つのドメインを保持する上で特に重要である。また、Cys73-Cys91

の架橋は Ca2+の配位結合を可能にする。Ca2+の結合は 82、87、88 残基に位置する Asp のカ

ルボキシル基と 79、84残基に位置するペプチド骨格のカルボニル基の Oが配位子となって

いる 3。 

 

 

Figure 3-2  αLAの立体構造 
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入手が容易で分離・精製が簡単な αLA はフォールディング研究のモデルタンパク質とし

て古くからの研究対象であり、フォールディング初期に部分的に N 状態と同様の二次構造

を持つ中間体、MG状態を形成することが知られている 4–6。このMG状態は生体内でオレイ

ン酸などの乳脂肪と複合体を形成し、腫瘍細胞に致死的な働きを持つことが分かった 7,8。酸

化的フォールディングは Figure 3-3に示す様に Ca2+の有無によって経路が異なることが知ら

れている。Ca2+非共存では hirudin と同様に SS 形成と SS 交換の競合的な反応の中で、try-

and-error を繰り返して様々な中間体を形成しながら N 型を模索する 9。一方、Ca2+共存では

BPTIと同様に特異的な 2種類の中間体を蓄積する。J. Y. Changは GSSG/GSHを酸化剤に用

いて、この 2種類の中間体(αLA-IIA、αLA-IIIA)の SS結合を同定し、前者が Cys61- Cys77と

Cys73- Cys91の架橋を持つ 2S中間体、後者を αLA-IIAの SS結合に加えて Cys28- Cys111の

架橋を持つ 3S中間体であると報告した 10,11。 

 

 

Figure 3-3  以前に提案された αLAの酸化的フォールディング経路 

 

しかしながら、温度、変性剤、pH、Ca2+を除く他の金属イオンの種類や濃度が酸化的フォ

ールディング経路にどの様に影響を及ぼすのか議論はされていない。本章では酸化剤に

DHSoxを応用し、αLAの酸化的フォールディング経路を検証すると共に、観測される特異的

な中間体の熱力学的な安定性について明らかにすることを目的として検討を行なった。 
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3-2 実験操作 

3-2-1 R型の精製 

αLA (6 mg)を 600 µLの 5 M GdmClを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.5)で溶解し、DTTred (30 

mg)を加えて 25 ºCで 2時間還元した。0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で平衡化させた Shephadex G-

25 Fine (1.5×30 cm)で脱塩し、フラクションの頂点を 4 mL分取した。得られた R型は UV測

定から濃度を決定し(ε268: 22850 cm-1M-1)、30 µMになる様に 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で希釈

した。 

 

3-2-2 DHSoxを用いた酸化的フォールディング 

R型を 100 µLずつ分注し、100 µLの 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)または 10 mM CaCl2を含む

0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で希釈した。100 µLの 30 µM DHSoxまたは 5 mM CaCl2を含む 30 µM 

DHSoxを加え、5 ºCで 1分から 24時間フォールディングした。反応は 2 つの方法で停止さ

せた。(A) 15 µLの 1 M HClを加え、700 µLの 0.1% TFAaqで希釈した。(B) 300 µLの 40 mM 

AEMTSを加えて 25 ºCで 10分間反応させ、15 µLの 1 M HClを加えた。0.1 M AcOHで平

衡化させた Shephadex G-25 Fine (1.5×30 cm)で脱塩し、フラクションを 10 mL分取した。凍

結乾燥した後、1 mLの 0.1% TFAaqで溶解した。 

必要に応じてDHSoxの濃度(60, 90, 120 µM)、温度(35, 45 ºC)、変性剤の濃度(0.625 M GdmCl)、

pH (0.1M Bis-Tris buffer (pH 6.8))、金属イオンの種類(5 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 

mM ZnCl2, 0.5 mM MnCl2)を変更して、同様に酸化的フォールディング実験を行なった。 

 

3-2-3 HPLCによる分析 

 2 種類の方法でクエンチしたサンプルを RP-HPLC で分析を行なった。酸クエンチしたサ

ンプル(A)は Agilent製の ZORBAX 300SBC-18カラム(4.6×150 mm, 5 µm)を使用した。移動相

Aを 0.1% TFAaq、移動相 Bを 0.1% TFA/ACNとし、後者の濃度を 60 分間で 30%から 48%

に増加させて分離した。AEMTS クエンチしたサンプル(B)は Tosoh 製の TSKgel ODS-100V 

C-18 カラム(4.6×150 mm, 5 µm)を使用した。移動相 A を 0.1% TFAaq、移動相 B を 0.1% 

TFA/ACNとし、後者の濃度を 10分間で 20%から 37.5%、50分間で 37.5%から 41.5%に増加

させて分離した。カラム恒温槽は前者を25 ºC、後者を35 ºCとし、どちらも流速を0.5 mL/min、

UV波長を 280 nmとした。 

 

3-2-4 ESI-MSによる解析 

 AEMTS クエンチしたサンプル(B)を凍結乾燥した後、0.1% 蟻酸と 0.1% 蟻酸/ACN の混

合溶液に溶解させた。Jeol 社製 JMS-100LP 装置を使用して ESI(+)法でイオン化し、質量分

析を行なった。標準物質として angiotensin I ([M+H]+: 1296.685)を用いて校正した。 
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3-3 結果  

3-3-1 DHSoxを使った定量的な R型の酸化 

R型に対し 1当量の DHSoxを 5 ºCで 2 mMの EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)中で

反応させた。得られた生成物の遊離 SH基を AEMTSで修飾して ESI-MSで分子量を測定し

たところ(Figure 3-4及び Table 3-1)、主として 1SS中間体、僅かな量の R型と 2SS中間体が

観測された。AEMTS はタンパク質の立体配座に影響を与えることなく SH 基を速やかに-

SSCH2CH2NH3
+に変換する。従って、AEMTS 修飾されたタンパク質はペプチド鎖に存在す

る SH基の数に依存して本来の質量よりも大きい値となる。同様に R型に対し 2、3、4当量

の DHSoxと反応させた時、それぞれ主として 2SS、3SS、4SS中間体が得られた。このこと

から、DHSoxは αLAの R型に存在する SH基と迅速且つ定量的に反応して SS結合を形成す

ることが確認された。 

 

 

Figure 3-4  1-4当量の DHSoxを反応させた時の ESI-MSスペクトル 

5 ºC で αLAの R 型に対し 1-4 当量の DHSoxを 2 mM の EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)中で反応させ、1 分間後に AEMTS で反応を停止させた。Aは R 型、B は 1 当量、C は

2当量、Dは 3当量、Eは 4当量の DHSoxを加えた時の ESI-MSスペクトルを示す。 
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Table 3-1  Figure 3-4で得られたフラグメントの一覧 

Species Expected Ma [M+8H]8+ [M+11H]11+ [M+12H]12+ [M+14H]14+ 

R+8×AEMTS 14784.9862   1233.40653 

(1233.0899) 

1057.18916 

(1057.0782) 

1SS+6×AEMTS 14632.9420   1220.69909 

1220.88367 

(1220.4196) 

 

2SS+4×AEMTS 14480.8978  1317.63212 

(1317.4530) 

1207.79401 

1207.77323 

(1207.7492) 

 

3SS+2×AEMTS 14328.8536 1792.38606 

(1792.1144) 

1303.88087 

(1303.6308) 

1195.35133 

(1195.0789) 

 

4SS 14176.8094 1773.24379 

(1773.1089) 

1289.73942 

(1289.8086) 

  

a多価イオンの理論値は()で示す。 

 

