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第 l章 序



1.1般jilプロテアーゼ

J-Iarl1cyは蛍白質分解NIf，f;をそのf，l;1'J:'1'心にイFイJする必~jjKf 日、JI の1'J:'l1から、セ

リンプロテアーゼ、チオールプロテアーゼ、金制プロテアーゼ、および円安jilプロテ

アーゼの 4併に分jjjした(19(0)。この'1'で般利プロテアーゼは他と分1)(jを火にし、

椴jijpJ-l J或でイ"1'月]するプロテアーゼを総柄、している。このことは、般jilプロテアー

ゼの爪性，.)，心伐基の判状が他のプロテアーゼほど砂]政になっていなかったことをぷ

l床している。また岡Jl:'fに、この分t:!Iで、徴性プロテアーゼが他の 3l:tと実際にほと

んどif(佐せずに独立の l併をなしえたという 'H実は、 F俊jilプロテアーゼのf，l;1it'l'心

:';II1r'i.のjil状が他の 31昨とはかなり見なっていることをもぶ唆している。実際般jilプ

ロテアーゼは DF P、 S11ぷ来、 ED '1、Aなどにより特果的失析を起こさない。日1I

ち ー般にその活性f~~ 1止に M jil セリン、 S 1I1.~、あるいは金I;ri を合まないプロテアー

ゼである。ペプνン及び査員総椴1'1プロテアーゼは至iOipHがJ)，'i;¥に低いことから、

爪判，)，心にカルボキンル)，~の作イiーが抗1Jl::されていたが、 u災的化'7 修自Iiの研究によ

り、 Jlj凶して f，T; 判 j;~1立に必須の Asp ?.:v.~を合むことがわかり 、 他の 3 l作にならって

DLイ1:ではアスパラギン般プロテアーゼと呼ばれている。その後の研究の進泌により、

カルボキュノル).1;以外のf.li1'J:')'心伐~をイj し敵性下で働くプロテアーゼや、アスパラ

ギン般プロテアーゼの r)，でも'1'判付近でおrijitをもつものがあることがわかり、-!)!，u

ではアスパラギン般プロテアーゼと殴れプロテアーゼとは必ずしも対応しなし、。し

かし p J-l 1 ~2 付近の椴jil ドで百r;ji l を党別するためにはカルポキンル)，~のイfイ1:がまず

作刻に抑ばされる。

1.2アスパラギン般プロテアーゼ

アスパラギン椴プロテアーゼはレ卜ロウィルスから微生物、 r:'~ ，̂c:!fi)J，1tfi物に主るま

で11二物以に Jl:く分布し、それぞれ独 1'1に rr~~な機能を担っている。この純のプロテ

アーゼに共通の特徴として以卜eの/.'，が)fげられる。 1)カテプシン E( Alhauda CI al.， 

lりり1)とレトロウィルス 111米のプロテアーゼ(Mcckcl al.， 1989)の分子:，;:はそれぞれ、

が，j80，000と約 20，000であるが、他の全てのアスパラギン椴プロテアーゼは 35，000

~42 ， 000 の飽凶の分子市をもっ。 2)Jo(初J イ~f，T;jiJJJ liiJ駆体(Zymogcn)として生介成さ

れ、その後1'1己触媒的にアミノ木端のM判化ペプチドを切断してがt門化する。 3)部

1'1:')'心に 2例の Aspr~ ，J，~ をもち、そのカルボキシル).1;が触媒機能の発射にIYoJ うする

ので、いくつかの例外を除いて、般mlli域で強い初制をぷす。 1'.，:己 Asp1 . .v，~ はジア

ゾイヒ介物(Rajag叩 alancl川， 1966)やエポキシ ド(Tang，1971)によって付加i的に修



飾され火活する。 4)ペプチド判例['，i:1刊であるペプスタチンによりドI['，i;.される

(Umczawa ct al.， 1970; Morishima ct al.， 1970; Kunimoto ct al.， 1り72)01立11.1

に)xJじ機柿のモデルを示す。なおレトロウィルスと点核生物のプロテアーゼを比絞

すると、liij11は 21iH，J.¥として働くのに対し、後11はIT.i，:休で働く.'，'，i、が災なっている

(Mcck et al.， 1989)。

またレ トロ ウィルス RSV(Millcr ct al.， 1989; Jaskolski et al.， 1990)， HIV-I 

(Navia ct川 ，1989; Wlodawcr ct al.， 1989; Lapatto et al.， 1989)のプロテアーゼ、

点的の cndothiapcpsin(Blundcll ct al.， 1990). pcnicillopcpsin (Jamcs & Siclccki， 

1983)， rhizopuspcpsin (Su呂unacl川，1987)、放び porcincpcpsin (Siclccki ct川 2

1り90;Ahad-Zapatero ct al.， 1990; Coopcr ct al.， 1990)， human rcnin (Siclccki ct 

al.， 1989)， bovine chymosin (Gilliland ct al.， 1990; Newman ct al.， 1991)につい

ては 、 X 線紡 1111構造解析により立体.fl~iliが決定されている。いずれも凶 1. 2 のよう

な椛iiEをとっており 、二次椛iiE的にみると以 Fのような特徴がある (Raoct al.， 

1991)0 1) 1/:いに相|司な 2つのドメイン (レ卜ロウィルスの場合は qt~ I:: 体サブユ

ニッ ト〕が対体的にI"Jき合って滞状の活性部位を形成しており、各ドメインはこの

i1i判古IH立の{I!IJにゆループと呼ばれる反、ド行 βゾー卜構造を形成している。2)fol.i何 rl'

心の 2つの Asp伐)，(;は各ドメインのゆループ上に位置し、活利郎位をはさんで li'Jき

介っている。 φループ上のアミノ敗目e91Jは't物|古lでよく保イfされているが、。ゾー

トを構成する鎖の数は レ卜ロウィルスでは 4本、ょ立核生物では 64"'であり、各鎖の

つながり )Jもlil;jおの|切で災なっており、分 F進化を考える kで興味深い。

1.3/1. nigelプロテアーゼ八

プロテアーゼ^1 EC.3.4.23.61はクロコウジカビ (/lspergillusniger var 

macrosporus)が産生するプロテアーゼのうちの l極である(Koazc ct al.. 1964)が、

A.nigcrプロテアーゼ Bを合む 1:，;己ペプシン型アスパラギン般プロテアーゼとは e沼

1'1'['[を見にする。変性ヘモグロビンに対するモ:it主 pHは 1.1で、強敵性トで働くが、

分 j土fliは約 22，300(Horiuchict al.， 1969)でペプシン地プロテアーゼと比べて分子サ

イズが小さし、。凶 1.3に示す泊り経鎖 (39伐).0と重鎖 (173銭)，0の 24"'鎖が非

JHJ結合的に結合している(Takahashict al.， 199 j)が、レ卜ロウィルスプロテアー

ゼのように|司ーの 24"'鋭からは成っていない。ペプスタチンに対してJI'!必変性であ

り 、 4~ )'4 的化'学修面li 1)1Jである D 八 N (diazoacetyl-DL-norlcucinc mcthyl cstcr)や

ビPN ド (1 ，2-epoxy-3-(p-n it rophcnoxy)propanc)に対しでも好;と1X).じしない

(Chang ct al.， j 976)0 )，~質特)'41'1:もペプシン倒防ぷとは異なることが怖かめられて



L、る ( 1 io & Yamasa~υ ， 1976; Ido ct al.， 1987)。さらに D F P 

Cdi isopropyl fI uorophosphatc)、 SII試薬、金版キレート斉IJといった、アスパラギ

ン椴プロテアーゼ以外の各純プロテアーゼに特別:的な修飾;式決によっても問:守され

ず(Iio，1 り 78)、前例 '1'心{V，~ ，まりLイl のところイミ|リl である。

アミノ般車IIJ戊の点から』よると般1'1:アミノ般が非常に多い CAspl811M，Glu19 ilI0 

に対して、.t¥OHIアミノ酸は極めて少なく CLys3例， Hisl例， ArgO伽)0 '1t1術的

にかなりI!i，iった組成をしている。 E鎖中に 4ilô1{fイiーする Cys 伐)，~は全てジスルフィ

ド結合している。泣伝 j三レベルの解析結果からプロテアーゼ八は'院鎖と重鎖のWJに

I1 残 J，~ の抑人円以日を合む 1 ..-t:Jj'jとして合成され、プロセシングを受けて 2本鎖に災

換するものと与えられる (Inoucct al.， 1991) (f記11.4)。姉人配タIJはrIごに術'心したア

ミノ般を 3 伐)~合み、成熟ri'f，{ (4銭J，!;+IN_，fミm)と比べてlIHI仰が多い。

プロテアーゼ八以外の非ペプシン型の般1'1:プロテアーゼとして、lJI.{fまでに

Scytalidiumプロテアーゼ iヨ(Maitact al.， 1984)とThcrmopsin(Ling & Tan呂，1り90)

の 2屈について 次構造を合む1'1状が報告されており、 liIf1'fは /J.nigerプロテアー

ゼAと A 次m.i，Ll:.50%の相|日J1'1;があるが、後必はtnl“mがなL、。また liii者はプロテ

アーゼAと見なり 1本のポリペプチドから成る。プロテアーゼ八はペプシン型アス

パラギン般プロテアーゼを合むどの蛍向質とも相l同1'1がない(Takahashi ct川 ，

1992)。

以 tのことはみ;防ぷが今までのタイプに同さないJJiしいプロテアーゼであること

を刀ミしている。

1.4リボヌクレアーゼ T，

リボヌクレアーゼ T，(RNasc T，) 1 EC.3.4.23.6]はコウジカビ Aspergillusoryzae 

が産1I三するグアニン1i.i¥4特民的な RNA分解両手ぷである (Egamict al.， 1964)。グア

ニノヌクレオチドの 3'末端のリン椴転移反応により 2'，3'一環状リン般の!j:J求を終て

加水分解されると与えられている(Takahashi& Moorc， 1982)。本Nj.，{;は 104アミ

ノ酸伐必から成る l本鎖のf.:Riki!ir'11'f(Takahashi， 1965; 1985)で、これまでに特火

的化乍修酎liや NMR，X 線紡till川造解析等多くの研究がjぷされてきた(c.g.Arata ct 

al.， 1979; Arni ct al.， 1988， 1992; Hakoshima ct al.， 1992; Hcincmann & Sanger， 

1982; Hoffmann & Rutcりans，1988; Schimidt ct al.， 1991; Shimacla & Ina呂aki，

19¥10; Su呂ioct al.， 1¥185， 1り88;Tahakashi & Moorc， 1982)。これらの研究より

l-lis40， Glu58， Arg77， His¥12がff，1'1， '1'心 l;~i立に似 in し触媒残基として働くこと、ク

アニン_t{ln~).I~I&織 :~.~1il[ として Ty r42-G lu46 および Asn \l 8 がそれに除隊して存イlーする



ことが知られている。なお分[-'1'には 11闘の αヘリックス、 21111のβストランド、 5

1111のβストランドよりなるl父、ド行 βシートが合まれる。|苅 1.5に RNascT，の一次

椛造をぶす (車N，'u'，tjlの、主体椛造については|主16.1参照)。

なお本j'jH~ の l父 Jぶ機怖については 、 当初J は化 '1:修自liおよび結品川.il'i: 1~1析の紡*か

ら、Glu58が 一般出n;， Hi s 9 2 が ー般般として骨~!!a機椛に|均りするモデルがt!t/1¥さ

れた(Takahashi，1970; Hcincmann & Sangcr， 1982)0 I五11.6にその}x此;綴仇をぶす。

守 j] 6 l':~ で述べるように 、 その後の蛍 (1 工学的研究より G lu 58 を Gln や

Asp(Nishikawa ct al.， 1986)、あるいは Ala(Shirlcy et al.， 1989)にirt換しでもが;1'1ー

が../T1残ることが示されている。

野生 )I~ RNasc T，には 2将悲lの isozyme.Lys25体と Gln25休がイ{.{Iーする。両-11の

1 1\1 で M .t~爪刊に1.はないが、熱'ム=定制はfÌíj.(fが後..ffよりやや安定であることがま11ら

れている(Shirlcyet al.， 1989)。なお上記化乍修飾において、 RNascT，をヨー|、m
f後で処1'1lすると Glu58が特民的にカルボキシメチル化されてMAiは火r，r;するが、そ

の際カルポキンメチル化により変性 lll~~ 肢が../TF 上昇することがμ11~ された

(Takahashi & Moorc， 1982) (8市において許:iiliする )0 RNase T，についてはまた

これまでに多くの変性巻き灰り実験や熱安定性にl測する実験も行われてきたい 呂・

Kicfhabcr ct al.， 1990a-c; Oobatakc ct al.， 1979; Pacc & Grimslcy; 1988; Pace ct 

‘iI.， 1990; Yu ct al.， 1994)0 .l1.;(により分 j土の'b_:}E1'1が明大すること(Oobatakcct al.， 

1979; Pacc & Grimslcy， 1988)、変性桃iiEからのどEき灰り実験において Prn39の

Prn55のシス火性化が:r1'-1M!段|併であり 、この過程は Cyclophilinのような prolyl

じisjtransisnmcrClseの添加により促進されること、ミ5が示されている(Kicfhabcrct 

al.， 1990a，b; Schnnbrunncr ct al.， 1991)。

1.5 *研究の .hl~ .Ì~主

プロテアーゼ八は従米にはない新しいタイプの般利プロテアーゼであり 、その梢

iE機能相|見lを解明することは似めて興味深く、般i'.1:プロテアーゼの桃iiEと機能の全

体像を 1'IlWiするじでも Æ1fであると与えられる。さらに*MA~ はlJ~イt匁|られている

プロ テアーゼの '1'では分子1止が F限に近く 、 4: MA~のm造機能t[lI刻を先 lりlすること

は醇ぷー般の I:~反応性、 尚 t持YHI を解明するイï)Jな手がかりとなりうる。本研究で

はまず、 *M.t~の p H 1えび熱に対する安定1'1ーを調べるために、 pH~性及び熱変性の

M析を行った。 2'戸、 3j'戸ではそれぞれ pH 変性、ヂ!\変性の j解析乱'i~について iliべる。

f~} られたう'1 1比は 2 D-NMR iJ!lI}Eの|燦にも必12となる。りくに料鎖をIjl離し NMRによ

り遊離状態の料鎖の椛iliWl析を行った。較担1は分 f:，¥ 4.000のペプチドで、 20-



NMRにより立体構造を解明することが t可能である。また1，1<]鎖の車内合がf，f;1'1の発現

にィ、 "JJくであることから 、 natlve コンフ ォメーション中と解離状態とで名指1のm~

を比松することは、プロテアーゼ八の桃造形成を..0'える I~で興味深い。+辛抱1の梢iiE

M析については 4，';'1'で述べる。 )jinta c t プロテアーゼ八についても別イC/~利舷多

次Jじスペクトルの解析を進めている。 .9Lイ1:分子l止20，000以上の分子で NMRにより

机iit決kとされた例は数少ないが、スペクトルを凡る限り Pシートに山むこ ともあっ

てシグナルがよく分離して在日iWIされており、み;両手A2の柿i盆は好適な挑戦対象である。

また引の NMR による構造解析の分野において試料調製をし、かに行うかが rE~な川

辺となってきているが(Werncrct al.， 1994)、.)'，'-で述べるように本 N1A~の 1，，]1立体似

織は i立伝子 ι 'f 的手法を灯l いずにわーっ ており、大 i止グ.~.gL系fI'製が体l到tな場合の

NMRμJt料，J~製の伊!として他の研究にもイl 虫VJ な桁主|をうえ得るものと )9H.'fされる。

なお吋研究j;:では独立に本Mkの X線車内，'，，'，ml.ifiY(，析を行っており (Tanokuract川 3

1992)、l，jJ -1:長(1質分 fで結品構治と総波rl'の椛ii!ょを比較することは興味深し、 0 4:

M: A~ のi:!X (1 L'主的手法による部位村民的アミノ般ilt換や化学修飾の研究も I，;JII寺に進

行しており (Ka呂ami，Onmura ct al.， unpublishcd results)、非ペプシン11m性をイjす

る4:~*A~の tNj .i1!: .機能.fH関WlIYJの→52として本研究の来たす役'，1日lはきわめて大きい

とJ5'えられる。

また RNascT1 はこれまでに多くの椛造的研究がなされており、 MA~化学におい

てはリゾチームなどと並んで階ぷの)，Vl1，&識や反応機構の分子治的モデルとしてし

ばしばとり上げられているが、-)1で上止sのように木解決の}，IJ，も少なからずあり、

さらに刈い 11寺11¥1・空間分解能で解析を進めるには好例の対象である。本研究では

1.4に挙げた幾つかの|問題をr'，v次柿造の点から解析した。まず Glu58公災体の伐イヂ

爪1'1:のnUilii、すなわち Glu58の役;切に|刻する従米の解釈との-fmを検討するために

は G lu 58 変災体の立体構造の↑!?叫がイ.~"J欠である。.cJLイ1:G l u58 変災体の机~flJ!i析は

X 線、 NMRともに行われていないので、日正に!何かれている町JJ:.JI'!l'i1 A~ の古:付、机 itI

をもとにして分 jこ重)j)J学ンミュレー γ ョンを行い、変災体 .1L~質アナログ ( 3'-

GMP)後合体の構造を予測した。シミュレーションの結果とそれに必づいた以応機

柿の解釈については 6 ì;'i.で述べる 。 次に盟fJI: 1\~ としてμイ了する 2 .f・E矧の I sozymc ，

Lys25休と Gln25体のぷ果、特に然公定性の分子論的機摘を 2次j己NMRをJIH、て

解析した。 Lys25体の NMR解析については既に報告されている(I-Ioffmann& 

Ru tcrjans， 1988)ので、Gln25f*の 2次J[:NMRスペクトルを解析し Lys25休のもの

と比松した。 G ln 25 休については内.体椛iiE を，iI- ~?:している。スペクトルのjIý(，折半占*

と，;I' ~~: i品川について 7 I'~" で iiliべる 。さらにカルボキシメチル化滋導体の熱:火山1'1:に

ついて解析した。RNascT，の然変1'1に|却しては CD、蛍光、 DSC ~~'を JII し、た研究



が減 ~I;されている (文献ttのA制は H1¥'1.参'm。本研究ではJ"jI~i (I(jな桃ili1'l'j械をも

たらす NMRの利点を生かして、盟f/l'.J¥リ両手ぷおよびカルボキンメチル化成導体の然

変111;的引を、山一体構造 t離れた 211Mの水ぷJJ;f[をモニターすることによりJfJII析した。

またカルボキンメチル化にf'I'う熱火山1'1のt('{λを分 f論的に解釈するため肝11，)¥'1と

滋将体の川iiE比蚊を分 [i[iIJ)J"f: ，¥lt?により 11った。日市に結果をノ」、す。以後に今後

の以守Jについて 9I'，'f.で1&べる。
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図 1.4プロテアーゼ AのcDNAの塩基配列

Inoue cL a1. (1991)による
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図1.5 RNase T，の一次構造 Takahashi(1965， 1985)による



、/〆

¥μ
i

J

ヘ、/
N
1
l
J
-

YNJoff-N
コ。

¥
p

〉

ノ
州
1

ヘ
/

L
D
¥

え
{
J

4
1

《

γ¥ト

o
吟
o¥

R101mo

八〕

γ
:ー
マ
バ
〕
γ

f
一
戸

A
o

j

、

。
刈
り
げ
。
刈
ー
立
の

一
。
九
〕
γ

R

』

0
1
T
O

。
¥ c-o.r 

図1.6 RNase T，の反応機構 Takahashi & Moorc (1982)による



第 2章 プロテアーゼAの pH変性の解析



21 Jf; 

本市ではまずみ;両手ぷの変性特例にlillした pトl変1'1の!o/f析結決についてjAべる o

~nの研究は蛍 1"1 'l'1の椛iftや安定性を10/11リjするために fl，くから行われてきた

(Crci呂hton，1990や Jaenickc，1984， 1991の総説参!K1)。しかし従米の plーl依イげl変

1' 1<ム!験は 1111\~俊グアニジンや以ぶなどの変 1'H刊のμイf ドや r~j ilu't， r'，'~ (または低)pH 

なと彬g;;;な条1'1で行っており (Pfcilct川， 1976b; Pacc ct al.， 1990)、ねやかな条例

卜での会1'1:を凶接持7析したf7!J はあまりなし、。 多くの蛍J' 1 'l'1は 't;~' i}n~ かつ'1'1'1: p 1ーlで以

もよく働き、.I!U'I: ;~' そのような条例では~1'1:しなし、からである (Chcn ct al.， 1991)。

プロテアーゼAのようにけ'tJ， pHで変刊ーし、変性そのものが活科のぷ;J)!'jjに関わって

いるとJSえられる蛋 (1質はぺプンン等の例を除くと初である(Bovcyct al.， 1960)。

ペプシンの幼介'1'1生 pHでの変性失析はコンフォメーションの変化を伴い、その|Z1

1川'1:'1'心の市が骨量媒に銭IHすると考えられている(Nakayamact al.， 1983)。

さらにぷ1SH長(11'1も多くの場令 1本飢からjぷる球状ffiILI'l'1であり (Atkinsonct川 ，

19りl;Kicfhabcr ct al.， 1990a， 1990b)、み;再H~のように復数のポリペプチド鎖から

j成る蛍 (1'l'Iを倣った研究はまだ数少ない (Engclhard ct al.， Iり76; Jacnickc & 

Rudolph 1986)。複数のペプチド鎖の鮮総、会合、相互ffJljをJ5胞に入れる必't!1'1ー

から解析が復刻tになるためであると与えられる。本研究では変伯過程を，i下剤11に解析

するためにいくつかの方法を併月]した。1!1lち 2次椛迭を CD(Schmid， 19 89)で 、 ~W

鎖を合めた全体の 3次柿巡を NMR(Wiithrich，1976; 1986)で、防ぷとしての機能を

祈判測定で、また 2本鎖の乱';TtWIo離の状態をゲル泌i曲により iJIIJs::し、制定1111紋を解

析した。解析 )j法の検討については笈1'1 -般に|則わる問題として 3 I';'r~ でjÆべる。

2.2 )j'(l~ 

2.2.1プロテアーゼ Aの粕製

プロテアーゼ AはAspergiUusniger var. macrosporusの崎長泌波からilllll¥した相l

M ，f~粉木より精製した。和製は DEAE-To y叩car l 650Sを)IJl、て 2段附のカラムク

ロマトグラフ ィーにより行った。まず Jt!.*}Jに中11昨ぷ粉木 (100 g)を DEAE-

Toyopcarl 650S (11 x 50 cm)にかけ、 0.05M acctatc buffer (pH 3.0)でイソクラ

ティック総Iflした。プロテアーゼAを合むl阿分を SDS-PAGEでlili認した後、集め

てぬ告白蛇燥し、キ11プロテアーゼ八を 1~J\ た。砂くに粗l プロテアーゼ八:f))木 (0 .5 g)を 0.05



M acctatc buffcr (pH 4.5)に的かし、 I"Jじ buffcrで、I主役Iイヒした DEAE-ToyopcarJ 

650Sカラム(3.5x 30 cm)にかけた。 15Jな:11の buffcrで洗った後、 治/1¥buffcr 

の pHを 3.0まで徐々に下げj民終的に 0.05M acctatc buffcr (pH 3.0)で総H~した。

プロテアーゼAのみを合む1，111分であることを倣必し、 i.w寺山吃燥した。中I.lN手k粉ぶか

らの1t止終的なl収不は 1.1%であった。比かけ|の低収不はu¥発，;J.¥料がメ;ltiの般1'1プ

ロテアーゼ Bを合むためである。

2.2.2 NMR iJ[lj}E 

NMRスペクトルは全て BrukcrAM-400 NMR分jt;¥1で測定した。

1 D-NMRスペクトルは全て 37"C、試料政!支 1mMで測定した。試料を 0.2M 

NaCI及び 0.05M sodium acctatc-d，を合む D20溶液に溶かし、少;1の NaODまた

は DCIで pHを調格した。 pHは pHメーターの似を阿佐体による補正なしにもど川し

た。化学シフトは内宮日係司Iミである DSS(sodium 2，2-dimethyl-2-silapcntanc-5 

su l ronatc)のメチルプロトンシグナルを)，~ii，1、にした。スペクトル仇\ 7000Hzで RKの

データをirJliJl1jした。 j.yちH寺1/]1は 1.0s、パルス恥iは 60"を深川し、1024川も，13，'干した。

2D-NMRスペクトルは全て 45"Cで測定した。試料を 3mM (D20 '1')または 5

mM (900，も H20/lO% D20 '1')に調製し、 NaODで pHを 4.6(向{立体による補正せ

ず)に l消慨した。 DQF-COSY(Rancc ct al.， 1983)、TOCSY(HOHAHA; Bax ct 31.， 

1985)、NOESY(Jeener et 31.， 1979; Macura ct al.， 1981; Bodcnhauscn ct al.， 

1984)とも TPP1法(Marionct 31.，1983)を)IH、て phascscnsitivcモードで観測した。

水のシグナルにj占!被数中心をiEき、 H20'1'の治政シグナルは待ちlI!fli¥J (1.0 s)に選

択的に照射することにより約ょした。化"[:シフトは総妹の'1時;)<.シグナルを)，Vi1iにし

た(4.51ppm)o TOCSYスペクトルは MLEV17パルス系列を)111，、て泌令IL'fII'J45 ms 

で iJIIj~とした。 NOESY スペクトルは泌合 Ik'f 11¥1 50 msで測定した。スペクトル仇i

7000Hzで 96-l28回高U1し、 j2k(t2)x512(t1) Jのデータを観測した。ウインドウ凶

数としてカ‘ウスl!kj数 (TOCSY及び NOESY)、サイン 2釆関数 (DQF-COSY)を

JIIい、 t1 )jl"lに IIくまでゼロ ・フィリンクを行った後フーリエ変換した。

2.2.3 CD 測定

CDスペクトルは、 NECパーソナルコンピューターを接続した Jasco J -600分)'t，

，;jにより、セルホルダーの ìll~~1廷を 37"Cにi没i-i:し、 lmmセルをJlH、て測定した。ぷ

料は 50mM buffcr及び 0.2M NaCJを合む治i佼'"で 0.05%(22.7 f.1. M)になるよう

に調製した。各 pHで佼)1]した buffcrの脱JJjは凶の!出Ji'tに示す。 iJIIj:4ごは令てバン

ドゃ I~， i 2.0 nm、11寺}i::数1.0sで行 った。 200nmから 300nmまで 0.2nmおきにもtlづ|



i単位 20nm/min で 4 川右i知した。 1~} られたスペクトルをスムージンク処.fII' し、 11(i を

、v 均残)，~分 nfil リ;終 1 0J に変換した。

2.2.4 riJ.kr.ri性の測定

NL>I~r.ri1'1 の iJ!iJ í-i:::は、基 'l'l として 2.5 %ヘモグロビンを合む 0.1 M buffcrをJlH、

利々の pHで行った。 J左本的には Ansonの)jt:l.<(Anson，1939)に従った。 pHを湖特

した 0.4mlの)，1;質i容J伎を 0.2mlのMぷ縦波に添加lし、 37Cで 30分以J，i;、させた。

O.R mlの 5%トリクロロ酢般を加えてbdi:;を 11-.め、宅出で 10分間I12，000 rpmで泌

心し、卜Jf'jの1投J'tJ正を 280nmて'.IIIIJ定した。

カゼインを )，~'l'l として用いた'1'1'1: pH付近の測定は Kunitzのん守法(Kunitz，1947) 

に拠った。 0.9%熱変竹カゼインを合む 0.1M buffcr 0.2 ml を 0.2ml 醇ぷ裕波に添

加lし、 37
0

Cで 30分反応させた。 0.6mlの 5%トリクロ口町l酸を加えてIJiJιを11:め、

千~ 1l1l~で 10 分 11 '，] 12，000 rpmで述心し、 I..i，'iの|政光Jj[を 280nmでiJ!iJ:.tした。なお各

pHで使川した huffcrの腕3Jjは|立|の脚注にノJ、す。

2.2.5ゲル泌過

ゲル泌過は TosohHPLCと TSKG3000SWカラムをJlJt，、て 37Tで行 った。両，t料

は 0.2M NaCJ を合む 50mM総11:buffcr '1'で 0.3mg/mlになるように調製した。

各 pHで使}IJした bufferの極JJjは CD iJliJ fi::のJl寺と阿 ーである。 pH ，胡~日後 30 分して

から 10μlを注入した。流j事0.8ml/minで桃山し A280でモニターした。

2.2.6データ解析

プロトン解阿tAに)，~づく pH 消Æ:Jl II似の解析には PKA- I プロクラム (Tanok ura ct 

al.， (97 6)を }IJ し、た。協同的解離をwi析できるよう Hill 係数を合むn~に乃き換えて

仙川した。解析の加盟は、ある pH でiJIIJi-Lした11!i(化学シフト、ピーク I(，i払、分 j土

桁fJJ 布、再手;~打11 1' 1 など) doh，(pH)を l帯 11の分子極 (化学シフトの場合はイオン

柿)にI，'ilイiの仙 d，の干均として去すことである。

do，，(pH)= L f，(pH)吋 (2.1)

ここで fi(pH)は 1 呑 n 分チ極 (イオン純) のモル分 ;t~で次の関係がある。

1 f，_， (pH)/f，(pH)l=1 0引 'pll-pK'， (2.2) 

pKiは i孫 11の分 f極 (イオン柿)から(i-I)需 flの分子柿 (イオン純)への変化の

'1'点、 pHであり、 n，はそのときの oよかけの)Hill係数である。 iJIIJ}Eデータの数が

|分多ければJiX小1'1采法により d，の11，'iを決定することができる。このとき(2.1)、

(2.2)式より pK，、n，が求まる。



CO スペクトルから 2次椛iliをt?-IUする|燃には Provcnchcrと Grockncrによる

CONTINプログラム(Provcnchcr& Gr凸ckncr，1 981)を佐川した。，n~ Jnま全て λ)\'1

，;1 ~Î 機センターで行った。

2.3 *.'1)1.[ 

2.3.1 NMRスペクトル

|立12.1に幾つかの pHでiJIII:<じしたプロテアーゼ八の NMRスペク卜ルをノJ、す。

pH3.0と 5.5ではソグナルが広く分布しr"tl次構造を似っていることを示している。

)j pH7.0では変性蛋白質のスペクトルになっている。 pH3.0と 5.5の11'，]でも特に

3ppm付近のングナルの分イIJが見なっており、この11日で構造が一部変化しているこ

とがわかる。これは後iAの COによる術主E高山県ともぷ!百しない (1立12.6) 0 pHによ

る梢iiESE化のt1d-を詳細に解析するため、区12.1にぶすように 7例のゾグナルを選

び、その化字シフトを測定 pHに対してプロットした。約定rl11総を1>(12.2にぷす。

シグナル 1~3 は尚儀場シフ卜したメチルプロトン、 4 ， 5 は万干ヰ í:;;iのプロトン、 7 は

1:鎖アミドプロトンと考えられる。 γ グナル 6 は化学シフトの j~[及び 2 0-NMR ス

ペクトル (1賢12.4)から Hisの 2位のプロトンと考えられ、またプロテアーゼ八は

市島'j90孫 11の位世にl唯一の His(His90H)を合むため、シグナル 6を His90Hに先li

Mしその pK，11立をぷ 2.1に示すように決定した。

6を除く 11荷主ErU，線が pH 6.5 1、IAで途切れているのは、プロテアーゼ Aが変性して

ランダムコイル状態になり Aの位ii'eにピークが刷れなくなったからである 。6.(存の

His90Hのシグナルは pH6.5 を境にし て"j;: ~1;t分[-1'1)の Ill， ki.íiから変何分子村の山線

へ不主J!統に変化していると与えられる。敵性側、アルカリ性11lUでの 1，1，1イiの化学シフ

トをそれぞれ 8~4 ppm、7.7ppm に I，I~定し、 Hilf 係数を l として 1.11分 j斗iff の pKa を

求めたところ、ぷ変性分 f極では 6.9、変性分 j土椅では 7.3であった (ぷ 2.1)。

|立12. 1 の l と 7 のシグナルはそれぞれ 11えも尚総場側、 最も低磁場側に位 i位し、 r~V 

抄<tNi.i1i:をJXI決したシグナルと与えられる。そのピーク l面積は n山 vc分 f柿の'，1111f:-に

比例するのでl而杭強肢を pH に対してプロッ卜した (1立12.3) 0 1， 7のilJI線はとも

に pH6~7 付近で本院宗が急激かっ協同的に変1'1 することをノJ、しており、変1'1: '1'.'去

の pHjlliは 6.5であった (ぷ 2.2)0 plー1 3~5 の仙がばらついているのはて'~~'， L1 lJ.æi搬

のj必仰によると与えられる (pl=3.3; Kilahara，1982) 0 pH2以ドでは17日分的に椴1.t

1'1していると与えられる。

|立12.4は 20 NMR (TOCSY， OQF-COSY)の fingcrprintfjU域をぷす。His90H
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の側m2 1"f.と 41u:のプロトンの croSspcakを Hでぶした。 H20'1'の TOCSY及び

OQF-COSYではアミドプロトンと αプロトンとの crosspeakが約 lりo11~Hf.ll訓IJ され、

020 '1'でも下分近くが D と交換しないで観測される。このことはこれらのプロト

ンが分 f内の l明|山|なコアにイfめしたり、 1)<，.}g車内イ干を形成していることをぷl外する。

また的燥のシグナルよりも低値場側に IH る α プロトンが多いことは、 3 ンー卜に '/I~

むことをlXl決しており (Szila呂yict al.， 1989)、このことは CD測定によっても説付

けられた ( 1~125 ) 。

2.3.2 CDスペクトル

1'<12.5は|主12.1と同じ pHで測定した CDスペクトルである。 pH3.0と 5.50)スペ

クトルと則論Ij11総(Chcnct al.， 1972; Chang ct al.， 1978)との比較から、プロテアー

ゼ八は natlv c 状態で β ソートに山むことがわかる。各 p H で I_;I ' >~~ した 2 次机 iiJL の-0

:1:'を-R2.3に/J'す。 pH3.0と pH5.5のスペクトルを比依するとこの11¥)で椛ijEが e

lr~変化していることがわかる。これは後i&の制定 1111 総にも lリ)11立に別れている ( 1民1

2.6)。また|立12.5において pH7.0ではりlらかに特定の規則椛iiEをとっていない

(Grccnficld & Fasman， 1969; Chcn ct al.， 1972)。

名 pH で測定した r0 1"，  (sシートの指紋 )(Greenfield & Fasman， 1969)、

r 0 1222 (αヘリックスの指紋) (Grccnficld & Fasman， 1969)、 101"，  (n山 vc状

態におけるプロテアーゼ Aスペクトルの鰍仙)をiJllJjEpl-lに対してプロ ッ卜した

( 1立12.6)。消定[111線の変rlll点の pH他及びそのときの Hill係数のイlaをみ 2.2にぷ

す。なお似12.6から pH4.3付近で椛iiEが-:i~変化していることがわかるがこのとき

の Hill係数はぷ 2.2に示すように約 lであった。

2.3.3 NH~ f.li1'J 

F後;;;:1'1:ヘモグロビンを)J;質として)11'、たときの解ぷffi1'1の pH依イHIを|記12.7に

ボす。 ''r'i品ipHは 37"Cで 1.1であり、 1111線は pH2.5と 6.5付近に変rUI/i.をもっ。

pH 7.0以 tでは活1'1はなかった。 pl-lを 7.0から 2.0に以しでも爪1'1が別れないこ

とから、 '1'1'1:p l-l での失百~は不 t可逆 (1甘であると)5えられる。 i立127 内にノJ~すように、

)Hlとして熱変制カゼインをJIH、た場合にも、|司織の結-*が符られた。

伐イr:(，Tî 1' 1 の iJIIJ~とからプロテアーゼ八は p I-l 3 .0 -5 .5 では 25 "Cで少なくとも 4 111m 

は'ム'jEであった (1主12.8 ) 。これは常 ni~では a ut olysis がほとんど起こらないことを

立l比している。

2.3.4ゲル泌過

II 



プロテアーゼAは 2，f:鎖から1&り、 1，I，j担11は 1'1-16.0から 6.5のIf¥Jで解脱する。|立|

2.9に4、すように pl-l4.5では natlvcプロテアーゼ八から成る巾 ーのピークを りえる

が、 pl-l6.0ではWi離によって11二じた前飢と料鎖のピークがそれぞれ nativcI'il':kの

ピークの liij後にfJIれている。オキピークは SDS-PAGE と鍛染色により 1，，)fとした

(データイミ，JC，IiO 0 ill鎖が natIvcNr:ふーより:i:J!く依IHするのは、後-(Tのfjがよりコン

パクトで変1'1:により体積が1('刊11したためだと与えられる。 pH6.5ではl.1ij;ifiは完全に

解離している。これらの結泉より、プロテアーゼAの中性付近での変1'.1失爪は 2~ 

;iJ'iO)Wi縦を1lうことがわかる。

2.4 ~篠

2.4.1 '1"1'1: pl-lにおける笈1'1

'1'1'1: 1'1-1 での 2 4=鎖の fiì'i離と fl~.ill変化は、 As p ， Glu 9.:l1)，~ のカルボキ γ ル)，~や 1-1 is 