上記と同じ反応条件で R型と DHSoxを反応させ、AEMTSクエンチの代わりに酸クエンチ

したサンプルを RP-HPLCで分析したところ(Figure 3-5)、SS形成がランダムに起こり非特異

的に 1SS から 4SS までの中間体が生成していることが分かった。この結果は DHSoxを用い

た場合、SS形成が SS交換よりも迅速に進行すると云う以前の研究と一致する 12。 

 

 

Figure 3-5  1-4当量の DHSoxを反応させた時の HPLCクロマトグラム 

5 ºCで αLAの R型に対し 1-4当量の DHSoxを 10 mMの EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)中で反応させ、1分間後に 1 M HClで反応を停止させた。 
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3-3-2 フォールディング中間体の SS交換 

DHSoxとの反応によってフォールディング初期に形成された SS 中間体が特定の SS 中間

体へ SS 交換するのかを調べる為に、SS 形成が完了した後の反応溶液をそのまま長時間放

置して、生じる中間体に変化が起こるかどうか調べた。しかし、EDTAを含む buffer中では

HPLC クロマトグラム上で、初期に形成された SS 中間体からの変化は観測されなかった

(Figure 3-5)。また、αLAの SH基は DHSoxによってランダムに架橋され、非常に速く酸化さ

れることが判明した。一方、EDTA を含まない buffer 中で R 型に 1 当量の DHSoxを反応さ

せたところ(Figure 3-6A)、5 時間後に僅かな量の N 型と 1 種類の特異的な SS 中間体(I-1)の

形成が観測された。同様の実験を 5 mMの CaCl2共存下で行なったところ(Figure 3-6B)、I-1

の形成が顕著になり、第 2の SS中間体(I-2)の生成も確認された。 

 

Figure 3-6  EDTA 非共存下における酸化的フォールディングから得られた HPLC クロマト

グラム 

5 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)中で反応させ、一定時

間後に 1 M HClで反応を停止させた。Aは CaCl2非共存、Bは 5 mMの CaCl2共存の条件下

で行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

Figure 3-7 はフォールディング時間に対する R 型、N 型、I-1、I-2 の相対的な生成量を示

す。Ca2+非共存下では R型の生成量が徐々に減少し、N型がゆっくりと増加している。これ

は溶液に残存する微量の金属イオンが空気酸化を触媒している為と考えられる。N 型と I-1

は EDTA を含む buffer 中では蓄積しないので、これらの形成には EDTA がキレート可能な

金属イオン(Fe3+など)が必要であると推測される。Ca2+共存下における R 型の酸化(即ち、R

型の減少)は Ca2+非共存下とほぼ同じ反応速度であったが、N型の形成は Ca2+非共存下より

も遥かに速く起こった。I-1 の生成量は同時刻の Ca2+非共存下よりも大きかった。I-2 は I-1

よりも速く形成され、N型は I-1が蓄積した後に形成し始めた。これはフォールディング経

路上 I-2は I-1の前駆体であり、I-1が N型の前駆体であることを示唆している。Ca2+は空気

酸化を促進することはないが、I-1や I-2、N型の形成を促進することが明らかになった。 
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Figure 3-7  フォールディング時間に対する各成分の相対的な生成量の変化 

色と記号は R型(青, ●)、N型(赤, ○)、I-1(緑, ▲)、I-2(紫, △)を表す。Aは CaCl2非共存、B

は 5 mMの CaCl2共存の条件下で行なった時の相対的な生成量の変化を示す。 

 

3-3-3 金属イオンの影響 

Ca2+遊離型 αLA (apo-αLA)には Mg2+や Na+などの金属イオンが β シート領域に存在する

Ca2+結合部位に弱く配位することが知られている 3,13,14。そこで、CaCl2 の代わりに NaCl、

KCl、MgCl2、ZnCl2、MnCl2の共存下で酸化的フォールディングを行なった。MnCl2を除く

各金属塩化物の濃度は 5mMとした。MnCl2の場合は 5 mM MnCl2では恐らく pH 8で生じる

Mn(OH)2の空気酸化によって溶液の色が赤褐色に変化したのでMnCl2の濃度を 0.5 mMとし

た。また、ZnCl2は 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で Zn(OH)2の白色沈殿を生じたので、0.1 M Bis-

Tris buffer (pH 6.8)でフォールディングを行なった。NaCl、KCl、MgCl2共存下で得られたHPLC

クロマトグラム(Figure 3-8A-C)は Ca2+非共存下で得られた HPLC (Figure 3-6A)とほぼ一致し

た。このことは、Na+や K+、Mg2+は Ca2+結合部位に R 型の状態では配位せず、フォールデ

ィング初期に生成する SS中間体の熱力学的な安定性に殆ど影響しないことを意味する。た

だし、注意深く観察すると、MgCl2共存下における I-1 の生成量は NaCl や KCl の場合より

も僅かに多いことが分かる。実際に、これら金属イオンの結合定数はそれぞれ 100±10、8±3、

2000±100 M-1であり、Ca2+は 20 ºCで 3×108 M-1である 3。Ca2+とは異なる結合部位に配位す

る Zn2+は、20時間後に少量の I-1のみを生成した(Figure 3-8D)。これは 0.1 M Bis-Tris buffer 

(pH 6.8)中でフォールディング反応を行なった為であり、この条件では SS中間体の SS交換

や空気酸化は著しく遅くなることを示している(Figure 3-9)。一方、MnCl2共存下では濃度が

0.5 mM であるのにも関わらず少量の I-1 が観測され、N 型は既に 5 時間後には生成してい

た(Figure 3-8E)。従って、酸化的フォールディングは CaCl2共存下よりもMnCl2共存下の方

が迅速に進行した。Mn2+が SS 中間体を 4SS 中間体ではなく N 型へと効果的に導くことが

できる理由は明らかではないが、次のMn2+の特徴が N型に向かって強いバイアスを掛けて

いると考えられる。Mn2+のイオン半径が Ca2+のイオン半径とほぼ同じであり、Ca2+結合部位
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への配位が可能であることが報告されている 3。この配位が I-1 の熱力学的な安定性を著し

く高めたと推定される。また、Mn原子がいろいろな酸化数を取り得る為に、Mn2+が SH基

の空気酸化を触媒し、SS形成を促進したことも考えられる。 

 

 

 

Figure 3-8  様々な金属イオン共存下における酸化的フォールディングから得られた HPLC

クロマトグラム 

5 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを加え、一定時間後に 1 M HClで反応を停止させ

た。Aは 5 mMの NaCl共存(pH 8.0で 10時間)、Bは 5 mMの KCl共存(pH 8.0で 10時間)、

Cは 5 mMの MgCl2共存(pH 8.0で 10時間)、Dは 5 mMの ZnCl2共存(Bis-Tris buffer pH 6.8

で 20時間)、Eは 0.5 mMの MnCl2共存(60 mM Tris buffer pH 8.0で 5時間)の条件下で行なっ

た時の HPLCクロマトグラムを示す。 
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Figure 3-9  pH 6.8における酸化的フォールディングから得られた HPLCクロマトグラム 