伐)，~のイミダソール磁の協同的な脱プロトノ化による分子内的'，EbZ1tが引金になっ

ている "I能1'1がある。プロテアーゼAは I-lis伐必をl惟 lつ合んでおり 、その pK.は

6りであった (ぷ 2.1)。これはプロテアーゼ八が変性するとき (pl-l6.0-6.5)イ

ミダゾール足立は脱プロトン化していないことを立味し、 Hi s 筏l.~は変性の引合には

なりえない。 natlve状態における pK.がランダムコイル状態の他(Tanokura ct al.， 

197K)と比べてやや向いのは、natlvc状態において His90Hが総媒と接触山米ないEZ

岐にあるか、あるいは近傍にti'IG:仰が作イ1:しイミダゾール磁の脱プロトン化をjqlえ

ていることによると考えられる。 また災1'1状態の pK.のんのく natlvc状態より大き

い (ぷ 2.1)のは変1'1により以の近傍がさらにU'dl仰を，i!?びるためだとどえられる o

iE判状態の pK.を求める|捺椴伯1JlUでの1，';1イjの化'fシフトを natlve状態と/，.)じとして

JI' ~1: したが、 ランダムコイル状態の仙を JIJ t，、れば pK. 仙はさらに大きくなる。

ゾJカルボキシル基のプロトンは総媒との父換i山支が述く、 1D-'H NMRから

pK. {II(を求めることは出来なかった。このためカルボキシル1，1;の脱プロトン化と変

1'1:の開始を l立銭関係付ける証拠はないが、プロテアーゼ A は多くのカルボキシル)，~

( 18 11Mの Asp，19 11.1の Glu妓)，t2例の C木端αカルポキシルJ止)を合んでおり、

また変1'1:\1.'1の I-l ill 係数が 4 であることから、ぎ~1'1 の開始には少なくとも 411M以上の

カルボキシル)，~の協同的脱プロトン化がl見lわっていると考えられる。

プロテアーゼAは pl-l4.3付近でも 2次椛iiEが変化する(表 2.3)0 -)j NMRは

この!i't]で 3ppm付近の変化が以必であるが (2.31)、l豆12.2では 2，3を|除くシク

ナルの化'J_:シフトは始ど変わらず、変化するのは 4 郎のプロトンに|恨られることを

12 



ぶしている。このことは pH 4.3付近での椛ie変化が局所的であることをみしてい

る。

2.4 2 24:飢のWI雌とノド IIJi引っ

イメ「ザ A~の耳目| うたIìiは pH 変化に対してィ、 IIJ;庄がJである。 pH6.9 で分断I和製した+干

鎖は pHを円安1'1に反しでも 0.2M NaCI的j伎や 10%併般には儲けず、 )j 100 % 

DMSO に約ける。これは 、 natl vc な状態で 2 4:鎖は iミ に位~水的利 Id'l一川により車内イ干

していることを示唆している。またアルカリ1J11Jから pHをか:しながら絢与とすると

pH6.5以ドでは His90Hのゾグナルがμえなくなる (幽 2.2の企)ことなどから、

・11.24:飢が解雌するとコンホメーションが drasticに変化し、 pHをjぷしても

n a tl vc 状態とは別の椛iiiをとるため小 "J~的にうたIìiすると与えられる。

2.4.3 t21'1のメカニズム

プロテアーゼAは'1'れ pHでイくυI道的かつ|湯川的にぎE性する。変1'1:'1'.'.'，;.の pH 111'( 

は CDによるときは 6.1、NMR及び1ii1'l:iJllJ定によるときは 6.5で前右の)jが 0.4低

い (ぷ 2.2)0 Hill係数はいずれの場合も 4で変tlが協同的であることをぶしてい

る。 ー)j2 4:鎖は pH 6.0付近で鮮総する。これらの pH他の_.(j=干の22J¥lは観測して

L、る羽象の述いを反映していると々えられる。l!1lち CD は 2次椛iit、NMRは l二に

3次構造、ゲル泌過は 2本鎖の結令状態の変化をiJIIJJEしていることに起臥|している。

また爪判測定による変性 '1' 点の他が r~ ~いのはJ，!;'l'i:による安定化も作川していると与

えられる。但し pH6.0~6.5 で [01の 11f(が変化してるのに対し、 NMR スペクトルの

シグナル 1，7の化''{:シフト及びピーク I(!i砧が変わらないのはすよすると奇妙であ

る。 ー般には椛iiE変化に対して NMRの)j;がより敏感だと_:gえられているかりであ

る。これについては幾つかのHlIrlJが与えられるがその lつとして小川状態のイi{fが

研げられる。

NMRがIjえる1u械は特定のプロトンの近十万の localな環境に|刻するものである。

2.3.1て:..iÆべたようにプロテアーゼ八は分子内 r~~ に哩 1 ，'，1 なコアをもつか水ぷ結令を

形成するかしている。もし lのメチルプロトンと 7のアミドプロトンがともにこの

コアにイfイlし、かつ natlveの 3次椛iEは刈分的にはjJjj峻しているがー)jで 川tactに

近いコアをもった'I'IIIJ体が作れするとすれば、 pH6.0~6.5 でシグナル1. 7のピー

ク1(11砧と化7:シフトが変わらないことを説明することが出来る。 111しこの i'I'II¥J 

休」はいわゆる "moltcn呂lobulc"(Ogushi & Wada， 1983; Ptitsyn， 1987)とは災

なる。 moltcJ1 globulcとは natlvc状態に近い 2次桃iitセグメン卜が総波'1'で大きく

j:TIらいでいるため(Kuwajima，1989; Baum ct al.， 1989)、むしろ liijj&とは辺の紡瓜
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をIjえるような椛iiEだからである。 'I'II¥J休のイf1l1lについてはさらに検Jを裂する。

14 



表2.1 His90HのpKa値

pK. 

native '6.94 

denatured 7.26 

表2.2 変性の中点pHとHill係数

T はHill係数を固定したことを示す

pK. Hill係数

N~R 6.55 3. 7 

6.07 4.3 
CD 

4.18 

酵素活性 6.49 3.4 

ゲル1A.過 6.03 3.9 

表2.3 二次構造含量の変化

helix β-sheet β-turn remainder 

pH3.0 4 % 42 25 29 

pH5. 5 2 64 16 18 
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第 3章 プロテアーゼ Aの熱変性の解析



3.1 Jr 

4: I';'tではプロテアーゼ八の然公件解析のt.llj"*についてJiliべる。熱t2j'tj的fl，l.も pll

it1'1とI"Jt'liNMR、CD、f呼ぶ爪村、ゲルj応ilbにより解析した。これらはいずれも判

記の別象(2次桃iiEおよび 3次椛itょの変化、 2'+:鎖の結合f!f(，雌状態)にtl:11してそ

の劣化をillっているが、"Jj主的な変性の場合はこれらのパラメータのilll'Ll立依イl1'1か

ら料々の熱)J学的|刻数の伯をt?=11¥することができ、これにより蛍tl'l1の仇五'i:ie:.Evi 

について定 :.11的に議論することが10米る(Paccet al.， 1989)。プロテアーゼ八の熱変

1'1はイ、"rj必なため一定 l~~'t1又でiJllJiとしたスペクトルを熱)J学的に取 り倣うことは/1¥米

なL、。

)j DSC (ぶiE定査熱:J:iJ[IJ:.E)のデータ (熱谷川)は分チ全体の globalな机iii:に

|見lする↑，'ituをIJえる。変1'1においては、系の状態変化を大局的にとらえて熱)J学的

1'1:111を，議論しなければならないことから DSCはきわめてイi効な T段である

(Privalov， 1979の総説参照)。似しその熱)J学解析は、 '1';;診が"yj主的で千f自j状態に

おけるものが太郎分である(イ.~"r ii!!:過料の解析の伊!として Sochavact al.，1985， 

Hcrnandcz-Arana ct al.. 1993)。

いずれにせよ従米の熱)J学的解析は"rii!!: j的ねにおけるものがl:で、イ<111 j必的当~t'l

を淀川的に倣うには速度論によるものが多かった("r ii!!:過程の場合にはランダムコ

イル状態からの構造形成を観察11¥米るというメリッ卜もある )。 この}，'，'，を踏まえ、

tcmpcratu rc-scannln呂kinctics(Fujita & lmahori， 1974; Fujita ct al.， 1979)と絶対

反応iili反論(Glasstonc，1941; Jcncks， 1969)により不"I逆過程の系で熱JJ学的必然を

:jiった。

3.2 )i'rl， 

3.2.1 NMR iJ[IJ:.i: 

ID-NMRスペクトルは 2.2.2とI，.J織のJj法で測定した。

3.2.2 CD ij[lJ:J.: 

CDスペクトルは、2.2.3とI，;J織のMJ.，・でiJ[IJ定した。但し buffcrはリン椴(pH 2.5) 

及びl'iH俊(pH4.5， 5 3， 5.5)を{止川した。なお熱処.f!H後の rcvcrsibilityを，J'，jべる尖

験 CI記13.5)では、 α2マクログロプリンの 111l'，ii実験も同 11与に行ったため 5mM 

buffcr(pH 5.5)'1'で行った。。
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3.2.3酵素活性の測定

2.2.4と同様にして測定した。 pHを調整した 0.4mlの基質溶液を 0.2mlの酵素

溶液に添加し、一定温度で 30分反応させた。

3.2.4ゲルiE過

ゲル泌過は TosohHPLCとTSKG3000PWカラムを用いて一定温度で行った。試

料調裂は 2.2.5と同様である。 j容出 bufferはクエン酸(pH2.5)、酢酸(pH4.5)及び

MES(pH5.3)を使用した。 pH調整後溶出時と同一温度で一定時間 incubateした後、

10μlを注入した。

3.2.5 OSC 

Privalov(Privalov et al.， 1975)によって開発された OASM-4示差走査黙量計を一

部改良して使用した。試料濃度は 5mM酢酸 buffer(pH4.8)中で 0.5mg!mlから 5

mg/mlまで変化させた。走査速度は 0.125K!minから 1K!minまで変化させた。熱

変性に伴うエンタルビーと熱容量変化は過剰熱容量曲線より計算した。

( Velicelebi & Sturtevant， 1979; Takahashi & Sturtevant， 1981; Fukada et al.， 

1983) 

3.2.6データ解析

図 3.1に熱容量曲線から求められるパラメータを示す。変性に伴う転移エンタル

ビーム H，';i:(3.1)式で与えられる。

寸
l，m

 
F
V
 

F
h
 

山
間A

 

ι主i)

執容量曲線からム H，を求めるには図 3.1のピーク函績を求めればよいが、蛋白質で

は変性前後の数容量が変化するので、その聞に転移曲線を紡いてへースラインとす

る。

melting-profile methodは、不可逆過程でかっ一定速度で昇温させながら測定し

た系において、速度論を用いることなしに反応の活性化エネルギーを見積もる方法

である(Fujitaet al.， 1979)，出発点は以下の 2式である(原論文と記号の定義が一

部英なる)0 N-Oの反応を仮定し、

k=A 'exp(ーE!RT)

T(t)=T ，+v(t-to) 

(3.2) 

(3.3) 

(3.2)';t Arrheniusの式で Eは活性化エネルギーである。まTこTは絶対i!#l度、 Iは時
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i協を表す。今 Nの量を規格化して cで表すと c=[NJ/([NJ+[O])で、

dc/dt=-k[T(t)]c 

となる。 (3.2)(3.3)(3.4)式より

Tl/2=T，+(1/α)In(αvln2) (3.5) 

(3.4) 

が1!}られる。但し E=αRTc2. A=αT，の関係がある。よって変性中長rmt皮Tl/2を

昇温速度 vの対数に対してプロッ卜すれば、 (3.5)式より T，と αがわかり、故に E

とA.7J<;;j(まる。

次に絶対反応i主度論と上記活性化エネルギー Eとの関係について述べる。絶対反

応速度論は次式で表される(Glasstone，1941; Jencks， 1969)。

A 五 丘三¥ ρ r一号手応 ι !f!-i (3.1，) 正つre.>'J 

{旦しkBはボルツマン定数、 hはプランク定数で、ム H人 ムゲ，ム G1はそれぞ

れ活性化エンタルビー、 活性化エントロビー、活性化自由エネルギーである。 一方

Eと6H1の聞には

ムH'=E-RT (3.7) 

の関係がある。従って Eがわかれば(3.7)式より 6H'がわかり、すると(3.6)式から

6 s'.ムG'が求まる。

3.3結*

3.3.1 NMRスペクトル

図3.2にpH4.5で測定したプロテアーゼ Aの NMRスペクトルを示す。 57'Cでは

高次椛造を保っているが 67'Cでは変性していることがわかる。 2.3.1 と同様にして

最も高磁場側、最も低磁場側のシグナル l、2のピーク面積をij[lJ定温度に対してプ

ロットした (図 3.3)。図 3.3は 3点の pHにおける熱変性曲線を示す。いずれも

50-55'Cで変性し始める ことを示している。

3.3.2 COスペクトル

[gJ 3.4は pH 4.5、図 3.2 と同じ rm~JJtで iJllJ定した CO スペクトルである。 37-57 'C

では術進が変化していないのに対し、 67'Cでは椛iliが壊れかけている。 pHK!i ttの

ときと同様、各 pHで測定した[e1，18、[eJ"，、 [e1"， をij[lJ定温度に対してプロッ

卜した (図 3.5)。測定 pHIま図 3.2と同一である。各 pHとも 55-65'Cで変性し始

める。また 70'Cで 20分 incubatcした後 10分室dlに放置し、 37'Cで測定したスペ
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クトルを|立13.6 に示す。|苅 3.6 には l~. ;;己.!it料を 4Tで 8 口!日j 泣いた後のスペクトル

もI"JII寺にぷす。 8 11 の間に構造が -1;~ 111 1 iliしていることがわかる (80'Cで変閉させ

た場合柿ifIは広に反らなかった)。

3.33 NJ.k活1'1

|立137に防ぷi1i1'l:の制度依イi1"l:をIJ"¥す。 iJIIJJt::pHは|主13.3、1;:.:13.4とI"J である 0

f，f;刊は 55~ 60 'Cで1!li.大になることがわかる。

3.3.4ゲル泌i曲

I~'~ t.'.Aでの変1"1もpH変制と同級に 2A三jl'iのfiJlf.雌を伴うかどうかを調べるためにゲル

曲目itiを行った。 l立13.8に、 pH，淵1豊後 incubatcするl時間を変えて花人した HI'LCの

クロマトグラムを示す。 H年間とともに natlvc防ぷ山米のピ クの減少と低分子ペプ

チドのピークのm加が観測され、 プロテアーゼハは r，~ 1l1~\ で auto 1 ys i s を起こしてい

ることがわかる。なお 24'鎖のWI雌はlf{i;誠できなかった。

3.3.5 DSC 

l立13.9に純々の濃度で測定した熱符:，¥rlll線を、凶 3.10に種々の定作i生反でiJllJi.Eし

た1111線をボす (1立13. 10 は Cp に笈換していな L 、 )。 ピーク焔皮 Tp は 65~70 Cで、

ム C/=O . I ~ 0 . 1 5 J/K・8であり、変1"U二十!こう k移エンタルピ-e.. IIdは 370kJ/mo1 

となった。また変性過程が"Ij主的であるかとうか舵かめるため、 !えピーク品川えま

で1".げたぷ料を';;~' tll~ に戻して jl} び熱: ，1 iJIIJ;どしたが、|刈 3 .10 に倣総で IJ~すように

reversibi1ity は良くなかった。そこで temperature-seanning kinetics により、|立1

3.10の 九 をメ主任.iiliJ.瓦 νの|ι|然対数に対してプロッ卜したところ|立13.11のように[1'(

線になった。このグラフから変判 llJのf，f;1"t化エネルギ-Eと Arrhenius式のjJiJ.立IAI

(Aを求めると、 E=464kJ/mo!， A=I.38x 1070 /sとなった。またこのときのf，f;1"1

化エンタルピ-6111、活性化エントロピ-6 Sl及び活性化rr111エネルギーム (;1

は、絶対以応速度論により 25'Cにおいてそれぞれ、ム 111=462 kJ/mol.ム五 i

=1.09 kJ/K.mo!， 6 Cl =137 kJ/mo1であった。

3.4 )5.後

3.4.1然変1"1の概.tl

NMR 、 CD いずれの)]法によってもプロテアーゼ八はお~65 'Cで変1"1:し始め ( 1立|
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33. 3.5 ) 、l'iL4~活性はおないし 60 Cをピークに火活し始めた([><:[3.7)。測定

pI-l、iJlU立))法によっても-?'f-rーのだ民があるが、iIt1'[一過程がィ、nJi!l! で品川i; 、~~~}_正に依

イfーするため広 tll:的に説明することはできない。これら変1'[火爪の 1m~fì 1111l~ Htは、

HPLCでクロマ トグラムの経時変化 ([立[38)がよよられ始める制!立とほぼ 殺する

ことから、 r: '~1IU での変性失r，r;は a uto 1 ys i s を十['.うものであると与えられる。 fll. しゲ

ルil/:.(i品では 24>:J泊の解縦を倣認できず、変1'1:11寺に 2み;鎖の解離をも十[，っているかと

うかはわからない。

CDによる椛造[u[復の実験から 70-75"C付近に変性がイミnJ逆になる1M，1えがあるこ

とがわかった ( [~[ 36)。またプロテアーゼド[[';;;"fllである日 2マクログロプリンのm
w実験によっても同織の結果を得た (データイミ記載)0 1亘潟村Ilの精度などのためそ

れ以ト".iM，民:を限定することは出来なかったが、この抗日反は熱谷EkUl1線の Tp
よりやや

r:::パ、 1[[1線のピークを腿えると rcvcrsibilityが失われると考えられる。また|立[3.3、

3.5の熱変刊 rlll線では、T
p
に対応する nAlぷが，'，行品iUえになっていないのは、iJlllJi:1叶

[/'，['" (約 30分)の1mでも変1'1が進行しているためだと与えられる。

似13りで Tpは波j互依存性をIJ'す。このことは会合や auto1ysisを十ドうことをノ示唆

している。 L:I~己 H PLC の経時変化の*1;* ([立， 38)をもyjえ令わせると、変性した

蛍 (11'1 が ー 次的に会合や aut o l ys is を起こし、これにより変性過ねがイ'~ "y;必になる

と与えられる。

3.4.2 'ム'Ji:1'tと分チ内中n1]:作!日
ムCJは分 f内にイヂイ[する Jifli/J<t'Uflll:作川の数 nφと相関がある(Privalov，1982)0 

{:， Cp'を呂、'iたりでぷしたとき|立13.12のような関係がある。ム Cp
dの HO%以上が

似iノ')<jt[:5I)J*に州iJiでき 、変aにおいて疎/1<刊 )J;の認出がム C
p
dに大きく得 IJしてい

る。 J凶r'Oム C"dは 0.3J/K・8以トーのfl!iをとるが、これと比べるとプロテアーゼ八の

場令は非常に小さく 、事b1<1'I:刻IJ*が始どないことになる。民主/1<性効果の大きさは総

w;を水から の機依媒に移す実験によっても見積もる ことが IH米る (S山 Itz& 

Sじhirmcr. 1979)が、プロテアーゼ八の場合分雌した軽鎖が水に総けず DMSO に依

けることから 、 liI~鎖はiWi水的に相 J/I.fFJIJしていることが示唆される。これはがiI.iAの

{:， C，，'の仙が小さいこととぷl訂する。プロテアーゼ八でム C"dの似を，Wfdliする場合

は、 ifH'，"がィ、"Ji!l!で変1'1後:次的に会合や auto1ysisを起こすため、，'，止移後のベー

スラインがどれだけ物理的な立味をもつか、という [:\1姐がある。また~;li/1<1'1:必IJ*は

分 fを 1' 1 山エネルギ一的に安定化するのではなく 、 時U /1< 的性五~境で/)< ，{結合をより

蛤[.';1にするのであり (Priva1ov，1982)、一般に蛍白't'lの桃造を安定化するのは保水制

球続の/)<，4~結合あるいは取締によると 」Zえられている。プロ テアーゼ八の分子 l人l :'i ll
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に/ド，.}~払' i イ干や凡l紛が存在するかどうかはイ'~Iりjであるが、 tii¥橋については金利のおf;1'J

化エン トロピ ム s'が向くかっ pHに依イfーすることにより確かめることがIH米る

(Glasstonc ct al.， 1964)0 (!， s'は他の:tldl11と比べて耐'1;かに，:μ、が pHに依イfーする

かどうかは不明である。今後の実験を11:ーする。

3.4.3 イ~ rrJ 1必ifH'，'のJrIIH斤

従米の然変1'1: の解析は、I'-jlir 状態におけるものか、完全なイ'~ III j並i的引をj必jえ"命に

よって解析するものであった。 mclting-profilcmcthodも 3.2.6で述べたように1I.J

II¥Jt'化を似jえ変化にi丘き換えたというな味では泌反論的解析の延長にある (その也、

味ではt'nq'.'日制度は DSCによる {I((でなくても、 定速度で釘~rlU させながら iJIIJ~と

したデータであればよしつ。.iM!反論的解析により何られる値は natlvc状態とill移状

態のエネルギ-Ziであって変性状態とのifーではないため、自tE椛iiEの'!，，_'定nをみし

てはいなし、o {IIし問符類の反jぶにおいては、ム G
'
とム cとの間に比例関係がJ!X:り

山ーっという、いわゆる LFER(Lincar Frcc-Encr呂yRclationship)を蛍1'11'1の公判に

池川すれば、活性化状態をliliじて11¥j銭的に'ム'f:EtIを比較することがI!~ 米る。プロテ

アーゼ八の場介ム s ' が他の蛋 l'lý'l と比べて r:~ い。例えば Th ermol ys in ではど=338

kJ/mol， A=2.4IxI046/sである(Fujitact al.， 1979) (他の蛍I'lyJ1については例えば

Glasstoncct al.， 1964参照)。このことはプロテアーゼAの場合他の蛍1'111よりも

&:1'1による 1'Illi皮の地大が大きいことを，む..1床し、それだけ natlvc状態ではH;IJIll~ され

た昭い机iEをとっていることをぷしている。

3.4.4 .jk 悠~.f事

|ゃ IUの然)J学的解析は mcltin呂-profiIc mcthodも合めて 一状態jg;!移をVx:<Eしてい

る。 ー 状態~{多を実験 (1甘に{，在かめるには然iJIiJ~とから得られた:;M iJIIJ{Ir'(ム I!Cllと van't

Hoftエンタルピーム IIv，nt とがー致することを示せばよい (Plivalov & 

Khcchinashvili， 1974)。プロテアーゼ Aの場合上記の仮定は正しいものと必えられ

る。

3.4.5解析)j法の検討

プロテアーゼ Aの場合 pH変性の解析は変判 II.Jにプロトンの解剖tを十1:うと与え、

nallvc状態をプロトン化状態、変判状態を!日tプロトン化状態としてそのII¥Jに 2.2式

の |立l係を似 iJごした。 ~ )j熱変性の解析 は;状態.i:l;!，f:事と完全な 小 "Ji!!刊を似主としてが，

1'1化状態とのエネルギー差を与えた。 Pfcilらは熱 lA測定と pH滴定とを品Ilみ介わせ

て、変判状態及び木笈何一状態における熱)J乍I'kJ数を pH、1&AJ.廷の|対数としてみすキ11

20 



|記1(phasc dia呂ram)を作成した(Pfcil& Privalov， 1976a; 1976h)。こうすれば pH

t:jil、熱t:jiJ:;を1，.1-の方法で解析でき、また科られた仙から 11'(般公定jilをli.jlLぬでき

る。
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第 4章 プロテアーゼ A軽鎖の高次構造解析



4.1 )Y; 

2 1';';で.iAべたように pH~1'Jの解析結決により、プロテアーゼ八は '1' 1' 1: pH で笈

1' 1 するが、 その際 2 本鎖の解剖tを十I~ うことがわかった。また Il分断Iした!刈鎖を出

ぜ介わせてもf.Fi1'1はlul復しなし、。これは、 lil，j鎖が 11'.しく結合してイfイ1・していること

がコンフォメゾョーンの保持、活性のヴ.~:æにイ.~ "J j(であることをぶしている。.i!t雌

状態で名制は特定のtJ.lWJ椛造をもちうるのか、 またもっとすれば natlvc コンフォ

メーション'1'の構造と災なるのかどうかを般かめるために、ここでは特jl'iに(1:11し、

Ijl離した悦鎖の 2D-NMRを測定して遊離状態の桃iiE解析を行った。終鎖は|記14.6 

にぶす泊り 39アミノ酸残必からj点る分 fm: 4，000のペプチドであり、 Ar呂、 Gln、

Cys， Hisを合まなし、。現在分 Jιl，t10，000以 Fの蛍 ILI'l'Iならば 2D-NMRだけでも

立体miliのmlリ]まで卜分可能であり 、また低分 Fペプチドは結品化しにくいことも

あって、近作多くのペプチドの占体例iitが NMRをJlH、て決定されている (Wiilhriじh，

1986)。本 JJfでは 2D-NMRによる料鎖のι休柿ili!fJIl析について.iAべる。なお natlvc

コンフォメーション'1'との比較を行うためにはプロテアーゼAの立体桃位決定を待

たなければならない。

4.2 )j法

4.2.1粍飢の調製

阪鎖は'l'jII:pH で 2本鎖を分荷ftすることにより精製した。プロテアーゼ八粉本を

0.4 M j災服アンモニウム(pH 8.0)に溶かし、 ScphacrylS-200(3.5 x 80 cm)カラムに

かけた。 O.IMm般アンモニウム総波(pH6.9)で総 tHして経鎖を合むIliJi分を仰た

CSDS-PAGEにより確認)。 さらに ApplicdBiosystems 151A Scparation Systcm 

をJln、て HPLC により粘製した。 C8 カラムをJIJい、 0.1 % 卜リフルオロ尚般

CTFA) '1'で 0-50 %のアセトニトリル政皮勾配をかけて熔出した CiJ，tA'J! 2.4 

ml!min)。泌l!1pHは 4.2で、凍結乾燥した後、成料の 部をアミノ般車11成分析に

かけて純jぷをlilt:~ぶした C Appl icd Biosystcms dcrivatizcr-analyzcr (420A/l30A-

920A)を使JIJ)0 ，試料は NMRiJlリ:iEliijに総媒に総かした。

4.2.2 2D-NMR iJllJiE 

r，~製した悦鎖は p H を敵性に反しても NaC I 縦波や 10%r'i'i般には仙波浪;では総け

なかったため、 99.96% DMSO-d6 '1'で測定した。 BrukcrAM-400及び AMX-600
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分)'e，;jを川い、 7 mM， 25"Cで、 DQF-COSY(Rance ct aJ.， 1983)， E.COSY， 

Rclaycd COSY(Wagncr， 1983)， TOCSY(HOHAHA; Bax & Davis， 1985b)， 

NOESY(Jccncr ct aJ.， 1979)， ROESY(Bax & Davis， 1985a)をiJIIJ)iごした。スペクトル

の今昔~J或の'1 ' 心付 近に 1.':1 波数'1'心をi出き、 TPPI法(Marionct aJ.， 1983)をJIH、て

phasc scnsl t I VC モードでlf，J，¥iJIIJした。 TOCSYスペクトルは MLEVI7パルス系州を川

いて泌令11.'fIIJJ45msで測定した。 NOESYスペクトルは幾つかの似合時II¥J ( 8 0 ~200 

ms)で測定した。 ROESYはスピンロック 11.'fllfJ200msでiJIIJ定した。スペクトル恥1

7000 I-Iz( 400 M Hz)または 10000 Hz(600 MHz)で 32~ 64 1" 1 払J;~し、

12k(t2)x5 12(t 1) Jのデータを観測した。 t1 )jl何に Ikまでゼロ ・フィリングを行った

後フーリエ変換した。化学シフトは Tctramcthylsilanc(TMS)のシグナルを)，1;司，.にし

fこ。

4.2.3スペクトルの解析

2D-NMR からの ， :'~Ö\ m造決定は次のステップを JI~t次踏むことによりなされる。

I)TOCSY、DQF-COSYを川いてスピン系のJoiJ}.Eによりシグナルを各アミノ般の純

11iにタイプ分けする(1豆14.2参照)0 2)1日l定したアミノ般残l止を NOESY を)IJし、て

11欠構造にJのって並べてし、く。これにより令シグナルが帰属される (J立14.1参照)。

刀法距離の NOE の的報をもとに 、distancc 呂comctry(Braun & Go， 1985)や

rcstraincd molecular dynamics(Niglcs ct aJ.， 1988)等の，_ilZ1アルゴリズムと主Ilみ合

わせて立体桃iiE を求める。 1) 、 2 ) の過程はλÌ'JHJH~}M (scqu c ntial assignmcnt)と呼ば

れる (Wuthrich，1986)0 3)の立体柿造，";I'J'i:には XPLOR、DIANA(Guntcrtct aJ.， 

1991)など脱々のプログラムが佐川されている。 1)については 4.3.2で、2)について

は4.3.3で述べる。 3)の過程は distanccgcomctry法により次節のjJjjり行った。

4.2.4 山ー休椛ì1i:;íI-~'X

，;I'ji.は全て SiliωnGraphics社製 IRIS 4D/35および lndi呂oElanワークステー

ションにてfiった。 NOEピーク必}立は NMRZ (Ncw Mcthods Rescarch 社)あるい

はFclix (Biosym Technologics 11:)により j?::1¥した。 DistanccGcomctry ，;1 Jlには

蛍(1仁"[:{(if究所の EMBOSS(Nakaict aJ.， 1993)プログラム(vcr.2および vcr.4)を{史

川した。 Rcstraincdmolecular dynamics ，nJiーはソフ トウェア NMRgraf(Molccular

Simularionsやりの defalutsetting routinc(schcme 1)を月]いて行った。

4.3 *lli' .!i~と~主主
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4，3，1スペク卜ルの付徴

l刈 4 ， 3 は桜鎖の TOCSY スペクトルの全匂~域をぶしている。 II ppmのゾグナルを

除き 、 全シグナルは 9 ，5~O ， 5 ppmの範問lに分布している。プロテアーゼ八のスペ

クトルがー 1，5 ppm まで分布しているのに比べると、特に，:'5(t並.lj;l ~111 の分自のイ 1 )jに

特徴がある。なお 11 ppmのγグナルは似指'i'i'にl惟イバ正する Trpの1Jl11飢 l似のプ

ロトンであることが対応により明らかになった。 crosspcakは 2似のプロトンとの

カップリングをぶしている (2似のプロトンの化'f:ンフ卜 7，25ppm)。

似14，4は|立14，3の TOCSYスペクトル及び DQF-COSYスペク卜ルの fingcrprint

似城 (アミドプロ トンと αプロトンとの crosspcakがiiJliJlI)される似峻)をぷす。 1，I，j

スペクトルとも、 Proを除く 381聞の crosspcakが全て観測された。

|立14，5は NOESYのア ミドプロトンの似城をぶす。アミドプロトン間に NOEがirJ，!

iJII)されることから、経鎖は DMSO'1'でランダムコイルではなく特定の規則椛iiEを

とっていると与えられる。

4，3，2シグナルのアミノ椴タイプ決定

まずングナルをスピン系により各アミノ般にタイプ分けすることから飴めた。|立1

4，1に各アミノ隊伐1&のスピン系と 2D-NMRスペクトル上での conncctlvltyをノ'J'す。

プロテアーゼ八は灰146に示すとおり 39残Jよから成るが、このうち);'芥族アミノ般

は Phc;が l側、Trpが 11問、Tyrが 311司あり 、Hisは合まれていないのでまず万千守

政側鎖のr.1}!:Ji，から始めた。区14，6に)j'芥欽側鎖プロトンのスペクトルを/J'す。|立1

4，10) Trp側鎖のスピン系と比較することにより 、Trp7の制u鎖は|立14，6のようにM

Mできた。 l'ilt，J;にしてランダムコイルの化'アンフト仙とスピン系を7ーがかりにして

Phc24とTyrl. 1 1. 川 を :h，} //;， した ( ローマ数'戸は伐)l~添日まで 1，心i:できないことを

ぷす)0 sプロトンとの NOE ピークから tmのスピン系につなぐことにより、 )j

杏族アミノ倣 4例のシグナルを1，，)定することが/JJ米た。また区14，6で N6を十iした

NOESY、TOCSYに観測される crosspcakは Asn、Gln、Lys、Argの側鎖 NHと与

えられるが、粍鎖には Aτ呂、 Gln がなく、 Lys は対角ピークになる口I能11 1ーが r:~ いた

め Asn (6孫 11にl唯一存在する )とr，，}fj;，した。これは後に Asn6のαプロトンと

Trp7 のアミドプロ ト ンとの 11\) に NOE ピ ー クが H~ ることにより (i{I' ，;;!f， された。

今決定したアミノ般の主鎖はいずれも AMXスピン系を構成しており (1立14，2)、

側鎖のスピン系とはSプロト ンと側鎖プロトンとの NOE ピークによりつながる。

|立14，7の下に先科の区14，6の TOCSYスペク トルをぷすo れ crosspcakの化'f::".フ

トを i二に辿っていくと、対応する 211判の βメチレンプロト ンの化'[・ゾフトの仰山に

NOEピークが観測される。なお NOESYスペクトルで W7'を付した 2例の cross
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pcakはω2 (般市111の化学シフト )が 7.25 p pm で、 ~IIJ鎖 2 1立のプロトン (4.3.1参

IKD と 211川の3プロトンとの crosspcakである。同機に N6' は Ui'lアミドプロト

ンと βプロトンとの crosspcakと与えられ、 !てお1のr.1}J;Ji，の際の手がかりになる。

βプロトンの位i肢を手がかりに対応する 1:鎖 AMXスピン系を決定する。|虫I4.8 

のkに|立I4.7 と IriJ じ NOESY スペク卜ルを、イ i~IU にスピン系決定のための TOCSY

スペクトルをぶす。 t~J'í スピン系との対比、がつくと α プロトンの化"?シフトがわか

り、アミド-sII'rJの cross pca k も参照することにより、|主14.9 の J'~ '1'の TOCSYス

ペクトルにぶすように fingcrprint領域の;f，r}Mが !U米た ( Tyr については伐)，~-lfÍ'りが

水辺なため4.y:;i::の銭Jままでは州民できなかった)。 そして Asn6のαプロトンと

Trp7のアミドプロトンとの間には NOEピ クが観測され (左l孟1) 、今までの下JI~!

のiIしいことが椛認された。以上で Asn6，Trp7， Phe24と 3例イバ1:する Tyrのう

ち 111Mの1，;Jfi::が出来た。

次に Ala，Val， Ile， Lcu， Lys を以卜の TJI~tで決定した ( 1主14.10)0 Ala3 11M、

Val4例、 IlcI 111~( ll e 13)、Leul例(LcuI2)は TOCSY でアミドーメチルli'dの cross

pcakとスピン系の特徴(図 4.2)を手がかりに、 Lysl佃(LysI9)はスピン系の特徴

と化学シフトの伯から図 4.10のように決定した。

Thrのシグナルは凶 4.2のように特徴的な:UJjをするので他の残基と区別しやす

く、似I4.11 にぷすように 3例rl'2例を制定した。以上で Asn，Trp， Phc， Tyr， 

Ala， Val， Ile. Lcu. Lys， Thrのαプロトンの化?・シフトがわかったo 8 11̂1の Scr.

7仰の Glyの crosspeakはかたまってイメイiーするため、イ1M々 の出li/ir，¥がつけられず伐り

の Glu3例、 Aspl悩とともに木同主t:のまま、 NOE ピークを手がかりに隣接伐)H'd

の辿飢MMに入った。

4.3.3シグナルの.if鎖:hti属

アミドプロトンと αプロトンとの crosspcakのうち既に筏基番号まで決定してい

るTrp7と Phc24を出発点として、 dα-Nの NOEピークをひろっていくことによ

りMMを行った。結果を図 4.12のスペクトル'1'にぷす。関ιl'・は NOESYで対比、す

る牝iifに crosspcakが作在することをむl外する。他の NOEピークも参照しながら

抗イ1' 1立14. 1 2 のドのアミノ酸配列にトれ~)!でぶすように G lul から Val26 までMJ;.ri し、

I'r027で'1'断した後、今度は Ala3Iを手がかりに Ser28から Scr32まで:fr!}Mをわっ

た。 Scr32以降は配ダIJが GSSGSSGと続くためシグナルがillなっていると与えられ

る。この似J創立 GlyiJi.iJi に町むが、スペクトルヒ Gl y 残~，~のシグナルにμ終としが

ないことを TQF-COSY(Boydct al.. 1985)の測定により{I官認した。ぷ 4.1に;f，j}1;(:，し

たングナルの化'主シフト 1luをぷす。
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4.3.4出1削11"，';械の1111/1¥とな体例i!i， ;1 - 3~-

化学シフトぷをもとに NOESYスペクトルヒの-'i':cross pcakを九lH瓜した。 NOE)虫

)Jlは NOESYスペク トルのピーク強反を NMRZのピークピッキンクルーチンを1111，、

て読み取った。)~子守政アミノ般~lU鎖の 21'/. と 3 位(あるいは 51立と 61''i.)のプロト

ン1i¥Jの NOE必j立を基準にして、チ'rjl属した各 NOE強度を強， '1'，羽の 3段目?に分1J1

し、各プロトン対の距離の上限として各々 5，4， 3λ をりえた (ド|製他はファンデル

ワールス、p.筏の布1)0 EMBOSS(vcr.2)をa川した|擦には pscudoatom イヒに十l'う距離

の補正を行った(Wlitrich，1986)。スピン拡散のj説得がないことを旅必するため柿々

の泌fill与11¥1でilllJi-とした NOESYスペクトルから NOE強肢を算出して比蚊した。ス

ピン紡イ予定数 JJ IINaは、E.COSYおよび DQF-COSY t.の crossp c a k から，b'~み取っ

た。分解能をヒげるため E.COSYスペクトルは 4k(ω2)x2k(ω 1)のスペクトルを得

た後、 IDスライスを逆フーリエ変換後 32kまでゼロフィリンクしていi!ぷフーリエ

変換した。スピン結合定数が 101セ 以|のものについては KarplusのI!)，I係式より 守

Ifti 11j世に|刻してー 140。 孟φ豆一10げの出:離制限をうえた(Wlitrich，1986)。以上に

より近似の NOE41例， '1'位の NOEI31th1， f.:lUj~ 内 NOEI 1凶， 二IIli1Jj11;11 Ill~ 19似の距

離制限を1111:l¥した。なお ROESYや混合lI.ili¥lを変えて NOESYをiJ!lIA::しでも、じross

pcakの数は1('1えなかった。閃 4.13に近位， rl'似の NOEconnectiviticsと '.lfli1Ij制

限についてぷす。

1111 :1¥した距離十!?報をもとに DistanccGcomctry ， n'~Îーを行った。計~Î:II与のパラメー

タは)，~.+;的にはデフォル トイIUをJ!ll，、たが、 百日の計算は mlnlmlzatlonの川数を lげ

て行った。 400川構造計算を行ったところ 84仰の収束した椛iitがfぜられた。これら

の桃iitを初JVHl'iiliとして rcstraincdmolccular dynamics計算を行った (EMBOSS

vcr.2により仰た椛iiEについては水ぷJJ;if-を付加|したものを初期桃iiEとした )0 1記|

4. 14 に NMRg ra f による計~~:スキームを示す。 NMR cyclc=200， n(stcp数)=50で，n
nをわった。 ~~J られた桃iSは主主l'lIi\Jで IJ:いに比較的以く 一致し、|立14. 1 5 に4、すよう