5 ºCで αLAの R型に対し 1 当量の DHSoxを 0.1 M Bis-Tris buffer (pH6.8)中で反応させ、20

時間後に 1 M HClで反応を停止させた。Aは CaCl2非共存、Bは 5 mMの CaCl2共存の条件

下で行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

3-3-4 I-1と I-2の同定 

αLAの酸化的フォールディング中に観測された 2種類の特異的な中間体 I-1と I-2は N型

へのフォールディング経路上に存在する重要な中間体と考えられる。I-1 と I-2 が有する SS

結合の数を特徴付ける為に、AEMTSで修飾したこれらの中間体を単離して ESI-MS 測定を

行なった。その結果、分子量は I-1が 14,328.7 Da、I-2が 14,482.9 Daであった(Figure 3-10及

び Table 3-2)。このことは、AEMTS (即ち、-SCH2CH2NH3
+)がそれぞれ 2 個と 4 個結合した

ことを示しており、I-1が 3SS中間体、I-2が 2SS中間体であることが分かった。HPLCの保

持時間を文献と比較することで、I-1 を des[6-120]、I-2 を(61-77, 73-91)と同定した 10,11。I-1

と I-2 が共に Ca2+結合部位の近くに存在する 2 つの SS 結合、Cys61-Cys77 および Cys73-

Cys91を持つことは興味深いことである。Ca2+の結合は βシート領域の熱力学的な安定性を

高め、2 つの天然型の SS 結合を円滑に形成するのに役立つ。これが Ca2+非共存下で I-1 と

I-2 が殆ど観測されない理由であると推定される。 

 

 

Figure 3-10  I-1 と I-2の ESI-MSスペクトル 

5 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを 5 mMの CaCl2を含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)

中で反応させ、5時間後に AEMTSで反応を停止させた。得られたサンプルを HPLCで分析

し、I-1と I-2を単離・精製した後、MS測定を行なった。Aは I-1、Bは I-2の ESI-MSスペ

クトルを示す。 



45 
 

Table 3-2  Figure 3-10で得られたフラグメントの一覧 

Species Expected Ma [M+8H]8+ [M+10H]10+ 

I-1: (3SS)+2×AEMTS 14328.8536 1792.09439 

(1792.1144) 

 

I-2: (2SS)+4×AEMTS 14480.8978  1449.29552 

(1449.0975) 

a多価イオンの理論値は()で示す。 

 

3-3-5 I-1と I-2の構造的な安定性 

Ca2+共存下で R型が 1当量の DHSoxと反応した場合、I-2は反応開始 5時間で最大の蓄積

を示した。この段階でさらに 1当量の DHSoxを加えることで、R型や SS中間体を迅速に強

制酸化(oxidation pulse)させた。Figure 3-11は oxidation pulseを行なった後に AEMTSクエン

チしたサンプルの HPLCクロマトグラムである。R型は oxidation pulseによって急速に消失

し、I-2は 1分以内で酸化された。I-1は 3分後でも酸化されずに残った。もし、I-1や I-2 が

非天然型の SS結合を持つ 3SSや 2SS中間体であれば、oxidation pulseで形成されるのは 4SS

中間体である。しかし、I-1と I-2の減少量はN型の増加量とほぼ一致しており(Figure 3-12)、

I-1 や I-2 が N型へと酸化されたことを示している。この結果は I-1 と I-2 が天然の SS 結合

を持ち、N型へ向かうフォールディング経路上の重要な中間体であることを支持した。 

 

 

Figure 3-11  Oxidation pulseから得られた HPLCクロマトグラム 

5 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを 5 mMの CaCl2を含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)

中で反応させ、5 時間後に 1 当量の DHSoxを加えて oxidation pulse を行なってから AEMTS

で反応を停止させた。 
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Figure 3-12  酸化時間に対する各成分の相対的な生成量の変化 

色と記号は R型(青, ●)、N型(赤, ○)、I-1(緑, ▲)、I-2(紫, △)を表す。 

 

 一方、5時間後のサンプルに様々な濃度の DTTredを加えて逆に強制還元(reduction pulse)を

行なったところ(Figure 3-13)、R型と I-1のピーク面積は増加、N型は減少する様子が観測さ

れたが、I-2 は殆ど変化しなかった。R 型のピーク面積が増加したのはランダムに形成され

た非特異的な SS中間体が DTTredによって R型へと還元されたからであろう。I-1 のピーク

面積の増加と N型の減少は N型の Cys6-Cys120 が還元されたことに起因していると考えら

れる。この天然型の SS結合(Cys6-Cys120)は αヘリックス領域に存在し、タンパク質分子の

外側に露出している為に、4 つの SS 結合の中で最初に DTTredとの反応が起こり易い 15,16。

Ca2+結合部位の近くに存在する 2 つの天然型の SS 結合(Cys61-Cys77 と Cys73-Cys91)は、

Ca2+の配位がによって構造が局所的に安定化されている為に、DTTredによって還元されなか

ったと推測される。 

 

 

Figure 3-13  Reduction pulseから得られた HPLCクロマトグラム 

5 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを 5 mMの CaCl2を含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)
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中で反応させ、5 時間後に各濃度の DTTredを加えて reduction pulse を行なってから AEMTS

で反応を停止させた。 

 

3-3-6 温度と変性剤の影響 

 Ca2+非共存下と共存下における 35 ºCでの αLAの酸化的フォールディングの結果を Figure 

3-14 に示す。Ca2+非共存下と共存下、いずれも酸化的フォールディングは 5 ºC の時よりも

急速に進行したが、観測された中間体は明確に異なっていた。Ca2+非共存下の場合、特異的

な中間体である I-1と I-2は観測されなかったが、N型は既に 3時間で形成され始めていた。

24 時間後、2 つの異なる成分(X と Y)の形成が観察された。これらは以前に報告された X-

αLAと呼ばれる 4SS中間体と考えられる 17。Ca2+共存下では 5 ºCの時と同様に、最初に I-2

が形成され、I-1と N型が逐次生成された。これらの結果から、I-2は I-1よりも熱変性の影

響を受け易いことが示唆された。35 ºCの方が 5 ºCよりも N型が素早く形成された理由は、

温度の上昇に伴って空気酸化(SS形成)と SS交換が加速されたことが原因であると考えられ

る。 

 

 

Figure 3-14  35 ºCにおける酸化的フォールディングから得られた HPLCクロマトグラム 

35 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)中で反応させ、一定時

間後に 1 M HClで反応を停止させた。Aは CaCl2非共存、Bは 5 mMの CaCl2共存の条件下

で行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

同様のフォールディング実験を 45 ºCで行なったところ(Figure 3-15)、Ca2+共存下では I-1

と I-2の生成は抑制されたが、N型の生成量は 5時間で既に 44%に達した。対照的に、Ca2+

非共存下では僅かな量の N型しか生成しなかった。これは Ca2+非結合の N型の熱力学的な

安定性が低下したことによるものと考えられる。 
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Figure 3-15  45 ºCにおける酸化的フォールディングから得られた HPLCクロマトグラム 

45 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)中で反応させ、一定時

間後に 1 M HClで反応を停止させた。Aは CaCl2非共存、Bは 5 mMの CaCl2共存の条件下

で行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

実際、αLAの熱変性曲線(Figure 3-16)は、Ca2+共存下では熱による影響が Ca2+非共存下よ

りも少ないことを示している。Figure 2-15A の 24 時間の HPLC クロマトグラム上に観測さ

れる種々の 4SS 中間体は 5 ºC の EDTA を含む buffer 中で 4 当量の DHSox を加えた時の

HPLC クロマトグラム(Figure 3-5)と類似している。従って、酸化剤として DHSox を用いた

αLAの酸化的フォールディングにおいて、N型の効率的な生成には I-1の形成が必要不可欠

であることが分かる。 

 

Figure 3-16  αLAの熱変性曲線 

αLAの N型を 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)に溶解させ、15 ºCから 80 ºCまで 5 ºC刻みに温度を

変化させながら UV測定を行なった。Aは CaCl2非共存、Bは 5 mMの CaCl2共存の条件下
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で行なった時の熱変性曲線を示す。 

 