にβストランドに市んでいた。なお C ...k~:品は距離1"，';報がないため柿 iEは決まらな

かった。この似域は Gly，Scrから成り (GSSGSSY)、 一般には規則川itIを取ってい

ないことも与えられる(例えば 7fEでjAべる RNascTI の Gl y7 0~ S cr72 なと )。

シグナルの ifo; なりの t可能性を検討するため、。際鎖Ijn1~の 1 ， ;1 被核 3次jじNMRをiJ!llA::

し、 ~~{ I: r.úI;'(;を行っている。ま fこ椛込ーを M'，宇J化するため立体特_)'HドJ:húhfiをねう子主主

である。
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表 4.1語鎖プロトンの化学 y フト (pp田)

NH CaH CβH Others 

Glul 7.92 4.50 1.93.1.95 CyH 2.33.2.33 

Glu2 8.40 4.37 1.82.1.85 CyH 2.26.2.25 

Tyr3 8.22 4.50 2.77.3.04 C2.5H 7.10 C3.5H 6.71 

Ser4 8.35 4.45 3.74.3.74 

Ser5 8.37 4.45 3.74.3.74 

俗n6 8.25 4.84 2.52.2.62 NyH 7.05.7.42 

Trp7 8.15ι51 3.05.3.28 NIH 10.85 C2H 7.25 C4H 7.62 白H7.06 C6H 7.14 C7H 7.41 

Ala8 8.07 4.25 1.28 

Gly9 O. 23 3.66.3.66 

AlalO 8.15 4.35 1. 33 

Va1l17.74 4.31 2.10.2.10 

Leu128.03 4.31 1.78.1.78 

ileI37.84 4.26 1.80 

Gly14 7.94 3.77.3.77 

俗pl58. 15 4.33 1. 77 • 2. 20 

Gly168.30 3.85.3.85 

Tyr17 8.02 4.51 2.50.2.78 

Thr188.95 4.09 4.30 

Lysl9 8.07 4.45 1.79.1. 79 

Va1207.97 4.22 2.03 

Thr21 8.07 4.36 

Gly228.23 3.85.3.85 

Glu23 7.94 4.32 

Phe24 8.18 4.69 

Thr25 8.05 4.35 

Yal26 7.84 4.45 

Pro27ーー 4.47 

Ser287.62 ι30 

Val29 8.00 4.47 

Ser30 8.11 4.41 

4.05 

2.20.2.20 

2.90.3.15 

4.05 

2.06.2.06 

1. 93 .1.93 

4.09.4.09 

2.05 

3.70.3.70 

Ala317.94 4.44 1.27 

Gly328.41 3.79.3.79 

Ser33 8.07 4.45 3 . 57 

Ser34 8.07 4.45 3.57 

GIY358.41 3.79.3.79 

Ser36 8.日7 4.45 3.67 

Ser378.07 4.45 3.67 

G!Y388.41 3.79.3.79 

CyH 0.91.0.94 

CyH 1.65 CoH 0.89.0.93 

CyH 1.16.1.51 Cy"H 0.91 CoH 0.87 

C2.6H 7.08 ロ.5H5.69 

CyH 1.13 

CyH 1.41.1.41 CoH 1.59.1.59 CεH2.85.2白

CyH 0.90.0.90 

CyH 1.09 

CyH 1.88.1.91 

C2.5H 7.25 C3.5H 7.33 C4H 7.31 

CyH 1.09 

CyH 0.97.1.02 

CyH 2.13.2.13 CoH3.65.3.80 

CyH 0.97.1.02 

TYr397.64 4.25 2.7.9.3.01 C2.6H 7.10 ロ.5H6.71 
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図4.1ポリベプテド鎮の一部

点t車内のプロトンは図 4.2!こ示すように特徴的なスピン系を f育成している.

E直線 ita HとNHとのスピン結合を、矢印 lt残雲間の NOEを表す.



なJmg /12JCg

図4.2 アミノ磁のスピン系とシグナルの connectivity

・は対角ピー クを去す。 DQf-CDSYでは O が、1I0H，¥IIAでは全ての crosspeak 

が観測 される。
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図 4.3軽 鎮 のHOHAHAスベク トル
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sJ4.10 A1a， Val， Jle， Leu， Lysの帰属
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¥ Scheme 1) 

1'<1-1.1-1 :i¥IRgrafによる計算スキーム

.iill ;~止のポテノメャル エ ネルギー E)，!)，!に来年!ì 条件ム" R を~す

NMR 
Cycle 

E. .亀ニ E)'I )，t~E...~R ， E:-O，¥lR=KG ~ ki(rj-r-Ji)Z守 KD L Kj(φJφ，_.)' 

111し ri φ は:i¥IRデ ー タ の 1111 (距舵と二而 JtJ)， r， i.品 川 は和'JJ即Jt持造の他

1 Ĵ， (K，，) 0 で分子 '[U1 力乍 ~I れ (\1 D)とエ不ルギ一極小化計算 (¥1¥1)を行う

2 )し (KD ) を Ai.大 i直まで 2000ずつ NIJJIIさせながら RI~')を繰り返す ( n S lcp) 

3) Ii c (K n )を 0まで 20"0ずつ減少させながら計算を繰り返 す (n s lCP) 

.j)七記 1)-3)の操作を繰り返す O IlHc¥'cle) 
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第 5章 intactプロテアーゼAの高次構造解析



5.1 }p 

本市では mtaclプロテアーゼ八の桃.i.!IWf.析について述べる。|記12.4にプロテアー

ゼ〈の 2 D -NMR スペクトルの '~ Ií (fingcrprint似域)を〆'J'したが、似15.1にその

kf!Il城のスペクトルを示す (TOCSY，i見イ干11寺111J45 ms)。プロテアーゼ八はυ1212 

fJsからj点る分子量 22，000のilii' 11'jであるが、 βシートにMむことから、その

2D-'H NMRスペクトルはよく分離したシグナルを勺える。しかし全シグナルの:hu

1;Jiを完成させるためには多次元 NMRのiJllJi-とが必2!Iであり、そのためにはプロテア

ーゼ八を耐位体ラベルしなければならない。

4 l'7iで述べたように Wutrichらの従'ぶした 2次jじ NMRをJ1Jl、た、いわゆる辿飢

:htll;Ji法は蛍 (11'IO) NMR 解析にきわめて屯~な手法であるが、この)jij{が依拠する

'H_'H vicinal coupling と NOE の性質ト~r，tl/;Jiする tで般本的な[iil).!)'jをもっ。また分

[-; 11:が.1.(1，'すにつれ、原子核数と総 t~i~ の明大を1'1~ うため 、 2 次j己平 Ifíi においてもピー

クが市なり 、磁化移動効率も減少してr，，}/;Jiが|封鎖になる。ングナルの市なりについ

ては 3次川 NMRを測定し、品!被数'1IIhを1(11すことにより改誌できることが/J'された

(Oschkinat ct al.， 1988)。この同純核 3次JじNMRは、 l滋化移動完}j本のli，から 2次

/e NMR と I"J係感度に限界があること、 iJIlJ Ji:に膨大な谷ほと II.~I/\J が必放ーなことなと

から、|民られた例(Vuisteret al.， 1988; 1990)を除いてあまり }I]l、られていないか、

以ドで.iAべる阿佐体燃識が凶雌な蛍 (11'jにおいては現在でもイTJJな)j法である

(Hanzawa ct al.， 1994)。ーブjNMRスペクトルの灼}}.riに安定同位体を利川した災厄

核 NMRの測定がイIf，:J)なことはいくからぶ唆されてきたが(Kainosho& Tsuji， 1982; 

Kato ct al.， 1989)、近年の泣伝子仁，]のjjL!lょにより比較的問Iji.に 11的の蛍 (11'jをI"J

似体側減H¥米るようになった。特に 3砂く/じ NMRの茸)3 幅hをプロトンとは独白ーの .~l(

Hi核にとることにより 、 ソ夕、ナルの分雌と感度の li'J_1ーをもたらすことがぶされた

(Zuidcrwcg & Fcsik， 1989; Marion et al.， 1989c)。近年{Jf念らは完全(15N，13C)紋滋

化蛍 (11'1を)TJl、て、 NOEに頼らず:s.fifi核 1bond J結合を基礎とする新しい:hJ}1;f;法

を幸u作した(Ikuraet al.， 1990)。この))(1，が依拠する災積核 j結合はプロトン!日J.f直

後 J*-ti令に比べて比較的大きく、コンフォメーションに依存しないためきわめて感

反がよい。また同極核実験のように他の磁化修動による交差ピークの111現が少ない

ためM/;Jiが比較的特易であり、 WI析の 'liHI動化も 1可能である。なおカルボニルjぷ

ぷについても{滋化展開することによりで 4次JじNMRの測定が行われている(Kayct 

al.， 19り1)。これら 3重共鳴多次;GNMRの下i法を川いて引イ上では分 r-:Jt 30，000 W 

1立の伝 (11'1までMI;f;がuI能 となった(尖|燥には PulscFicld Gradientや scnsltlvlty

cnhancemcnt， linear prcdictionて:ty，のT法も制lみ令わせてmいられる)。
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近作、泣伝子仁学の分野において大l防l樹 Escherichiaco/i やもり倍以1IJacillus 

hreVlS 句を川いて純々の分泌蛍(IJ'Iのず'{jlJ~系が桃築されている。、引~f ヲ\Ci~でも科々

のプロテアーゼに|民lして発射系を机築し、 i:lil'lじ学的研究をわっている(Hり ashiel 

，，1.， unpublishcd rcsults)。プロテアーゼ八については 14:mのliij似体をλl似点|によ

り ~m し祈性化することに成功している (Kagami ct al.， unpubliscd rcsults)が、 ht

i也や収 ，t，;':fJ，の/.i，で同f立体標識のための系としては現段附では不卜分である。また

IJ.lnevisの系は分自立能がI匂いことが知lられている(Yamagatact al.， 1989)が、プロ

テアーゼ八の発m分泌にはまだ成功していなしてHayashiet al.， unpubliscd rcsluts)。

このためプロテアーゼ Aの同位体総識は、ノ'f.nigerの!>>i体から l代後行うことにし、

ラベル化のための A.nigerの府公条件を検Jした。またプロテアーゼ八は p1l4.5付

近でJJ:'ii¥'にIIJ能性かつ安定なため、 j行必条件の検.l-Jと、.lt行して naturalahanduncc 

による民純核 2次元 NMRおよび同組核 3次j乙NMRを測定した。

5.2 Ji'lt 

5.2.1ノl.nigerの培長と試料のね製

A.nigeJ の菌株 (ATCC16513)はりJifi製来よりTI'H、た。スラン卜椛公は Malt

cxtract 2%， Yeast extract 0.201;， Agar 20iJを 7-8ml滅的済みガラスチューブ (試

験1'，;) に入れて同め 、 柏菌後、宅 tAI~ で 1 週 II\ J fJ行った。生産防長はオキ 1{11主淡を

25 0ml 川 ~1(J フラスコに 30ml 入れて l スラント分柏凶し、 3 0 "C ， 220 rpmで綻[1'11:'1

f量機にて行った。フラスコは糾怜して{止リ1Iし、 w的liijに 121"C， 15分11'，)オートク

レーブした。ほ!のJ_IミDが，1m、くぺレッ卜を形成する|際(特にカザミノ般消地〉には、

I:'1 !也にグラスビーズを入れて胞子を砕きながら椛益した。 I創出が知t僚出 UIfrLJ".'、 jil'i

J".')やカザミノ般の場合にはミネラルを補給するため水道水を使川した。またクロ

レラ AlgalCclls粉末 (Iabcllcd，unlabωIcdともに)はH付光辿11担より購入し、他の

I;'y 1也成分はdiJ阪の試薬をJIjいた。クロレラ破作はクロレラ粉末に適lAのI，/i.官l水とグ

ラスビーズを混ぜ乳鉢にて行った。防長rl'は一定1I;'f11¥J毎に、pI-lおよびI'iHi爪ー性ij!IJ

Aと顕微鏡による菌体観察(凶 5.2)を行って椛養液の状態をモニターし、 j民泊の

lI!j J切に blothoutした。

A.nigeJの的体破砕(的体内階ポの{泊必のため)は、下記の醇Ai作波によるプロ

トプラスト化後、6i:透fU政{汁により行った。

0.04 M ，)ン椴緩衝液(pI-l6.0)

0.8 M NaCI 
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0.02 M M呂CJ2

4% Nr，4~ mix 

メイセラーゼ Pl150mg 

ドリラーゼ J OOmg (↑創平11)

キチナーゼ 10mg (sigma) 

s-グルクロニダーゼ 100m呂 (sigma)

このうちメイセラーゼ Plは明治製来より瓜いた。

プロトプラスト化はまず的体をぷf!1/)< にて洗浄後、試験管当たり 10m J の 4 % 卜~，u2 Nr 

A2終液を入れ、30"Cで J8 JJ~flilJ振とうし、光学顕微鏡 ( 400 似 ) にて (I{i. 必した。 的

体倣[(，¥はプロトプラスト溶液を 10H~ :J!: の低鋭放 (蒸留水 ) と j見合してわい、 出~í微

鏡にて 6(i;，i~ した。

プロテアーゼ Aの WcsternBJottingは Kagamiらの方法に従った(Ka呂amict a¥.， 

unpubJishcd rcsuJts)。プロテアーゼ八の antl-mouscポリクローナル抗体は吋研究

、'の)1: I -.*~ t，g上より TJH、た。 ー次抗体としてビオチン化 antl-mousc抗体を使川

し、VccstatinABCキット (VcctorSystcms)をハlし、て、 peroxidasc柄引により、

SDS-PAGEゲルから PVDFメンブレン(Whatmann)上に転写された特災的ノ、 ンドを

検IHした。

lff .x正被'1J のプロテアーゼA の f.li1' I， iJII) )tは)，~本的には 2 . 2 .4 で:i&べたM.tと|イ ー で

あるが、プロテアーゼBの活性を抑えるために階ぷ溶液中にぺプスタチンをj直i:止添

加lした。なおペプスタチンは不協性のため DMSOに裕かしたストック治i伎を少 111

添加|した。

IH必械からのプロテアーゼAの精製は以 Fの手順で行った。まず祈i製'1'他のプロ

テアーゼ、特に法王室液中に多1)1:に存イ1:するプロテアーゼ Bによる分解をjqJえるため、

1;"f1主終 f後Ulちに泌心して的体成分を除去し、 I計1;主主主波にぺプスタチンを添加lしたo

i*紡吃t!iiにて政指iiし、乾燥後の粉末を少:，¥:(10mJ)の 50mM  M敗緩衝液，0.2 M 

NaCJ (pJ-l4.5)Iこ総かして述心後(2000rpm)、 |占的を SephacryJS-200カラム(3.5x 

100 cm)にかけてゲル泌過を行った。tmj患が JmJ/minになるように調節して、 50

mMt'iH俊緩衝液，0.2 M NaCJ (pJ-l4.5)にて総!l¥した。プロテアーゼ Aを合むJ，hj分を

SDS-PAGE， r.ri性iJ!I))tにより6!1;"忍後、集めて 50mMM般緩衝液(pJ-l4.5，且"なし)で 5

ffiに希釈して DEAE-ToyopcarJ650S カラム(1.5x 30 cm)にl放心 させた。以ド

2.2.1後、l'で述べたj]法に従い pJ-l久JIlt:(pJ-l4.5→ 3.0)をかけてプロテアーゼハを総IU

し 、 l~Joられた J'hî分を 10 -" M J-ICJ i災被に対して透析後ぬ結乾燥した。なおi主心、カ

ラム操作や透析は全て 4"Cで行った。
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5.2.2 NM R iJIIJ:.i:: (同位休標識サンプル)

IriJ j，'L14' t;~l 減したプロテアーゼA の)'lH核 NMR スペクトルは対称式ミクロぷ料竹

(シゲミ )を)1)0、て BrukcrAMX600および BrukcrAMX500分光，，1にてiJIIJ)_とした。

NMRサ ンプルの剥製は必本的には 2.2.2の 2D-NMRサンプルのl淵製とf，dーであ

るが、 iJ.U*，h乾燥したプロテアーゼ八を 200μ11-1，0/20 μ 1 D，Oに協かし、 NaOl1

で pH を 4 .6 に t淵製した。 l試料 æ~).えは約 ImM で 3 0 CにてiJIUiとした。3D-NMR測定

にうt立ち 2D-I-IMQCまたは I-ISQC(Ovcrbodcnhauscn;Bodenhauscn& Rul山 n，19RO) 

スペク 卜ルを測定 しスペクトル似て5ノfラメータの設定を行った。パルスプログラム

は文献のものを 一郎変;J:!，して JIJ~ 、た。 i3 C ， lsN のパルス附は標準サンプルのイ1((を川

L、Tこ。
'H-"N 2 if¥J七Il!JNOESY-I-IMQC， TOCSY-I-IMQC(Marion ct al.， 1り89c)は、 "N

tt識サンプルを)IJし、て BrukcrAMX600分光計で測定した。スペクトル川は

9091 I-Iz(' 1-1)ぷび 3600I-lz("N)にs没定し、 128(t 1 )x32(t2 )x5 12(t 3)データポイン卜か

ら成る FIDを得た。 dllJ定は 3中111とも TPPI(あるいは Rcdficld法;Rcdficld，1975) 

モードで、泌令lI!iliiJ50ms(NOESY)， 45ms(TOCSY)で行った。もBXP'I数は 321"1で、

絞り返し待ち 11寺II¥J 0.8sのIllJの prcsatufatlon により骨量媒ソクナルを ii'iムーした。

TOCSYのスピンロックには DIPSト2シークエンス(Shakact al.， 1988)を川い、 '1-1

のデカップリングには GARP パルスを使 JIJ した。フーリ エ変侠匂zのデータ処J!I~ は

Fclixを)IJし、 (5.2.5)、ゼロフィル後、 j止終的に 256(tl)x64(t2)x512(t3)ポイン卜

から成る実データマトリックスを得た。

'1-I-¥3C-"N 3 ill;，!.!i Il!} I-IN(CO)CAスペク卜 jレ(Bax& Ikura， 1991; Grzcsick & 

Bax， 1992)は BrukcrAMX500分)'(:"ijで総場勾配法にて (グラジエン卜分光;

PFG)行った。展開l時間1'1-'の般化の滅ぶを判lえるため、tlを合む "N のj長IJf.JlI.'j 11'，]は

-:.i::仙になるようにした (constanttimc vcrsion; Powcrs ct cl.， 1991)。スペク卜

ル I~ïi は 8333 1-1 z( 】 1-1) ， 6802Hz(¥3C)及び 3333I-1z("N) に l没 定 し 、

80(t 1 )x40(t2)x2048(t3)データポイン 卜から成る FIDを得た。データ取り込みは、

TPPI-Statcs(t1，t2; Marion ct al.， 1989b)および simuJtancous(t3)モードで行い、

32 IIr[fuJ?した。繰り返し待ち時1mは 0.8sで、的!J!i;シグナルは儀場勾配法により除

去した。 11-1のデカップリンクには GARPパルスをul:月jした。 フーリエ家換等の

データ処血!は Fclix を 川 い (5.2.5 ) 、ゼロフィル後、10(終的に

128(t 1 )x64(t2)x1024(t3)ポイントから成る実データマ トリックスを符た。

HNCAおよび I-INCOスペクトル(Kayct al.， 1990)は BrukcrAMX600分光υ|で

行った。スペクトル川は 909lHz(' 1-1)， 6802I-1z(¥3 C)及び 3600Hz("N)にl改定し、

80(t 1 )x40(t2)x 1024(t3)データポイン卜から成る FIDを待た。データ取り込みは、
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TPPI-SlalCS(II，12)および simu11ancouS(13)モードで行い、 64川弘知した。絞り返

し待ち II.H'd0.8sのlifJの prcsaturatlonにより的政シグナルをii"!lょした。'1-1のデカッ

プリングには GARPパルスをueJIJした。フーリ工会換等のデータ処1'1!は FclixをJIJ

い (5.25)、ゼロフィ ル後、松終的に 128(11)x64(12)x 1024(13)ポイントから成る

尖データマ トリックスを待た。

5.2.3 NMR iJilJ定(岡純核 3次)i;)

30-'1-1 NOESY -NOESY(Boclens Cl al.， 1989)， TOCSY -NOESY(Oschkinal Cl al.， 

1989)スペクトルは 、BrukcrAM400分.J'L;， i~ にて 4 0 ^Cで測定した。 8mM 90% 

1-1
2
0/10% 以o(pI-l4.6)溶液をJ.lH、て、スペクトル恥i5 000 ~tiOOO l-l z、払1~- rlll数 1 6

または 321"1 (繰り返し待ち1I.fIi¥JO. 7~ 0 .8s ) で TPPI モードで測定した。 1作Iß.シク

ナルの|徐去は jump-rclurn(Oriscolcl川 ，1989)または OANTE(Zuiclcrwcgcl al.， 

1986)パルスにより行い、128(1I)x 128(12)x 1 024(13)ポイ/トの FIOを仰た。似合11.¥'

IilJは 50ms(NOESY)，22ms(TOCSY)で、 TOCSYの mlxlngには MLEV17または

01PSI-2 シーケンスを!日いた。 わけ日サイクルは文献他を一部変災しでもe川した。

フーリエ変換て'~~のデータ処開は全て IRIS ワークステーション1-.で~J (， 、(5.2.5)、

1t:!.終的に 128(II)x12S(12)x 1024(13)ポイン卜の実データマトリックスを得た。

5.2.4 NMR測定 (naluralabanduncc) 

natural abandunce による 20-I-IMQC(Zuidcrwcg，1990)スペク 卜ルは GE

OMEGA 500 分光計 にて 37'Cで iJllJ:iEした。'1-I-15N I-IMQC は 、 10mM，90% 

1-120/10% 020 (pI-l4.6)溶液をJIH、て、スペクトル帆¥33331-1z(1 1)， 10000Hz(12)、も1

3'):1111数 4001111で測定した。'H-13CHMQCは、10mM，020 (pI-l4.6)総J伎をJIH、て、

スペクトル恥¥18519Hz(1 1)， 701 8 H z (1 2 ) 、 初~'X1111数 384同で測定した。 I，I'Jスペクト

ルともプロトンのデカップリンクには WALTZ-16パルスをJIJい、 SI叫csモー卜‘

(Slalcs cl al.， 1982)で 512(II)x1 024(12)ポイン卜のデータを収り込んだ。 FIOを 11

jjl'"に 2伐にゼ ロフィル後フー リエ笈換した。なお溶媒シグナルは繰り返し作ちH与

Ii日 1.0sの!日jの presalural10nにより除去した。

5.2.5データ処均!

30-NMRスペクトルのフーリ エ笈換は IRISElanおよび 1nd igo2ワークステー

ション |ーで Fclixソフ トウェアをJIJいて行 った。データ処坦!川のマクロは 1"作した。

ウインドウ関数は 3'I!lilともサイ ン1'1釆関数をJIH、た。
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5.3品片足とy5笈

5.3.1 /I.nigerの崎益条件の検M

辿'，:;¥'NMR試料の|自iJ{，日本棋識は大腸的などの発事L系をJTJいて行うが、 5.1 で.id!べ

たように本的ぷのずlj:m系は NMR ，h\ 料の，J~ 'Ji:I JIJとしては不|分であ ったため、

!I./llgerをj"J{立体を合む府地で府信し、 J1J1~主波から株議試料を 11'( 銭高ili~することを

，試みた。そして本棋益に先立ち、)1'-1<，]1立体j白地を川いて培必条1'1ーの倹I;.tを行 って収

本のよいI長公、精製条件を探索した。

耐L'1>:1向上也での収益

/I.nigerの.iJf!常の培養は各純他物品11/1:物を合むI古地を川いて行われているが、こ

れら純物抑II:H物を全て同位体標識することは不可能であった。また /I.nigerのj泣少

Jtf!自はイ<Iリlである。多くの NMR，iJ¥料の 'SN収識は、抗酸アンモニウム CMt:ム，)、

1111~化アンモニウム (指安 ) 等の 111l機取により行われており、また経済的にも'ム・ Úlli な

ため、まず A.ni呂町を航'ft.'で1;';1主することをぷみた。通常の1'.場 t庁公の jít~ の望U~を

'riむJi'1!也成分を骨tE~~ に世換して !t~1主を行った 。 I庁長日数は通常の的信 と I"J じ 7 rJ 1:¥1 

としたが、経 H寺的な顕微鏡観察により椛必が行き過ぎないことを耐;必した (凶

5.2 ) 。 この際通常の培地の~Æ成分を 100句研tSé fこ III換するとぺレッ卜を形成して

カビの生向が阻主されるため、以後 90%位換したj青地で培伎を行った。しかし 90%

前換でもなお収不が恐かったためWtt'1>: 1創出による府益では、 80%in換状地によりま

ずシードI古益を行い、このうち 1 0%を ItyO~'(-J:也に柏的した。 すなわち、スラン卜的

必→ シード収益→生産情益という数段1P，fのM.去をとった。1自必 I'.i，'i-を SDS-PAGE

にかけるとプロテアーゼ Aの佐世にバンドが検IJIされたが、より正問'，;さをJVIすため

J庁伎の{í'1í1立、上 i ，'f の防索活料品IIJ定も併せてわった。 1 1"1 に倣安 IO ~3 0品を Jlll 、て以

伎を行ったが、 NH~l止が{放 f止のためぺプスタチンを添加して和製を引ったところ以

111が明大した。このため以降の粕製ではぺプスタチ/を添加して行った。j止終的に

侃tIA'30呂をJIJいて府長後、 1.4m呂のサンプルを粕製し、 ID-NMRiJllJitによりプロ

テアーゼ A であることを確認したo IJiJ 条例ー卜で同現性を確認した後I"J似体収地を

JlJし、て本川主主を行った。本消主主は 10lal30gの "Nー疏安を川い、生産I存地 200mlを

入れた 11 :.11Jフラスコで 3...j三分椛位した (シード培長は 5.2.1のスケールで行 っ

た)。精製したサンプル(I.Om呂)の 'HNMRスペクトルからプロテアーゼ Aである

ことを昨必したが、アミドプロトンの "Nによるカップリングが観測されず、また

DEPT 測定でも "N のシグナルは観測されなかった (灰15 3)。 この結決は、

A.niger が ~;UfUl!;! として 90%出換した硫衣'をJlll 、ずに、 10 %の非配換成分をJlll 、て

'1'. (jしていたことを示しており、面目安rl'の宅Aは A.nigerに取り込まれないことが
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わかった。

カザミノ椴I計上也等によるI町長

そこでカビの代謝過程(特に主主ぷ|山|定化)を与え、アミノ椴泌イ干物であるカザミ

ノ般を J:'~L也として検汁した。またこの仙にも(，I'j~ム'椛地(アカノぞンカビ loi少的地)や

KN0
3 

jl~L也(Ycc& O'Ncil， 1992)守についても検，iJを加えた (常ぷw;jとして NIVよ

りも N0
3 の)1が[，'i/定化されやすいと与えたため)。使)IJした坑i也の主IlI&は以卜の

泊り。

カザミノ般端i也;pH6.0 

グルコース 2% 

カザミノ椴 10% 

K，HI'O， 0.1% 

Ml1<・ j:'~l也(または KNO，J古地) ; p1-l5.8 

クエ ン般ナトリウム 12.5% 

K!-l，PO， 25% 

NI-I，N03 10% (ま 7こ[ま KNO，25%) 

グjレコース

M呂SO，

CaCl， 

0.75% 

1% 

0.5010 

ビタミンストック液 0.01% 

チアミン 2% 

ピリドキサール出酸 2% 

ノマントテン酸 2% 

ビオチン 0.2% 

イノシ卜ール 100%(w/v) 

微 ll_t:JG点的波 0.5%(v/v) 

クエン椴 50tb

ZnSO， 50，も

FcCl， 0.5% 

CuSO， 0.25% 

MnCl， 0.06% 

1-1380， 0.05% 

Na，MoO， 0.05% 

いずれの桁地ともカビの生行が:!l¥かったため、5.2.1 に述べたようにI;竹山'1'にグラ

スビーズを1111えて続長したが、カザミノ椴崎地のみ生r1した。村iぽl後続lI!j的に [-.i，'i
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を採取して SDS-PAGEにかけたが、プロテアーゼ A は検出されなかった。またJ(1

長後の的体をプロトプラストイヒし磁場i後 SDS-PAGE，Wcstern Blotti刊を行ったが、

プロテアーゼ A およびその liij駆体は検出されなかった (プロテアーゼ A のポリク

ローナル抗体は lìíj~体とも以応する Kagam i ct al.， unpubliscd Tcsults) 0 t)'，'必IJfJ

Ifiの pH を'1'性付近で行ったのは、 A.nigerの場合 pH5以下ではぺレッ卜を形成し

やすL、からであるが、|司じ Aspergilllls属の ノI.awamoriの場合 p1-l4.5でIfi位を行っ

ており ( ↑ 11 し 1;1地は全く~ーなる ; Bcrka et al.， 1990)、中1'1付近ではぎHtのII}能1'1ーも

あった。このため pH4.5で A.nigerのI古伎をわーったが、結-*はI"Jじであった。以|

より、カザミノ般消地の場介カどは佐行するが、プロテアーゼ A は旅/1ミも分泌もさ

れないことがわかった。硫'1-< 1白地の結果も ~).':f!.すると、 I青I也が無機物やアミノ般の

みから成り、il:i(I性の布1I:l¥物が合まれていない場合は、プロテアーゼ Aの産!tは始

どないと与えられる (但しカビは生育する )。 そこでプロテアーゼ Aの)lrUIミを1Jtす

ため以卜の 2つの)J策を採った。

l つはI白地にプロテアーゼ A の l，~質または ~Il '，i;'剤を加えて誘導をかけることであ

る。 5.4で.i&べるように acetyI-Phc-di io-Tyr(APDT)はプロテアーゼ A の泊料を_{'f

Hll~りする。 11 1.し J[;米ペプシンの基質なのでプロテアーゼ B の))の分泌を誘導する

II}能性があるが、他にヰLJ'~的かっ安佃!な誘導斉IJ がなかったので、従米の Iif地に

APIコTをIJIIえてI市長を行った。分析の結-*的体内外ともにプロ テアーゼ A は検IHさ

;ht.:力、っ Tこ。

クロレラによるI背信

もう lつの)j法は、 1，1Jt立体似識したfui'I1'lfill.:1¥物(cxtract)を1;'';1也に)IJ(， 、てカビの

杭益を行うことである。この場介1M也i'l14くがプロテアーゼ A の)H1となり、分泌を

誘導することになる。 jlU'i:¥'のili(1工学実験においては、円1'1手、ぷjJなどの-IIIi/1: 物

(あるいはその加水分解物)が府地成分としてJIJ(，、られることが多いが、ここでは

入手が符易だったクロレラをJIJ(，、て埼益条例を検川した。なお/1'-物111米のfIll:1¥物を

椛地にJlj(，、る場合、加水分解産物をu!!JfJすることが多いが、ここではプロテアーゼ

の分泌を促すため、むしろ加水分解は行わずにクロレラの的体を物則的に破作する

にとどめた。 I庁伎はフラスコ、'it.こりクロレラ 2呂を 30mlに溶かしてわった。 I古必 1-.

111を経時的に採取し WcstcrnBlottingを行ったところ、I育長日数 7"以ドのサンプ

ルからプロテアーゼ A が検:Hされた (7n I1以降は液の位l状から終的が進行してい

ると A替えられる〕。そこでクロレラ IOgからサンプル O.4m呂をね製し、 Wcstern

Blottin呂によりプロテアーゼ A であることを6u;，，:!!.したが、その ID-NMRスペクト

ルは natlve状態とは異なるものであった (比活性も小さかった)。 特にこれまでの

地地とは災なり、クロレラI青地ではI古主主の進行とともに土 115の pl-lが 1:討した (1:'，; 
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公終 (11年に pH7以 U 0 1ザj発 pHをドげたり、 I布地lこ50mMMESを加lえ pHを似

つようにしたが、効-*がなかったため pH モニターで pH を 定に似ちながら !~'f必

を行った CpHが|二対すると散を加えて pHをドげる )0 pHはI古公開始後 2fIない

し 311あたりに激しく笈到Jし以降はほぼ一定であった。 71111'，Jlii必後初製したが、

Wcstcrn Blotting， 'H NMR 測定の結果は|司ーであった。プロテアーゼ Aの変円、

会令の l可能1'1 を S OS - PAGE、ゲルj地 i品等によ り検，，1 したが、 ?f~とされた。このた

め結後の終 II.~~化を Ilî検 l討し、 1;'1必 '1' pHを -}tに保つことはやめ、 pHが凶イ仰を越

えたら崎公を 111ちに II二めることにした。このため杭長日数は 2-4 LIになったが、

粘製後 natlv c 状態の NMR スペク卜ルが科られた。 1-.場防長 II.~に比べて I白地の栄公

分が之しいため、至，iiN!青主主 I1数がlliくなったと与えられる。またクロレラI白地にお

いてもカビの的体rr体は 71111付近に故大祉をぷすが、プロテアーゼ Aの的体外へ

の分必はそれ以liiiに故大仙に.lliすることがわかった。これはプロテアーゼ A が細胞

外プロテアーゼであるため、必if，jO主1'1途上でj止も多 :IUこ分r必され、的1-}，，1がi比大に

i主する叫には日正に分解され始めていると右えられる。 j比大イ111にi主する時NJのこうし

たずれは、仙のカビの細胞外プロテアーゼでも観深されている (Hommact al 

1993)0 11民終的にクロレラ 10g を川いて 24m呂のサンプルが符られたが、室井~~;;( 1呂

吋たりの収'r!'を大11品歯の発現系の場令(Kagamict 31.， unpublised rcsults)と比較す

ると、比ili1'l:で 1.5-2倍の11立が紛られた。 fiiJJUI'lfi]1立体借地で|呼DL1'1を侃必した後、

15N 標識、 13C，1SN 標識したクロレラをmいて本1;'11主を行った。サンプル精製後

MRにてI，i]j，'[体燃識されたことを舵認し、以降のd!lJ;itに使川した。

5.3.2 NMRスペクトル

凶5.4にJ'H量級 NMRスペクトルの:ht1Mの下山lのー似lをぶす。 5.1Iこiiliべた災手fi舷ス

ピン結合の利点を生かして、化学結合を l本 1本たどることによりンクナルのfM;f;

を行うことがIH米る。区15.5に 20-'H，15N HSQCスペクトルを、凶 5.6に 3D

'H，15N TOCSY -HMQCスペクトルを返す。欣15.5では 20011司以 l二の全残1J;のアミ

卜、 N-Hのじro同 pcakが分離して観測され、 15Nによる展開が卜分有効であること

が)切符される。以15.6はそのことを示している C1立15.7に凶 5.6のω2スライスを

示した)0 1記15.8はダブルラベル試料をJIH、た 'H，13CHSQCスペクトルをぶしてお

り、 Cα-H似域はよく分断していることがわかる。|き15.9に 3if(j~I!!J HN(CO)CA 

スペクトル、|立15.10にそのω2スライスを示した。11晴々のングナルは分縦して観測

された。なお|立15.5、i豆15.8の HSQCスペクトルは、 naturalabandunceによる

HMQC スペクトル (1主15.1 1 )とほぼ同ーのシクナル分布をうえ、 I"J似体標識にI1:J

姐がなかったことをぶしている。旦LイJ:， liiJHi核 30-'HNMRスペクトルも参照しな
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がら、ングナルの系統的知}A誌を進めている。

5.3.3 プロテアーゼ Aの生型的役割l

プロテアーゼ A は /I.nigelがiAj体外に分泌する蛋lこ11'lで、、'i初Jその11之島1的役;切は

プロテア ゼ Bと|司線、附体が討jl.I=.する際桁J::細胞を分解することであると与えら

れた。ところが培公lI.fのプロテアーゼ A 活性の経H寺笈化は村民的な何ili'Jを小した

(似15.3.3)。似|のようにプロテアーゼ A活性は椛公開始 I11後から::'1、1敢に明大し、

2 11 FI付近で故大仙に達した後、急激に減少した。崎公のある l時期lに特3'(的に発現

することから、プロテアーゼ A は蛋 ILI'd分解をjffiじて的体4台にl刻する羽目IJの役'，1;11

を来たしているととえられる。またその桁性は最大他に達した後急速に減少するが、

溶液の pHが弱椴悩であることや、プロテアーゼ A は殆どnl二分解がないこと窃か

ら、この祈性低 Fは1'1"性変性や 1可己分解によるものではなく、仙の蛍 1'lyJI分 fによ

りプロテアーゼ A が特災的に分解されたものと A皆えられる。以上のようにプロテ

アーゼ A は分泌の際に的体の生育に|刻する特別な役;刊を.5IU，こしていると考えられる

が、この働きがプロテアーゼ Bと共同しているかどうかは不明である。

5 .4補j立 ( 占.~nアナログとの相互作月]の解析〉

再L#分 j土の，h~ili ・ 機能相関、特に触媒昔日位やJ& ýIl 認識郎官Lの同定のためには、 RP

Æ-l，mlI\J キIll i: fl')日の研究が不可欠である。 DWプロテアーゼ A の特S~ 的ドll' ， i; 斉IJ は

兄つかっていないが、ペプシンの基質である N-acetyl-Phe-di iodoTyr(APDT)はプ

ロテアーゼ A の桁伯をポ F阻 ~1f;する。またプロテアーゼ A の)l~n特災れは、 F量化

ribonuclcasc A(Takahashi， unpublishcd results)，酸化 insulinB鎖(Idoet川 ，1987) 