 変性剤の効果を調べる為、0.625 M の GdmCl 共存下でフォールディング実験を行なった

(Figure 3-17)。Ca2+非共存下では I-1 や I-2 は観測されず、10 時間で僅かな量の N 型が生成

した。Ca2+共存下では有意な I-1の形成が観測され、N型の生成量は 5時間で 10%、24時間

で 37%に達した。これは Ca2+が結合した I-1 が 0.625 M GdmCl 共存下でもコンフォメーシ

ョンを維持していることを示している。一方、Ca2+が結合した I-2は熱力学的な安定性が低

く、同じ反応条件でも変性するものと考えられる。 

 

 

Figure 3-17  GdmCl 共存下における酸化的フォールディングから得られた HPLC クロマト

グラム 

5 ºCで αLAの R型に対し 1当量の DHSoxを 0.625 Mの GdmClを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)中で反応させ、一定時間後に 1 M HCl で反応を停止させた。Aは CaCl2非共存、Bは 5 

mMの CaCl2共存の条件下で行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

3-3-7 αLAと HELの酸化的フォールディング経路の比較 

αLAのアミノ酸配列は HELと相同性があり(Figure 3-18)18、立体構造も非常に良く似てい

る(Figure 3-19)。しかしながら、本研究の結果から酸化的フォールディング経路は両者で大

きな差があることが分かった。αLA の酸化的フォールディング経路では熱力学的に安定な

des 中間体の数は 1 種類であり、N 型を形成するには前駆体の des[6-120]の形成が不可欠で

ある 19。一方、HELは 3種類の des中間体(des[76-94]、des[64-80]、des[6-127])を形成する 20。

分子内に 4 つの SS 結合を持つ両タンパク質の場合、取り得ることが可能な des 中間体は 4

種類である。しかし、αLA に対する Ca2+の結合は β シートに存在する 2 つの SS 結合を安

定化させ、これらの SS 結合を持つ des 中間体が優先的に形成される為に、1 種類の des 中

間体だけが特異的に観測されると考えられる。αLA のフォールディング経路は on pathway

上の中間体、(61-77, 73-91)や des[6-120]を形成することができれば確実に N型へと導かれる
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が、off pathwayに転がり込むと途端に N型への道を失う。これは変性剤によって(61-77, 73-

91)や des[6-120]の形成が抑制された場合、4SS中間体を多く形成した実験結果が示唆してい

る(第 3 章 Figure 3-17)。従って、αLAの酸化的フォールディング経路は HEL に比べて選択

肢の少ない、自由度のない経路であると云える。このことから、SS 含有タンパク質の酸化

的フォールディング経路は SSトポロジーが互いに類似している場合でも、アミノ酸配列や

共存する金属イオンなどの他因子により、大きな差が生じる得ることが明らかになった。 

 

 

Figure 3-18  HELと αLAのアミノ酸配列の比較 

一致するアミノ酸残基は赤、Cys残基は赤紫、Ca2+結合部位を青で示す。 

 

 

Figure 3-19  HELと αLAの立体構造の比較 
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3-4 結論 

 本章では αLA の酸化的フォールディング経路を議論する為に、高い酸化能力を持ち定量

的に SS 結合を形成する DHSoxを酸化剤に用いた。EDTA 共存(金属イオン非含有条件)下で

は DHSoxの化学量論的な酸化によって種々の非特異的な SS中間体が生成されたが、特定の

SS中間体への SS交換は観測されなかった(結果の 3-3-1参照)。一方、EDTA非共存の場合、

1 種類の特異的な 3SS 中間体 I-1 が生成され、buffer 中に存在する僅かな金属イオンによっ

て空気酸化が触媒され、N型へゆっくりと酸化された(Figure 3-6A)。Ca2+共存下では酸化的

フォールディングがより急速に進行し、フォールディング初期に特異的な 2SS中間体 I-2 が

生成された(Figure 3-6B)。これは R型が I-2 を形成した後に I-1、そして N型を逐次形成す

ることを示す。フォールディング上の重要な中間体である I-1 と I-2 は、以前に J. Y. Chang

が報告した 2 つの天然の SS 結合を持つ(61-77, 73-91)と 3 つの天然の SS 結合を持つ des[6-

120]であると同定した。これらの中間体は共通して β シート領域の Ca2+結合部位の近くに

位置する 2 つの SS結合、Cys61-Cys77 と Cys73-Cys91 を持つ。従って、種々の 2SS中間体

の中で I-2 のみが、種々の 3SS中間体の中で I-1 のみが熱力学的に安定な中間体であること

が分かった。この結果はαLAのN型の形成にCa2+の結合が不可欠であることを支持する 10。 

上記の結果に基づき、本研究から明らかになった αLA の酸化的フォールディング経路を

Figure 3-20 に示す 19。以前に提案された経路(Figure 3-3)では 4SS 中間体から直接 N 型に転

移することができるが、我々が提案する経路では 4SS 中間体は dead end となる。これは使

用したフォールディング試薬の違いによるものであり、フォールディング経路は基本的に

従来のものと同じであった 21。また、我々は酸化力の高い DHSoxを用いた oxidation pulseに

よって I-1と I-2が N型の直前の前駆体であることを示し、N型に至るフォールディング経

路上に(61-77, 73-91)と des[6-120]が存在することを検証した。αLAは on pathway上の熱力学

的に安定な des中間体の数が少なく、N型を形成するには前駆体である des中間体の形成が

不可欠である。一方、αLAのアミノ酸配列と相同性のある HELの酸化的フォールディング

経路は 3種類の des中間体を形成する。このことから、同じ SSトポロジーを持つ場合でも、

アミノ酸配列や共存する金属イオンなどの他因子によって酸化的フォールディング経路は

異なる場合があることが分かった。 

 

 

Figure 3-20  DHSoxを用いた αLAの酸化的フォールディング経路 
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Ca2+よりも結合定数が遥かに小さい Na+、K+、Mg2+、Zn2+の共存下では αLAの酸化的フォ

ールディング経路は全く影響を受けなかった(Figure 3-8)。一方、Mn2+共存下では Ca2+共存下

よりも N型への酸化的フォールディングは迅速に進行した。N型の形成には SS中間体から

I-1 や I-2 への SS 交換が必要である為、Ca2+結合部位に Mn2+が結合して I-1 と I-2 が熱力学

的に安定されたことが推測される。実際に Ca2+と Mn2+が同じ結合部位を共有することが報

告されている 3。Mn2+共存下における酸化的フォールディングの促進は、塩基性条件下で

Mn(OH)2が空気酸化を触媒することが源であると考えられる。本研究では αLA の酸化的フ

ォールディング経路に対する温度、変性剤(GdmCl)の影響も調査した。その結果、I-1 と I-2

の生成は温度(35、45 ºC)と変性剤(0.625 M GdmCl)で抑制されたが、フォールディング経路

自体は変化しなかった。熱力学的な安定性は I-2 < I-1 < N型の順で大きくなる。I-1や I-2が

安定化されない場合、αLAは try-and-errorによって N型を模索しなければならず、4SS中間

体が多く形成されることになる。 

Ca2+結合が Cys61-Cys77 と Cys73-Cys91 の SS 結合の形成を促進することは文献で報告さ

れている。Wu は β シート領域に存在する Cys61-Cys77 と Cys73-Cys91 の 2 つの SS 結合を

持つ αLA の 2SS 変異体に Ca2+が結合することで、頑丈な立体構造の形成を齎
もたら

すことを報

告した。その様な相互作用の形成は、α ヘリックス領域に存在する Cys6-Cys120 と Cys28-

Cys111 の 2 つの SS 結合を持つ 2SS 変異体には見られない。また、Hendrix は Cys6-Cys120

と Cys28-Cys111 を還元してヨード酢酸で修飾した 2SS 中間体を調べ、α ヘリックス領域は

変性しているが βシート領域は構造を弱く保持していると報告した。αLAの 72-100 残基か

らなるペプチドが弱い Ca2+の結合を持つことも報告されている 22。これらの所見は Figure 3-

20に示す αLAの酸化的フォールディング経路と一致するものである。 

 第 3 章を要約すると、αLA の酸化的フォールディング経路は統計学的に可能な組み合わ

せの SS 結合を持つ無数の中間体を形成する Hirudin の様な経路と選択的に(61-77, 73-91)と

des[6-120]を形成する BPTIの様な経路を持ち、βシート領域への Ca2+の配位がこれらのフォ

ールディング経路を切り替えていることが確認された。αLA の経路はアミノ酸配列に相同

性のある HEL のものとは大きく異なり、フォールディング経路が SS トポロジーのみに依

存するのではないことが分かった。αLAの酸化的フォールディングに Na+、K+、Mg2+、Zn2+

は実質的な影響を与えないが、Mn2+はCa2+と同様に特異的な SS中間体の安定化を齎
もたら

した。 
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第 4章 Bovine β-lactoglobulin の酸化的フォールディング 

 

4-1 緒言 

乳清タンパク質の β-lactoglobulin (βLG)は 162残基から構成されるタンパク質である。哺乳

類の乳に含まれているが、ヒトの母乳には発見されていない 1。生物学的機能は明らかにさ

れていないが、cis-レチノール(ビタミン A)などの疎水性分子に結合して輸送の役割を持つこ

とが示唆されている。βLGには幾つかの遺伝的変異体が確認されており、ウシの主要な成分

には A及び B が付けられている。これらの成分は 64 及び 118 番目のアミノ酸が異なり、A

が 64番目: Asp、118番目: Val、Bが 64番目: Gly、118番目: Ala である 2。生理学的条件では

αヘリックス間の水素結合によって二量体を形成しており、pH 3以下で単量体へ解離する 3。 

βLGの立体構造は 9つのストランド(A-I)から形成される βバレルと C末端側の 310ヘリッ

クスが特徴的である 4,5(Figure 4-1)。βバレルを構成する 2つの逆平行型の βシートは、それ

ぞれストランド B-D とストランド Aの N 末端、ストランド E-H とストランド Aの C 末端

から形成される。分子内に 2つの SS結合(Cys66-Cys160、Cys106-Cys119)と遊離 SH基(Cys121)

を持っている。Cys66-Cys160は C-Dループを C末端に結び、Cys106-Cys119はストランド G

と Hの間に架橋している。Cys121 は α ヘリックスに覆われて完全に埋もれており、通常は

他の SS結合に関与しない 6,7。 

 

 

Figure 4-1  βLGの立体構造 

 

入手が容易で分離・精製が簡単な βLG はフォールディング研究のモデルタンパク質とし

て古くからの研究対象であり、フォールディングの初期に過剰の α ヘリックスを形成し、α

→β 転移で本来の立体構造を形成することが知られている 8。また、様々な条件でゲルを形

成する為、アグリゲーションやアミロイド線維の形成に関する実験にも頻繁に使用される

9,10。一方で、SS結合の開裂や再形成に関する研究は SS中間体のエネルギーを計算した論文

があるものの 11、どの様な酸化的フォールディング経路を辿るのかは報告されていない。特

に遊離 SH基を持つ βLGは遊離 SH基を持たない αLA や HELとは異なる経路を持つことが

予想されるが、SH基の機能や生物学的意義を含めて明確に分かっていないのが現状である。
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そこで、本章では酸化剤に DHSoxを応用し、βLGの酸化的フォールディングの特徴付けを行

ない、その中で SH基がどの様な役割を担うのかを調べた。 

 

4-2 実験操作 

4-2-1 R型の精製 

βLGを 0.1% TFAaqで溶解し、関東化学製のMightysil RP-18カラム(10×250 mm, 5 µm)を

用いて HPLCで variant Aと variant Bを分離・精製した。移動相 Aを 0.1% TFAaq、移動相 B

を 0.1% TFA/ACNとし、後者の濃度を 17分間で 42%から 47%に増加させて分離した。流速

を 2.0 mL/min、カラム恒温槽を 25 ºC、UV波長を 280 nmとした。精製した variant Aまたは

variant Bを凍結乾燥した後、700 µLの 5 M GdmClを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.5)で溶解し、

DTTred (40 mg)を加えて 25 ºCで 3時間還元した。1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)で平衡化させた Shephadex G-25 Fine (1.5×30 cm)で脱塩し、フラクションの頂点を 2 mL

分取した。得られた R型は UV測定から濃度を決定し(ε280: 18700 cm-1M-1)、20 µMになる様

に 1 mM EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で希釈した。 

 

4-2-2 DHSoxを用いた酸化的フォールディング 

R型を 150 µLずつ分注し、50 µLの 1 mM EDTAを含む 60 µM DHSoxを加え、5 ºCで 1分

から 24 時間フォールディングした。反応停止の際は 15 µL の 1 M HCl を加え、800 µL の

0.1% TFAaqで希釈した。 

必要に応じて DHSoxの濃度(120 µM)、温度(35 ºC)、変性剤の濃度(1.25 M GdmCl)を変更し

て、同様に酸化的フォールディング実験を行なった。 

 

4-2-3 HPLCによる分析 

 酸クエンチしたサンプルは Agilent製の ZORBAX 300SBC-18カラム(4.6×150 mm, 5 µm)を

用いて RP-HPLCで分析を行なった。移動相 Aを 0.1% TFAaq、移動相 B を 0.1% TFA/ACN

とし、後者の濃度を 40分間で 40%から 48%に増加させて分離した。流速を 0.5 mL/min、カ

ラム恒温槽を 25 ºC、UV波長を 280 nmとした。 

 

4-2-4 ESI-MSによる解析 

 HPLCで分取した SS中間体は凍結乾燥した後、100 µLの 5 M GdmClを含む 40 mM AEMTS

を加えて 25 ºCで 40分間処理し、5 µLの 1 M HClを加えた。Agilent製の ZORBAX 300SBC-

18カラム(4.6×150 mm, 5 µm)を用いて HPLCで分離・精製した。移動相 Aを 0.1% TFAaq、

移動相 Bを 0.1% TFA/ACNとし、後者の濃度を 40分間で 40%から 48%に増加させて分離し

た。流速を 0.5 mL/min、カラム恒温槽を 25 ºC、UV波長を 280 nmとした。凍結乾燥した後、

0.1% 蟻酸と 0.1% 蟻酸/ACN の混合溶液に溶解させた。Jeol 社製 JMS-100LP 装置を使用し

て ESI(+)法でイオン化し、質量分析を行なった。標準物質として angiotensin I ([M+H]+: 

1296.685)を用いて校正した。 
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4-3 結果 

4-3-1 βLGの遺伝的変異体 

市販の βLGを RP-HPLCで分析したところ(Figure 4-2)、2種類の成分が観測された。この

成分を ESI-MS で測定したところ(Figure 4-3 及び Table 4-1)、分子量はフラクション I が

18,277.9 Da、フラクション IIが 18,363.2 Daであった。この結果からフラクション Iが variant 

B、フラクション IIが variant Aであることが分かった。 

 

 

Figure 4-2  市販の βLGを RP-HPLCで分離させた時の HPLCクロマトグラム 

 

 

Figure 4-3  フラクション Iと IIの ESI-MSスペクトル 

市販の βLGを単離・精製した後、MS測定を行なった。Aはフラクション I、Bはフラクシ

ョン IIの ESI-MSスペクトルを示す。 

 

Table 4-1  Figure 4-3で得られたフラグメントの一覧 

Species Expected Ma [M+13H]13+ 

フラクション I: variant B 18269.4184 1407.00270 

(1406.3477) 

フラクション II: variant A 18355.4552 1413.56526 

 (1412.9659) 

a多価イオンの理論値は()で示す。 
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4-3-2 DHSoxを用いた酸化的フォールディング 

Variant Aと variant Bの R型に対しそれぞれ 1当量の DHSoxを 5 ºCで 1 mMの EDTAを含

む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)で反応させた(Figure 4-4)。Variant Aは DHSoxによってランダムな

SS結合を持つ 6種類の中間体(AI1-AI6)を形成した。酸化して直ぐに AI4と AI5以外の中間

体は消失した。これは速度論的に形成した SS 中間体が熱力学的に安定な SS 結合に組み換

わることで AI4や AI5へ転移した為だと推測される。Figure 4-5はフォールディング時間に

対する R型、N型、I4、I5の相対的な生成量を示す。AI5の生成量は DHSoxとの反応後から

ゆっくりと減少したが、AI4 と N 型の生成量は徐々に増加した。これは SS 交換を介して

AI5 が熱力学的にさらに安定な AI4或いは N型に転移した為だと考えられる。 

一方、variant Bは variant Aの AI4 に相当する BI4が観測されなかった。この理由として、

BI4と N型の保持時間がほぼ同じである為に、HPLCクロマトグラムでは 1つの成分に見え

ていることが推測された。これを裏付ける様に variant B の N型の生成量は、variant Aの AI4

と N型の生成量を足した値とほぼ等しいことが分かった(Figure 4-5B)。Variant Bも variant A 

と同様にフォールディング初期に速度論的に形成した SS中間体(BI3-BI6)が観測された。 

 

 

Figure 4-4  酸化的フォールディングから得られた HPLCクロマトグラム 

5 ºCで βLGの R型に対し 1当量の DHSoxを 1 mMの EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)

中で反応させ、一定時間後に 1 M HClで反応を停止させた。Aは variant A、Bは variant Bで

行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 
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Figure 4-5  フォールディング時間に対する各成分の相対的な生成量の変化 

色と記号は R型(青, ●)、N型(赤, ○)、I4(紫, △)、I5(緑, ▲)を表す。Aは variant A、Bは variant 

Bで行なった時の相対的な生成量の変化を示す。 

 

4-3-3 SS中間体の同定 

 熱力学的に安定な中間体、AI4と AI5 が持つ SS結合の数を調べる為に、これらの中間体

を単離・精製した後、SH基を AEMTSで修飾し、ESI-MSで測定を行なった。分子量は AI4

が 18,574.6 Da、AI5が 18,576.6 Daであった(Figure 4-6及び Table 4-2)。これは AEMTS(即ち、

-SCH2CH2NH3
+)の修飾が 3個に相当し、どちらも 1SS中間体であることが分かった。速度論

的に形成する SS中間体も同様に測定を行ない、AI3と AI6が 1SS中間体、AI1と AI2 が 2SS

中間体であることが分かった(Figure 4-7及び Table 4-3)。実際に 2当量の DHSoxを加えると、

AI1 と AI2 の生成量が 1当量の時よりも増加した(Figure 4-8)。つまり、速度論的に形成する

AI3 と AI6 は SS交換を介して AI4や AI5 へ、間違った SS結合を持つ AI1と AI2は N型へ

転移する。 

 

 

Figure 4-6  AI4 と AI5の ESI-MSスペクトル 

5 ºCで variant Aの R型に対し 1当量の DHSoxを 1 mMの EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)中で反応させ、15分間または 3時間後に 1 M HClで反応を停止させた。得られたサンプ

ルを HPLCで分析し、AI4と AI5を単離・精製した後、5 M GdmClと 40 mMの AEMTSを
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含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)に溶解させ、塩を処理してからMS測定を行なった。Aは AI4、

Bは AI5の ESI-MSスペクトルを示す。 

 

Table 4-2  Figure 4-6で得られたフラグメントの一覧 

Species Expected Ma [M+16H]16+ [M+19H]19+ 

AI4: (1SS)+3×AEMTS 18583.5220  978.62092 

(979.0879) 

AI5: (1SS)+3×AEMTS 18583.5220 1162.04318 

(1162.4779) 

 

a多価イオンの理論値は()で示す。 

 

 

Figure 4-7  速度論的に形成する中間体の ESI-MSスペクトル 

5 ºCで variant Aの R型に対し 1当量の DHSoxを 1 mMの EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)中で反応させ、1分間後に 1 M HClで反応を停止させた。得られたサンプルを HPLCで

分析し、各中間体の成分を単離・精製した後、5 M GdmClと 40 mMの AEMTSを含む 0.1 M 

Tris buffer (pH 8.0)に溶解させ、塩を処理してからMS測定を行なった。Aは AI1、Bは AI2、

Cは AI3、Dは AI6の ESI-MSスペクトルを示す。 
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Table 4-3  Figure 4-6で得られたフラグメントの一覧 

Species Expected Ma [M+14H]14+ [M+17H]17+ 

AI1: (2SS)+1×AEMTS 18431.4778 1318.61529 

(1317.5419) 

 

AI2: (2SS)+1×AEMTS 18431.4778 1318.46495 

(1317.5419) 

 

AI3: (1SS)+3×AEMTS 18583.5220  1094.95698 

(1094.1561) 

AI6: (1SS)+3×AEMTS 18583.5220  1094.95114 

(1094.1561) 

a多価イオンの理論値は()で示す。 

 

 

Figure 4-8  1当量と 2当量の DHSoxを加えた時の HPLCクロマトグラム 

5 ºCで variant Aの R型に対し 1当量或いは 2当量の DHSoxを 1 mMの EDTAを含む 0.1 M 

Tris buffer (pH 8.0)中で反応させ、1分間後に 1 M HClで反応を停止させた。 

 

4-3-4 AI4及び AI5から N型への酸化 

R 型が 1 当量の DHSoxと反応した場合、AI4 は反応開始 3 時間、AI5 は反応開始 15 分間

で最大の蓄積を示した。この段階でさらに 1当量の DHSoxを加えることで、R型や SS中間

体を迅速に強制酸化(oxidation pulse)させた。Figure 4-9Aは反応開始 3時間後に oxidation pulse

を行なった時の HPLCクロマトグラムである。AI4の面積ピークは完全に消失し、N型の面

積ピークは増加した。AI4の減少量は N型の増加量とほぼ一致しており(Figure 4-10A)、AI4

が N型へと酸化されたことを示す。従って、AI4が天然型の SS結合を持ち、N型の前駆体

である。つまり、AI4 は Cys66-Cys160 か Cys106-Cys119 どちらかの SS 結合を持っている。

反応開始 15分後に oxidation pulseを行なったところ(Figure 4-9B、Figure 4-10B)、AI5の生成

量は oxidation pulseの前後で殆ど変化していないことが分かった。この結果は AI5から直接

N型への酸化は劣勢であることを示唆した。 
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Figure 4-9  Oxidation pulseから得られた HPLCクロマトグラム 

5 ºCで variant Aの R型に対し 1当量の DHSoxを 1 mMの EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 

8.0)中で反応させ、一定時間後に 1 当量の DHSoxを加えて oxidation pulse を行なってから 1 

M HCl で反応を停止させた。Aはフォールディング反応を開始してから 3 時間後、B は 15

分間後に oxidation pulseを行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

 

Figure 4-10  酸化時間に対する各成分の相対的な生成量の変化 

色と記号は R型(青, ●)、N型(赤, ○)、I4(紫, △)、I5(緑, ▲)を表す。Aはフォールディング反

応を開始してから 3 時間後、B は 15 分間後に oxidation pulse を行なった時の相対的な生成

量の変化を示す。 
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4-3-5 温度の影響 

 35 ºCにおける variant Aと variant Bの酸化的フォールディングの結果を Figure 4-11にそ

れぞれ示す。酸化的フォールディングは 5 ºC よりも急速に進行し、N 型は 1 時間で既に形

成した。35 ºCの方が 5 ºCの時よりも N型の形成が速かった理由は、温度の上昇に伴って空

気酸化(SS形成)と SS交換が加速されたことが原因であると考えられる。Variant A 、variant 

Bどちらも I5の生成が抑制されていることから、I5は I4に比べて熱変性の影響を受け易い

ことが示唆された。 

 

 

Figure 4-11  35 ºCにおける酸化的フォールディングから得られた HPLCクロマトグラム 

35 ºCで βLGの R型に対し 1当量の DHSoxを 1 mMの EDTAを含む 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)

中で反応させ、一定時間後に 1 M HClで反応を停止させた。Aは variant A、Bは variant Bで

行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 
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4-3-6 変性剤の影響 

 変性剤の影響を調べる為、1.25 Mの GdmCl 共存下で variant Aと variant B の酸化的フォ

ールディング実験を行なった(Figure 4-12)。I5と I4の生成は抑制された一方、フォールディ

ング初期に形成する I1、I2、I3 の蓄積が観察された。5 時間後、N 型の形成は観測されず、

I1 の生成量が僅かに増加した。この結果から、GdmCl 共存下のフォールディング経路は N

型ではなく、2SS中間体に向かってバイアスが掛かっていると推測される。 

 

 

Figure 4-12  GdmCl 共存下における酸化的フォールディングから得られた HPLC クロマト

グラム 

5 ºCで βLGの R型に対し 1当量の DHSoxを 1.25 Mの GdmClと 1 mMの EDTAを含む 0.1 

M Tris buffer (pH 8.0)中で反応させ、一定時間後に 1 M HClで反応を停止させた。Aは variant 

A、Bは variant Bで行なった時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

実際に、variant A の N 型を GdmCl が共存する buffer 中に溶解すると、AI1 を形成した

(Figure 4-13)。N型の 2SS中間体への異性化は pH 5.0では起こったが、pH 3.0では起こらな

かった。このことから、変性剤によるコンフォメーションの崩壊が遊離 SH基の SS交換を

介して 2SS中間体へと導いていると考えられる。この異性化反応は可逆的に進行し、GdmCl

を除去すると N型を再形成した。 

 

 

Figure 4-13  Variant A の N型を各 bufferに溶解させた時の HPLCクロマトグラム 
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Aは 5 M GdmClを含む acetate buffer (pH 5.0)、Bは 1.5 M GdmClを含む Gly-HCl buffer (pH 

3.0)に溶解させた時の HPLCクロマトグラムを示す。 

 

4-4 結論 

 本章では酸化剤として高い SS 形成能を持つ DHSoxを用いて βLG の酸化的フォールディ

ング経路を調べた。Variant A では速度論的に形成した SS 中間体(AI1-AI6)が観測された。

AI1、AI2、AI3 は熱力学的に安定な SS 結合へ迅速に異性化する(Figure 4-4A)。熱力学的に

安定な中間体の AI4と AI5はどちらも 1SS中間体であることが分かった(Figure 4-6)。AI4は

oxidation pulseを行なうと N型を形成し、天然型の SS結合を持った N型の前駆体である。

従って、Cys66-Cys160或いは Cys106-Cys119の SS結合を持つと推測される。一方、AI5は

oxidation pulse を行なっても生成量に変化が生じなかった。このことから、AI5 はより熱力

学的に安定な AI4 へゆっくりと異性化し、AI5 から直接 N 型へ酸化する経路は劣勢である

と推測する。Variant Bも variant Aの酸化的フォールディングと同様の挙動を示したが、AI4

に相当する成分(BI4)は観測されなかった。Variant B の N 型の生成量が variant A の AI4 と

N 型の生成量の和に等しいことから、BI4 と N 型が同じ保持時間に溶出されていると考え

られる。上記の結果に基づき、推定される βLG の酸化的フォールディング経路を Figure 4-

14に示す。 

 

 

Figure 4-14  DHSoxを用いた βLGの酸化的フォールディング経路 

 

 αLAや HELなどの遊離 SH基を持たないタンパク質は、SS結合の異性化を触媒する redox

試薬や PDIが共存しない限り、全ての SS結合を架橋した時点でフォールディングは失活す

る。一方、βLGの様に遊離 SH基を持つタンパク質はその限りではなく、間違った SS結合

を持った 2SS 中間体でも自身の力で正しい立体構造を復元することが可能であり、自己の

品質管理能力は高いと云える。しかしこれは、βLG が共存する他タンパク質の品質管理を

向上させる様な働きを持つと云うことではない。なぜなら、βLGの遊離 SH基はタンパク質

分子の内部に埋もれており、通常は他の SS結合に関与しないからである 6,7。このことは分

子内に遊離 SH 基(Cys34)を持つ BSA の場合には SH 基に物質を結合していない還元型

(mercapto-albumin: MA)と血液中のGSHやCysなどと共有結合している酸化型(non-mercapto-
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albumin: NA)が混在することと対照的である 12。βLGの SH基が生物学的にどの様な意義を

持つのか分かっていないが、遊離 SH基の反応性が低いことから、抗酸化物質やリガンド輸

送担体としての介在的な役割ではなく、脂質などの疎水性物質の運搬に関与しているもの

と考えられる。 

βLGの Cys121は遊離 SH基としての反応性は低いが、変性剤によって βLGの立体配座が

崩壊すると、この遊離 SH基は間違った SS結合を持つ I1へと転移する原因になる(Figure 4-

13)。この現象は BSAや OVAなどの SS結合と遊離 SH基が混在するタンパク質に多く見ら

れる 13–15。両タンパク質は立体構造の形成に SS結合の形成が寄与しておらず、R型が既に

N型と同様の立体構造を取っている 16。試験管内の実験ではこの様なタンパク質は高次構造

の形成過程で正しい SS結合を形成するのは困難であるものの、適切な条件を選択できれば

正しい SS結合を持つ N型を形成することが可能である 14,15。βLGの酸化的フォールディン

グに関する研究の発展が、SS 結合と遊離 SH 基が混在する複雑なタンパク質の立体構造の

形成機構の解明に繋がることが期待できる。 

 第 4 章を要約すると、DHSoxによって βLG のフォールディング初期に形成された速度論

的な SS中間体は熱力学的に安定な中間体へ迅速に転移した。βLGの酸化的フォールディン

グは主に AI4 が酸化して N 型を形成し、AI5 から N 型へ酸化する経路は劣勢で、AI4 への

異性化を介す必要がある。また、変性剤によるコンフォメーションの崩壊は間違った SS結

合を持つ AI1へと導くことが分かった。 
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第 5章 総括 

 

タンパク質の機能や物性に関する基礎研究としてフォールディング反応における分子機

構の研究を行なった。従来の酸化試薬は酸化力が低く、SS結合の形成反応と SS結合の交換

反応が競合的に進行し、フォールディングの途中で特異的に蓄積される SS中間体の観測が

困難であると云う問題点があった。そこで、本論文では迅速且つ化学量論的に SS結合を形

成することが可能な DHSoxを酸化剤に用いて、乳清に含まれる 3種類のタンパク質、LYZ、

αLA、βLGの酸化的フォールディング経路の解明を研究した。 

第 1章では、本論文の基礎となるタンパク質のフォールディング問題について記述し、そ

の研究の現状と解決すべき問題点について議論した。その上で本論文の目的を述べた。 

第 2章では、LYZとほぼ同じアミノ酸配列を持ち入手が容易な HELをモデルタンパク質

として用い、以前に提案された HELの酸化的フォールディング経路を検証することを目的

に研究を行なった。従来の HELの酸化的フォールディング経路は 2SS中間体から 3種類の

des 中間体が形成され、主に des[64-80]と des[6-127]からの酸化で N 型が形成されると考え

らえていた。しかし、DHSoxを用いて HEL の酸化的フォールディングの詳細な実験を行な

ったところ、3SS中間体の異性化によって des中間体が形成されていることが分かった。ま

た、低温・高温条件における実験結果から、低温(5 ºC)では 3種類の des中間体から N型へ

酸化された。一方、高温(35 ºC)では熱変性によって des[64-80]と des[6-127]は蓄積せず、des[76-

94]のみが前駆体として酸化されて N 型を形成することを新たに発見した。このことから、

HEL は温度に依存して酸化的フォールディング経路を切り替えていることが明らかになっ

た。 

第 3章では、αLAの酸化的フォールディングについて研究を行なった。Ca2+非共存下では

ランダムに try-and-errorを繰り返してランダムな SS中間体を形成しながら N型を模索する

経路であるに対し、Ca2+共存下では選択的に(61-77, 73-91)と des[6-120]を形成し、特異的な

SS 中間体が N 型へと導いた。この様な経路の切り替わりが起こるのは、Ca2+の結合により

βシート領域に存在する 2つの SS結合(Cys61-Cys77 と Cys73-Cys91)が安定化され、これら

の結合を持つ(61-77, 73-91)と des[6-120]が SS 中間体の中で最も熱力学的に安定になるから

と推定される。熱や変性剤によってこれら中間体が不安定化されて有意な差が無くなると、

N型への道を失い、間違った SS結合を持つ 4SS中間体を形成し易くなる。金属イオンの中

で Na+、K+、Mg2+、Zn2+はフォールディングに影響を与えない一方、Mn2+は特異的な SS中

間体に安定性を齎し、Ca2+以上にフォールディング反応を促進して N 型に導いた。また、

αLA と HEL は SS トポロジーが同じであり、その立体構造も良く似ている。そこで、ジス

ルフィドトポロジーが同じ 2 つのタンパク質でその酸化的フォールディング経路を比較し

たところ、同じ SSトポロジーでありながらも両者のフォールディング経路は大きく異なる

ものであった。このことから、SS 含有タンパク質の酸化的フォールディング経路はアミノ

酸配列や共存する金属イオンなどの他因子により、大きな差が生じ得ることが明らかにな

った。 
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第 4 章では、βLGの酸化的フォールディングに関する研究を行ない、SS含有タンパク質

の酸化的フォールディング機構における遊離 SH 基の役割を明らかにすることを目的とし

た。初期に形成された速度論的な SS 中間体は熱力学的に安定な 2 種類の SS 中間体へと異

性化することが観察された。その内 1種類の中間体が酸化されることで天然構造が形成し、

もう一方の中間体は天然構造の直接の前駆体ではないことが明らかになった。また、βLGで

は SS結合の形成が立体構造の安定化に大きくは寄与していないことが分かった。 

今後は βLG の酸化的フォールディングの経路上に存在する中間体の SS 結合部位を同定

し、酸化的フォールディング経路のより詳細な議論を行なう必要がある。比較的小さなタン

パク質で入手・精製の容易な βLGは SS結合と遊離 SH基を混在させたモデルタンパク質と

して、N 型の再形成が困難な BSA や OVA における酸化的フォールディング機構の解明へ

の手掛かりになることが期待できる。 
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補足 

 

DHSoxの合成 

 

 

Scheme 1 DHSoxの合成 

 

 二口フラスコに Se粉末を 2.26 g採取し、蒸留水を 20 mL加えて懸濁させた。滴下ロート

に水素化ホウ素ナトリウムを 2.16 g採取して蒸留水 25 mL加え、窒素気流下で 20分間掛け

て滴下した。次に、注射器に 1,3-ブタジエンジエポキシドを 1.8 mL採取して 20分間掛けて

滴下した。その後、空気中で攪拌した(overnight)。赤黒色の溶液を吸引濾過して Seを取り除

き、エーテルによる液体ソックスレー抽出を行なった(3 days)。抽出した油相を硫酸マグネ

シウムで脱水後、エバポレーターと真空ポンプで溶媒を完全に除去してから冷蔵庫で冷却

して結晶を析出させた。析出させた結晶を吸引濾過で集め、デシケーター内で良く乾燥させ

た。得られた結晶は、融点測定で DHSred (文献の融点: 79-80 ºC)になるまでジクロロホルム

による再結晶を繰り返した。DHSredの結晶を 0.49 g(収率: 44.3 %)で得た。 

 ナス型フラスコに DHSredを 1.00 g採取し、蒸留水を 9 mL加えて溶解した。1.3当量の過

酸化水素を 1 mL加えて 3時間反応させた後、凍結乾燥を行なった(overnight)。得られた白

色固体は温めたメタノールで溶解し、濾過で不純物を除去してから冷凍庫で冷却して結晶

を析出させた。析出させた結晶を吸引濾過で集め、デシケーター内で良く乾燥させた。得

られた結晶は、融点測定で DHSox (文献の融点: 123-124 ºC)になるまでメタノールによる再

結晶を繰り返した。DHSoxの結晶を 0.49 g(収率: 44.3 %)で得た。 
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2-Aminoethyl methanethiosulfonate (AEMTS)の合成 

 

 

Scheme 2 AEMTSの合成 

 

 ナス型フラスコに硫化ナトリウムを 72.3 g採取し、蒸留水 75 mL加えてオイルバス 75 ºC

で完全に溶解させた。滴下ロートからメタンスルホニルクロリドを 23.3 mLゆっくり滴下し

た。オイルバス 140 ºCで加熱還流を行なった(overnight)。リービッヒ冷却器で蒸留を行ない、

真空ラインに接続して減圧下で水を完全に留去した。得られた白濁液をシャーレに移して

ドラフト内で乾燥させた(overnight)。乾燥した粉末をエタノール(一般アルコールをモレキュ

ラーシープスで一晩脱水済み)による固体ソックスレー抽出を行なった。抽出した油相を濾

過して固形物を取り除き、エバポレーターで濃縮後、冷凍庫で冷却して結晶を析出させた。

析出させた結晶を吸引濾過で集め、デシケーター内で良く乾燥させた。得られた淡黄色結晶

は、融点測定で CH3SO2Na (文献の融点: 273 ºC)になるまでエタノールによる再結晶を繰り

返した。CH3SO2Naの淡黄色結晶を 8.22 g (収率: 28.64 %)で得た。 

 ナス型フラスコに CH3SO2Naを 4.03 g採取し、1.2当量の 2-ブロモエチルアミン臭化水素

酸塩を 7.36 g、脱水エタノールを 60 mL加えた。オイルバス 120 ºCで 7時間加熱還流を行

なった。溶液が熱い内に濾過で固形物を取り除き、エバポレーターで濃縮後、冷蔵庫で冷却

して結晶を析出させた。析出させた結晶を吸引濾過で集め、デシケーター内で良く乾燥させ

た。得られた淡黄色結晶は、融点測定で AEMTS (文献の融点: 112-114 ºC)になるまで脱水エ

タノールによる再結晶を繰り返した。AEMTSの淡黄色結晶を 3.66 g (収率: 78.9 %)で得た。 
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