を)11，、て調べられているが、また α2-macro呂lobulinの baitrcgionペプチドを特'!l:-

的に切断することもま11られている (Tanokura，unpublised rcsuJts)o 1ま15.A.lに bait

rcglonのプロテアーゼ A による切断部位と、 ri手ぷ処理!後の HPLC(Hitachi ODS 

120T)のパターンを示す。 M栄木添加 11寺には rjlーのピークをりえるが、 NL#添加 11.'[

は切断断Hから成る波数のピークが別れている。依15.A.2にはさらに APDTをM:k

の 5000倍モルiii添加|した際の HPLCの結果を示した。 APDTはdiJ阪のものを)11'、

たが、 mmorcomponentがJ十「合まれ、 HPLCでは複数のピークをらえる (ドド(1)。

IJ究|の矢印は未切断tH1のピークの牧iEを表し、 APDT添加lにより )&11の切断が旺i

'gされることがわかった。|主15.A.3にAPDTの化?椛iitと lD-'H NMRスペクトル

を示した (r，;)l;.riはホモデカップリング実験によりわった)0 1立15.A.4はプロテアー

ゼAの打無による APDTの2D-NOESYスペクトルである。円fk添加lのスペクトル
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にUO)NOEピークが1iJliJllJされ、 APOTの分子lAが 621であることを}5'成すると、

プロテアーゼ AとAPOTとのli¥Jに化乍災換が起こ っていることが4、唆される。この

ことは、 APOT qt 独では脱l!IH~iliをとっていないが、 Mk と州'，:fl'川することによ

り村山の椛iiEをとるものと)5えられる。分 f内 NOEから APOTの椛iliを決定する

Í'Iとである。また他のJH'lアナログも撚糸し、 I ， ;H，~の尖!験を tJうfkiiである。
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図5A.l bait regionのプロテアーゼAによる切断部位と

酵素処理後の HPLCパターン

太い矢印は majorcJeavage siteを

細い矢印は minorcJeavagc siteを示す
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図5.A.2 APDT添加時の bait regionとAPDTのHPLCパターン

矢印は禾切断の基質のピークを示す
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第 6章 リボヌクレアーゼT)変異体の分子動力学計算



6.1 Ji; 

~ I';'I~以下の 3 ，';'i:.では、 RNascT1に|刻する椛造的治j:¥J)ffiの幾つかを解析した。まず

本市では分 F動)J 学古 1' ~1による RNase T，Glu58変災体の u:体椛ilifiJ!IJ とそれに)，~づ

くIiJ.i;;機怖の解釈について述べる。1.4で述べたように吋初は Glu58が一般出)，l、

Hi s92 が 一般散とする反応機構が与えられたが、アミノ酸tm1立特災的変)~の実験に

より Glu58を Aspや Alaに世換しでもI!il'lが01-]'F (Aspで 10%， Alaで 5%)伐る

ことが小された。これらの結果より別の以応機柿、すなわちリボヌクレアーゼ人

(RNase A)と"，1線(Richards& Wyckoff， 1971)2つの His伐)，~ (His40と His92) 

が →般階、 一般J1;，¥lliとしてWJIJするというモデルが悦楽され、議ぬがあLいている。

Steyacrtらは、 2重， 3市笈具体の活性別1j}E紡民にJ主づき、新しい反応機構をt!all/¥し

た。これは上記 2 つのモデルの折点型ともいうべきもので、野生)\~においては

Glu 58 が、 G lu 58Ala 変災体においては Hi s40 が 一般時~J.!，として作mする、という

ものであった。問題解決のためには尚次桃造の↑Jj報が必必であるが、 Glu58変災体

の伝休柿iEは角1I
'
リlされていない。

-)j Anfinscnのリポヌクレアーゼ A の変性 ・冶き戻り実験以米(1973)、1iiιI'D

分子の 3次九七日iitはアミノ f俊配ダ11のみによって決定される、と考えられている o J)o 

イt -次情造のj'，'H~のみから分子令体の立体椛iむを予測することは|材難であるが，低

分{-;Iti長白分子の folding シミュレーゾヨンや術i在日正支fI分子の変災体あるいはa誘導

体の古体桃iliflJmは、 ドラッグデザインや分子モデリンク匂の応J.IJとして鋭利でも

可能になりつつある。 μ体的には，分子動)J学法およびモンテカルロ法と呼ばれる

これらの )jitは，特定の鋳型となる初WJ.I，Y，iliをもとにして，分チの動きをシミュ

レー卜するものである。1'!しlli( 1 'Dの場介、エネルギー 1~llflÍの非常 JJ1'1:のためモン

テカルロ法は効，t.\ が，I&~ く ( 1"，し Noguti と GoのJutはこの欠点を克服している，

19 85 ) 、 illi動 Jj程式から軌跡を 1 1.~11'，j的に.i!lっていく分子動 )Jヤ法がよく JIJ し、 られる。

分 f車b)J学法の計算n体は占典)J学の範liJiをIHないが、トラジェクトリ Pfl析と組み

合わせることにより瓜災の運動をかなりの程度 F'} J)Ò 出米る。また :I~: r-J'命を)5');包すれ

ば、'，llJ乙のjfVJきを迫うことにより lir.余分 fの反応機摘も 1[[1斐シミュレート U¥*る。

4=JiJf究では卜J己RNascT，の触媒機構に!刻する|問題を分子動力学，;j~'，lを川いて解

析した。似し :uf'~'命的，JJJは行わず、野中J型的ぷの椛i主にアミノ椴 iù: l決 ~'I の fH!IVJを

tJ え、その必~;.j.!が緩和していく綴 Fをゾミュレートするこ とにより変児休の ù:休椛

iiEを]勺;JIIJ し、仰られた梢iiEから lxJi>機梢を指定した。車h~! は Steyaert のモデルを支

持するものであった。
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6.2 /i'rl< 
分子iJ;)))J学およびエネルギ一位小化 J;j-11はソフトウェア sIOGRAF (Molccular 

Simulations村〕をJ1j，、て IRISIndigo Elanワークステーション (SiliconGraphics 

付)Jーで行った。分子)Jl誌は Drcidin呂ーll(Mayoct al.， 1り90)を似川し、判に断らな

い|限り訂t'，fパラメータの他はデフォル卜 11(fを川いた。縦波"Jにおいてシミュレー

ゾョンを行うため誘浴中を 80に問:<Eした。)Je結{f1'J.fI.I/I:fl二Jl1はカットオフいを a没

けず全て)51但したo ;)< ;O}~結合は 0. 5 nmかつ 90。以内の+1111イI'JTIのみ取り込んだが、

法距離においてなめらかに 0に近づくように splincswiching関数をue川した (デ

フォル卜 ) 。分 f-動)J学 J lI-t~ は Hoo vc r のアルゴリズム ( Hoov c r ， 19 85 ) に)，~づく

カノニカルダイナミクス (NVTダイナミクス)を 300Kで行い、 i必肢のリスケーリ

ングにより系の1.'11¥皮、14積を -}Eに似った。iJ;))力学，;!-t';l'"、 3'-GMPから 1.2nm以

内の原 fはnJili))にし、他のJtUはItlJ.tした。数値部分の各ステップのIl!jII¥!帖iとして

I fs (10-15 s)を係JIJし、;)<;0}話ii合のカットオフ近似リストは 50ステップ (50fs) 

旬に更新した。

野生:!lr~j': Æ . 3'-GMP飯合体の主I]!g!椛i主は文献 (Tanokuract al.， 1993)とloi!fJ;の

)j法で行った。 Protein Data sank (srookhaven 1"1立研究所)に登録されている

lRNTファイルの雌燃は、 X 線車占rl;j"f荷造解析により決定された Lys25体!J1y.Lj:.J¥'JM

A;・2'ーGMP依介体のもの(Hcincmanl1 & Sangcr， 1982)であるが、 Glu102が Ala

でうえられているため、まずJ七棟から総媒の水分 fを除去し 2'-GMPを 3'ーGMPに、

しys25 を Gln に 、 Alal0 2 を Glu に 位換 した。 G1u 58 変.J'HÞ: ・ 3'-GMP 伎作体の初!~!

桃hIはさらに G1u58を Aspまたは A1aにii1換することによりf1'1点した。

りくに 3'-GMPのリン隊法プロト ンを除く全極利ノドぷ原 fを十!JJ11し、Gastci呂町 の

刀法(Gastcigcr& Marsi1i， 1980)により各JJ;if に'，G: {.IÎ を ;切り振った。そして J~役勾

配法(col1jugatcgradicl1t method)により 、1次微分ベクト ルの大きさが 8.4kJ/mo1・

11mになるまでエネルギ一極小化を行った。さらに 18p s の分 H)))J学 ~1- t'Xを実行し 、

1J}び全エネルギーも立が fËになるまでエネルギ一級小化，HJ'，\をわって J!，{終椛 .i1i を 1~J:

~. 

'-0 

3次J己構造のA示は sI0GRAFをJ1j，、て IRISll1di邑oE1anワークステーンョン|二

でわ った。

6.3 *h* と ~.t~
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6.3.1 i交災体の、1:休桃iit

RNase T，の触媒機柿を 3次J己桃i;:ょにJ，I;づいて併lりlするため、野!I，.JrJ、Glu5RAsp

12YIo体、 Glu58Ala変災体各々と 3'-GMPとの政合体にl刻して分(1'ゾu)J"[・エネル

ギ一級小化 ;H1~ を行った。|立1 6.1にぶすとおり、 fqられた桃iitにおいて、 Nfk分子

'1'の大部分は、 Glu58のiu換によりほとんど変化しなかった。4sにJHH，'iイ't-f1別立

(Tyr42-G 1 u46， Asn98)にぎ主化が凡られないこと 〔区16.1 の太線ぷぶf'i日分)は、

Glu58Alaや Glu58Aspの Km値が野生理とほとんど同じである 'H実(Nishikawact 

al.， 1986; Shirley et al.， 1989; Steyaert et al.， 1990)とよく合致する。 ー)j3'-GMP 

に対する触媒残J，~のも7iUには抑1';';;:なだが見られる ( 1立16.1の絡球ぷ示郎分および|立1

6.2)。

炉(16.2 に各桃巡における介~!!l.\tfJU，l; (His40， Glu/Asp/Ala58. His92)と 3'-GMPの山一

体|立|を、ぷ 6.1 に触媒伐J止の側鎖原 fから 3'-GMP の p または 02' までの ~I~ 出Il をボ

す。側担~D;( 子は Hi s40 ， His92に関しては、キキ椛i1!:とも N3からの距離が N1からの

即刻tより短かったため N3からの距離を、 581ftに|刻しては Glu，Aspがカルボキシ

ル般本の内近い)y、Alaが csからの距離がぷしである。

6.3.2 H:Llされる);，(1，(.、機構

6.1で述べたように Glu58が防ぷ爪性に必須であるとど一えられていたにもかかわ

らず、Glu58Asp，Glu 58Ala 変具体はイï;;:;; の残存爪性をもっ。この lJHまは、 l~f られ

た 3次J主桃iZIに基づき以下のように説明できる。

(1 )町生}\~においては Glu 58 が 3' ーGMP の 2'-OH の近くに {'1.i丘する。 Glu 58 カルボ

キシルJH俊子括原子と 3'-GMPの 02'との距離(0.29 n m ) は、 G lu 58 がfiH~ ・ )H'1 晶i令

体 '1' でー ftt払\)，~として卜分に作)日 しうる距離である。

(2)G 1 u 58 から As p への ii'(狭により、 As p59 から 3'ー G MP の 02'までの ~Ii 縦がぷ:くな

り ( 0 .29~ 0 .36 nm)、代わりに His40と 02'との距離が'f.Iiく(0.38→ 0.36nm)なっ

た。従って Asp58，His40ともにイ汁d 分ながらも ー般尉J止としてftoJl!しうる位ill'.に

あり 、このため Glu58Asp変災体は伐μ活性をイヲすると考えられる。

(3)Glu58Ala変災体においては、Ala58はプロトン解雌)，1;を有しないためもはや

般n'{)I~ として ft 川しえないが、l-l i s 40 と 02' との距離が野11二 型挑iiE に比しでかなり

知ーくなった (Glu58Alaでは 0，29nm，野生)\~では 0 .38 nm)。このことは Glu58Ala

災児休では Ala58の代わりに His40が一般凡()，I;として働きうることをぷしており、

Glu58Alaの両手ぷ1.f;1'1のイfイEを説明できる。

|ー"己(1)と(3)の解釈は Stcyacrtらが挙げたモデル(Steyacrtct al.， 1990)によく介

殺する (1立16.3)。主主らのモデルによれば、野生!¥!!においては His40イミダソール
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)，~の 11二泊{，:rが G lu 58 カルボキシル)，~の 11'， ι仰を宏応化し、 Glu58 0) 般且υ，~として

のf'f川を促進する。 (隊16.3A)。一)jGlu58Ala変災体では His40イミダゾール)，l

は JU~プロトン化しており、 l-l i s40 が一品9: 1ít~基としてi!'i接人Vf'Ïの 2' ー0 1-1 に{'I' Jll すると

いうものである (1立16.38)。

JJ(2)の Glu58Asp 変災体に|刻しては、モデリングの結栄で~J.る 11l{り、 His40 ，

Asp59 ともに 02'からほぼ:~.; ~日前にある(表 6. 1 ) 0 Glu58Asp 変異体の Asp58 の ~IU

鎖は、野11τ 砲の G lu 58 の側鎖より匁H、。このため UJ~D;i rの{川i'iが始ど没わらなけ

れば、野II:}巴に比べて Asp58カルポキシル).1;は 2'-01-1から辿くに村山し、 般比"

J主としての作JIJは Glu58と比べてボ l分になる。 )jAspへのii{t換により大きく

なった両手ぷ-)，~質問の 1111 隙を時めるように Hi s40 が，bHHlllに拶動し、 Hi s40 と 2'-

01-1との距離が相互f'i'川/J_~米得る程l支にまで近づいたと)5'えられる。 8 ~;?にぷすよ

うに、同機の)j法で Glu58のカルボキシメチル化誘導体(CM-RNascT，)の分 Fモデ

リングも行われている (Tanokuract al.， 1993)。カルボキシメチル化により Glu58

の側鎖は、 Glu58Aspの場合とは逆に 4λ ぷ;くなっている。この場合は長くなった

側鎖は、 2'-0 1-1 の )jlí'J ではなく Arg77 の)J I何へ延び、 A r呂 77 側主11の rE';U:1， :j と相 II~ W

Jll (イオン結令)するようになる (8 ，.~t で，;下，i& )。 このため 11屯仰を '1' 平11 された

CM-Glu58はもはや 先生出Jk として作川しえず、 rì1A~活性が消火すると右えられる。

以卜ーのように G lu 58Ala 変災体も合めて、 58 蒋円 r~ J.!;の ー般比\)J~ としてのmnと ~lll

2ぬの長さとのIillには衝後な関係がある。さらに詳細な知比を仰るためには、仙の l涜

導体についても分 jこモデリングを行うことが必妥である。

ili年 Stcyacrtと Wynsは 2'!l， 3 'li~)，~体の爪A判 iJlll定に J左づき、似16.3 を改艮した

モデルをf(iJ，えした(1993)。制li主点は)H'Iの 3' リンF俊J企の般k!J;ifと His40との占11

1 t:{/1 川のイ~jll[である。新しいモデルでは、 1-l i s40 イミダソールJ，~ の rE'dl11 :jが Glu58

カルボキシルJ，~以外に JJ;'t't 3'ーリン隊法のf-l'd2仰をもま<'JE化し、 2'-01-1のリン!J;({. 

へのぷ核攻準を促進する。しかし本研究の結*からは His40 と 3'-1)ン般必とのキ11

'1:1'ドJllのイJJlltはィ、Ilj]である。このためには、His40変災体のモデリングが必22:ーであ

る。
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表6.1 野生型およひ'変具体RNaseT，の触媒残基と3'ーGMPとの原子間距離 a)

Wilcl-type Glu58Asp 

(日)Distances to P of 3'-GfvlP 

HisLIO N3 0.45 0.39 

E/0/A580r，β(CH)b)061 062 

卜lis92N3 0.63 0.60 

(b) Distances to O2， ot' 3'-GfvlP 

卜lis40N3 0.38 0.36 

E/0/A580r，s(Cs)b) 0.29 0.36 

His92 N3 0.68 0.61 

日)距縦はnm

Glu58Alil 

0.，16 
0.8，1 

0.56 

0.29 

0.56 

0.56 

b) EID/A58は各分子の58番目のア ミノ肢を示す 距離はGluの場合0
7
， Aspの

場合Os' Alaの場合CEからの値を表す
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第 7章 野生型リボヌクレアーゼTjの高次構造解析



7.1 Ji写

本市では盟i-II・11')RNasc T】の 20-NMRスペクトル解析と山体梢ili1;' 1-1~: について述

べる。 1.4でjAべたように野生別 RNasc T，には 2純の is()zymc，Lys25体と Gln25

体がイf{1:し，このうち Lys25体の 20-NMRスペクトルについては大部分のシグナ

ルが:hllhf:，されている(H()ffmann& Riitcrjans， 1988; Schmidt ct aJ.， 1991)0 (Gln25 

体も)，~11アナログとの佐合体について 一部品Jlhr.¥がなされている Shimada& 

Ina呂aki，1990)また両府IMIでk"" Kmはほとんど変わらないが，分子椛迭は Lys25

体の)jが O.9kcal/mol安定である(Shirlcyet aJ.， 1989)。アミノ般in換のが1).*は X線

紡lih附iiE解析からは識別 11J，米ず(Sugioct aJ.， 1988)、Kicfhaberらはエネルギー似

小化，; I' ~平により Lys25 と Glu 28 の出稿形成の:可能性を Lys25 体の安定t'J の~凶と

してノJ~ I唆した(1990)。この仮説を実験的に検，;IEするため本側先では Gln25体の

NMRスペクトルfii'f.析を行い、Lys25体と比較した。 NOEから行1';"とされる 一次杭iiJI

はほとんどZがなく、また椛ift笈化に対しては NOE よりも化学シフトの)j1J'企般

に敏感なため科シグナルの化学シフトの航も比較した。 -)jGln25休の立体例ili1¥1 

>1~ も灼}/;f;した距離1'1'1幸uに基づきりw行っている。

7.2 )j法

7.2.1 NMR 測定

RNasc T， はミ共 (株 ) より nぃ、た。 NMR サンプルの，:J~製は 、 乾燥粉Æ:を り0 'も

0，0/10% H，Oに 2mM、あるいは 99.95%0，0に ImMになるように総併し、少111

の accticacidームで総波を pH4.4に合わせることにより行った。

20-'H NMRスペクトルは全て BrukcrAMX600分光計を川いて 32'CでiJIIIJ.Eした。

OQF-COSY， TOCSY， NOESYは2.2.2と同級 TPPIモードでiJ1I1定した。スペクトル

幅は lil~周波数料!とも 10000H z(9 0% 0，0/10% H，O)または 8333Hz(O，O)に，没注し、

512(t 1 )x2048(t2)データポイントからなる FIO(1'1 iJ l 誘導減左足 ) を仰た。払~，): I日|数

は 64[111で繰り返し待ち時間 1.5sの|品jの presaturation(選択的l照射)により総媒の

シグナルを除去した。 J民合lIej11 \ 1 は、 30 ~80m s(TOCSY)または 1 50m s(NOESY)で測

定した。ウインドウ|対数としてサイン I'j)韓関数をかけて t1 )jli'Jに 2if1ゼロフィルし

た後フーリエ笈侠し、j此終的に 1024(t 1 )x2048(t2)ポイントからなる後ぷデータマ

トリックス(スペク トル〉を得た。 mノ'I<kx*の実験は、'[i水rJ'に各々 o11， 1 LI， 6 

日 12日政i「iーした試料の NOESYスペクトルを測定することにより行った。

7.2.2スペクトルの解析

20-'H NMRスペクトルのンクナルのr.o!ifiは Wiithrichの)j法(1986)に従った

42 



(4.2.3で詳述)。

7.2.3立体構造，jl'}i:

別!削t1'i'i械の1111Hl と il 体制4造 ~n- >1.:についても 4 ，'?と同級の)J'rl，で行った。イ11，し分子

:，;: 1 )j以上の本Mぷーではゾグナルのl(II)111とともに、 20-NMRスペクトル|紋数の

じrosspeakが1，;1 -の化学シフトをイIするようになり、 4Sに全 NOEシグナルを 20

NOESY のみを)IJいて\亡く的に出Ji凶することはイ'~!可能であった。これら化"Jシフト

のif¥彼の中には、シグ'ナル数の!N加lによりたまたま屯なったため、何らかの)J法で

立体梢ifi:がわかれば (紡 1日， ' 1' の柿iiE なと )ー芯的に 11!l I;J!，しうる .ij，j {T と 、 {~r1 えば|司 一

残)，~と隣接伐).1;の化学:ンフトが 主主し、 2つの NOEが'T[なったため NOE強jえを 2

つの ~Ii 縦対に '，1M り振ることがイミ IIJ能な場令とがある。 lìíi.(iについては、ホM;J!，のW:;i:

した NOEを順次距離1u報に)111えて多段|併の OislanccGcomctry計算を繰り返す)J

法(Hatanakact al.， 1994)をJlH、た。後-fi'については、モデル椛造から緩和1Jタl川、に

より NOE 強jメをI'\I- ~~: し、 うiミ iJlIHlli と介うまで計算を繰り返す )j法を係った。 緩和行

列解析では 2 スピンj[似ではなく多スピン近似を行うため、スピン拡散匂の;必響を

.J5-J.f~{(せずに NOE をより定iJ: 的 に d判IlIi でき、その結果より精密な以体構造をふkめ 1~}

るという利点もある。以上の )j訟を組み合わせた全体としての柿ili ，d- 1，1の千 II~i を|立|

7.1に示す。

NOESYのピーク強J立は Fclixのピークピッキングルーチンを)11し、て読み取った。

Oistancc Gcomctry ，n-trには EMBOSSを{史Jllした。また核|日!日I!雌と NOE強!立の，;j

>1には CORMA及び MAROIGRAS(UCSF)をJlH、た。

7.3結果と身世話

7.3.1シグナルの帰属

シグナルのh}凶は 4市と問機にして行った。特に4'=1I手ぷでは Lys2514>:の 20-'H

NMRスペク トルの出!l1;J!，が既になされていたため(Hoffman& Rlitcrjans， 1988)、

Lys25 体の 1lr'i を参照して太郎分の帰属を行い、 従米とは'ß.ーなる例 j灯、イミ IY1 な r~iifrに

ついて詳細な解析を行った。 i込終結果をぷ 7.1 に示し、以 Fで1l体的な相l:i主.'.'iや知i

I;f; の l燃に j[ 11凶になった /，i~ について.i&べる ( なおぶ 7. 1 ，'，ド似を付 した他は しys25休

の似と O.lppm以 J'.)¥1なるものを返す)。

Cys2はぷr，rf属であったが、 Gln25体の Glu58カルボキシメチル化誘導体(CM-

RNasc T，)の帰M(Miyanoct al.， unpublished rcsults)との比較およびスピン系の解

析より新たに州民した。 Tyr4とScrl2のSプロトンも本州fMであったが隣接伐法と
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の NOEやEノド'1'のスペクトルにより新たにr，，});f;できた。 Scr8とScr14のα，sプロ

トンの化学シフトは )1・.~;~に近く、かつ Lys25 体と 11{tが見なったため、隣J査銭)，~を合

むtlimr.，})，五により Glfi.とした。 Val16α プロトンと Scrl7アミドプロトン1/¥)には NOE

が観測されなかったが、他の隣綾伐)，~ NOEより決定した。 Gln20 rプロトンの仙

は大きく災なり、 G ln 20 と Tyr24 の α プロトンがほぼ if( なるため、、~1ザ') Tyr24β プ

ロトンと Gln20 rプロトンを泌 1，，)していたが、 CM-RNascT，との比較および

DQFーCOSY スペクトルのM析により、，，:_しいMI;f;をうえることが !U 米た。 Ty r2~

および Tyr56側鎖のjy香族プロトンをスピン系の同定により新たに州民した。

Gln25は吋然のことながら、 αプロトン， ~IIJ鎖のプロトンともに しys25 と大きく見

なっており、対応する位 ii~( の近くに cross peakは比 IHされなかった。このため

Gln25(α，1)のピークを Glu46(α ，1)のピークと泌同していたが、 CM-RNascT，と

の比較等により，fしく帰属を行った。なお Lys25と比べて Gln25の2つの βプロト

ンは紡屯が解け、かつ 7プロトンと化学シフトの大小が人れ杯わっているが、これ

は DQF-COSYスペクトルによりuli・dした。 Asp29と Gly30が述iJU，，});f;でつながら

なかったが、 Gly30と Gly74の(α，NH)のピークを人れ併えることにより..f)riなく

説明できた。なお Asp29と Glu31のαプロトンは溶媒シクナルに_.nなり、判別不

IIJ能のため屯水'1'のスペクトルを参照してH(I:，，2した。 Thr32と His40のαプロトン、

アミドプロトンはともに ITIなり、 Thr32(α ，β)および(α ，1)のピークはともにliJ!iJliJ

されなかったが、 fJU，~内 NOE および(β ，1)のピークによりい!注した。 Sc r35 ，

Asn36. Asn44はJリ，，}};.(;であったが (Asn36とAsn41のアミドプロトンは後にM);f;

された;Schmidtet al.， 1991)、隣依残ぷとの NOEおよび CM-RN<lscT，との比較

により新たに出I}属した。 Tyr38α プロトンも裕媒シグナルにEなって、特に Tyr38

βプロ トンとのピークが判);1)不可能であるが、if1Jk'pでの Tyr38アミドプロトンと

のピークや隣桜残~.t;との NOE により帰属できた。 I' r039δ プロトンの他が大きく

.YJ1なるため、 ¥1]-1リ'JThr91β プロトンと混I"Jしていたが、スピン系の["J:どにより正し

く帰同することが111米た。 Lys25体において、Lys41側釘iの7プロトン以降は木r，u
)if:，であったが、 CM-RNascT，との比較により新たにM};.(;することがIH米た。 Tyr42

βプロトンも、 Asn83β プロトンと i11¥I")していたが、スピ/系のI"J定により，1'しく

M/;f;，した。 Glu46と Lcu62のβプロトンは紛if[が解けてゾiのシグナルを比政とし

ていたが、CM-RN<lscT，との比較により凡出し科た。 Pro55とGlu102のαプロト

ンは屯なるため側鎖の帰属が凶mであったが、 隣J安残lr~ との NOE や Pro 残)，~の特

徴を利川して1)(別した。 Tyr57とAsp660)αプロトンは溶媒シグナルに'Ilなって観

測できなかったが、市ノド'1'のスペクトルより宇1));1)した。こうして科られたMI;f;，を全

{本として ~.!.il'[ し、 J命 E目的にぷ l行がないことを lìú; ，，2 した。|立1 7.2に DQF-COSYの
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tingcrprint fu'j城とAiu:hlil.r;，の結果をぶす。

Lys25休の:hufoJiと比べて、 C)'s2，T)'r4β， Asn9α ， Scrl2β， Tyr24ring， Scr35， 

Asn36α β， L)'s41 rδ E. Asn44α β， Pro55δ ， T)'r57β rll1呂，Glu5Rβr， Pro73 

α， Ar呂77β の科プロトンングナルを新たにr，al;.riした Cd!に Scr63βは十，11Mできな

かった)0 -); CM-RNasc T，(Gln25体の誘導体)と比べると Scrl7β の:haMがH~ 

米た分、 Pr073s rδ と Arg77 r i5の:踊iMが出米なかった (スペクトル l対比、する

位iE近くにングナルがμ在しなかった)。また Gly70から Scr72までは依然として

木帰属であるが、この箇所は給品構造中ループを形成しており、必米シグナルがμ

イLしないとJまえられる。

7.3.2 次椛iiE

ili 釘1 r.111，昆の結-*に)，~づき近位， rl'1ir.の NOEを )111iI'rした 。 12'17.3 に NOE

ωnncctlvltyと、それから挑iJlllされる二次榊iiEをぶした。1¥1)<;}~交換尖!験に)，lづく

非交換1'[アミドプロトンも1"II1.fにιしたが、Jlo交換性アミドプロトンの似iLiは以ド

の);i法で抑 iJ!llした αヘリックス、 βシートの的 liJrに一致した。 αヘリックスは

d，，(i，i+I)， d aβ(i，i+3)， d a ，(i，i+3)および久市(i，i+2)の ωnncιtrvlt)'で付徴づけられ、

Scrl3-Asp29の↑苦iJiJrがこれに相、月する。なお da N (i ， i+4)が Scr 12 ~G lu28 の似域

で断続的に在l!illllされるのに対し、 da ，(i，i+2)はヘリックス倣域の 一郎でしか1!J1iJlllさ

れなし、。これにより RNascT，のヘリックスが 3'0ーヘリックスではなく、i!1i'ii¥のα

ヘリックスであることがわかり、結仏桃iiEの場合と合致した。 一)jdaN(i，i+1)の強

い NOEはβス卜ランドに特徴的である。またこのm域では da N(i，i+l)が dαN(i，i) 

より強し、。こうして|立17.3の 7つの3ストランドを同定した。これらス卜ランド11¥1

の NOEおよびili水ぷ交換の実験により 2つの以、1;:行 βンー卜柿iEを決定した C1立1

74)。このうち N Y;;J~[llの 2 つのストランドが l つの β シートを、残る 5 つのス卜

ランドがもう l つの β シートを形成している。 1!}- られた ー 次 ，N~ .iíi分イIJ は β シートの

位iEも合めて し)'525体(Hoffman& Rutcrjan5， 1988)と1，，1-であった。1Ilしt川1
1
1'11の

桃itiにおいては、 N 端~[Ijの 2 つの 3 ストランドは互いに離れており、 β ンートを形

成していない。

凶 7.5Aにαプロトンの化学ンフ卜の仙をランダムコイル他からのずれでぶした。

λ体 αヘリックスの似域ではr!，'5磁場ゾフト、 βストランドの傾城では低{磁場ゾフ卜

しており、ぼ[ま Hilされた結-*となった(Wishartct al.， 1991)。

RNasc T，には Proが 4伐」よイ了イ1:する。このうち Pr073は Scr72が"KMMのため

X-ProのナraMは不 IIJ能であ ったが、 Pr039，Pro55 は Ilij残h~ との I I\J に d a a(i，i+I)， d 

aα (i， i + 1)の NOEが観測され、 Pro60は da d(i，i+l)の NOEが観測された。この払
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-* X-Proのコンフォメーションが、 liii-t..では ClS、後11では trallsl'ieii'i:をとってい

ることがわかった。この自己jji(は結!I{，flliiliと1，，] .であった。

7.3.3 Lys25体との比'1皮

L.id!のように二次桃iiE分布において Lys25休と Gln25休に);::;/Qは比られなかった。

ー般に化学シフトは NOEなどに比べ局所的な桃造変化に対して敏感であり、 Lys25

から Gln25のii1換の彩容を調べるのに過している。帰属した全プロトンに対して、

Lys25体の化学シフトとの比較を行い、 O.lppm以上差只のあるものについてはぷ

7.1 に卜線を付してぶした。また1:鎖 αプロトンとアミドプロトンにIYJしては、

Lys25 休とのぷを残)，~干寄り似に、lÞ.べて表ボし、 一次桃ilil -J~~;守を受けやすい :'nl1立を

示した (似17.58)。

このうち化学ゾフトの変化が量ri.j'j:なのは、 Lys/Gln25~ Gl y3 0 の α ヘリックスの

C )):1，)似城、 Asn43~5c r 5 1 の )Hl結合領域、 (Thr5 ， 5cr12， 5cr13)の Ny:lri側Sゾート

領域 (凶 7.4)の 3領域であった。その他 Cysl03にもj必修が別れているが、これは

ジスルフィド結合により Cys103が N端側 (Cys6)とつながっているためであると

~えられる。

α ヘリックス C 端領域の1[1で、直接)~与すを受ける Lys/G1 n25近傍は別とすると、

Asp29 の化'J~ シフトの変化が大きい。 7 .1 で述べたように Lys25 体は Gln25 休に比

べて_{'il'分子が安定であるが、Kicfhabcrらはエネルギ一級小化lilttにより Lys25

と Glu28の出総形成が:t!t人lであると結論づけた(1990)0 Lys25 の近伐には敵性伐)，~

として Glu28，Asp29， Glu31 がイHIするが、化学ゾフトの比絞で~J.る限り Glu28 は

あまり変化がなく、 Asp29が }::jM閉鎖ともに Lys25→ Glnのiift侠の彬響をj泣も受け

ている。従って化学ンフ卜の比絞から判断する|製り、 Lys25の梨4111の制ITは Asp2り

であると与えられる。 Ki cfh abc r らが架柿の羽IT として G lu 28 を~.えた似拠はりl ら

かにされておらず、また何られた椛造においても Lys25-Glu28の距離のみが1;-&

され(2.7λ )、Lys25-Asp29，Lys25-G lu 3 1 の ~Ii隣については触れられていない。こ

のため 1，;]織の/I法で分 f 動)J学 ・ エネルギ一級小化訂 t~~を行ったところ、 Lys25 {jllj 

l.wは Glu28よりむしろ Asp2りおよび Glu31の近くに位位する構造が符られた。ま

たじのnformationscarch法により Lys25が Glu28近くに牧町するコンフォメーショ

ンも何られたが、このときのポテンシャルエネルギーは localminimumにあり、エ

ネルギ-Jb<小11llをとるのは Lys25が Glu31近傍に位iaする机itIであった(5uzukic! 

al.， unpublised r es ul! s )。従って 、 Kicfhabcr らがエネルギー似小化 In-~~:により刊た

しys25-Glu28栄柿の納ifiは localminimumの椛iiEであり、 Lys25の先日申告のtIITは

Asp29または Glu31である と与えられる。
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}j)H'l結令部位や N iI:品 β シート似域も化学 γ フトに ;j~料を受けるが、これら

の似域は柔軟刊に白むとされており (Hcincmnn& San呂町，19H2)、挑iti的重工化はあ

まりないとJ5えられる。また His40，Glu58， Arg77， Hi s92 の剣~!!!HJUk のイヒ''[:ゾフト

も Lys25→ Gln による J;~料がない。これらは、 Lys25 体と Gln25 休とで MA~桁1' 1 が

ほとんとl<iJ-である(Shilcyct al.， 1989; Kicfha!Jcr ct川， Iり90)ことと合致する。

7.3.4距離1-，';報の1111:1¥と以.f..Hl'ii主計算

RNasc T，の山一体椛iiEを決定するため、.it}j'i:y，I});J;によりrr1C，としたイヒ?シフトのflliか

らNOEピークを:htilifiしたところ、 ーな的に決Ji:rH米たのはイ刊本の約 8%(全体り日()

1Ii~のうち 80 例 〕 であった。このため ill jJ'i r， I} !;f:，で JIJ いた伐)，~ I川及び隣接残)，~II¥Jの

OEは日fに併'CJ'oしたものとして、距離制限に加え DistanccGcomctry ，司~~~をねった

(;;1 292 11崎の NOE)。収-*性がよく violationが少ない桃ilil日jでは foldin呂の

topologyが 一致した。この椛足与をもとに内び NOEを対応し、 ーぷ的に決定したも

のについては新たに距離↑内線に加えて DistanccGcomctry In~"，\を繰り返した(，;1

330例の NOE，2巡r1 ) 。以降 l立17.1 にぶした手目~[に基づき桃 ili ，;j-~'，i を繰り返してお

り、 4段目。rllに入っている。別イl得られている桃iitをJ'jJ'iのみ1:;.:17.6に小した υ| 

418 ilI~の NOE ) 。区1 6.1 のキ，1;品椛ifiと比較すると 二次桃iiEセグメン卜の配i;i!_や

foldingの topologyはほぼIH米上がっているが、制部特に)HU'r令;m位 (1立17.5 1 

郎)の柿iZが:H;)jミ上がっておらず、分 f全体がより 11.、がっている。



表7.1 Gln25体野生型附~ase T，の化学シフト

下線は本文参照

Chcmical shifts 

Rcsidue NH αCH sCH Othcrs 

Alal 4.03 1.43 

Cys2 8.56 4.50 2.77， 2.99 

Asp3 8.46 4.28 2.45， 2.76 

Tyr4 8.37 4.73 2.66， 2.72 C2，6H 6.78; C3，5H 6.62 

Thr5 込盟 5.01 4.02 yCH31.01 

Cys6 8目95 5.13 3.00， 3.08 

Gly7 9.42 3.62， 4.01 

Scr8 8.95 4.40 3.80， 3.87 

Asn9 8.04 4.02 1.99， 2.80 

Cys10 8.31 4.88 2.88， 3.12 

Tyr11 9.22 5.27 2.68， 3.14 C2，6H 6.85; C3，5H 6.36 

Scr12 込辿 5.28 4.12， 4.51 

Scr13 辺よ丑 4.25 3.94， 3.98 

Ser14 8.28 4.40 3.91 

Asp15 8.20 4.40 3.02， 3.43 

Ya1l6 7.93 3.42 2.14 yCH3 0.66， 0.70 

Scr17 8.59 4.12 3.96 

Thr18 8.43 3.93 .. 1.24 yCH31.22 

Ala19 7.62 4.32 1.64 

Gln20 9.05 3.35 1.91 yCH21.69，2.06 

Ala21 8.01 3.84 1.40 



表7.1 (続き)

Ala22 7.11 3.99 1.5-1 

Gly23 7.28 1.90， 2.00 

Tyr24 8.58 3.37 1.93， 2.25 C2，6H 6.78; C3，5H 6.75 

Gln25 エ主主 3.67 L旦， 2.0長 yCH2b主よ

Lcu26 ι2是 3.90 1.42 yCH 1.56; IiCH) 0.80， 0.82 

His27 7.79 4.34 2.69， 3.25 C2H 8.21; C4H 6.60 

Glu28 8.49 3.49 1.80 yCH21.9-1 

Asp29 エ亘よ 4.67 2.74， 2.88 

Gly30 7.65 3.78， 3.84 

Glu31 7.99 4.72 1.78， bl2 yCH，2.08 

Thr32 8.09 5.32 3.93 yCH) 1.09 

Val33 9.75 4.79 2.03 yCH) 0.98， 1.06 

Gly34 8.67 4.18， 4.89 

Scr35 9.17 4.26 

Asn36 8.57 4.84 2.55， 2.75 

Scr37 7.75 3.64 3.8ι3.97 

Tyr38 8.79 4.77 2.90， 3.40 C2，6H 7.04; C3，5H 6.75 

Pro39 5.63 2.67 yCH2 2.18; IiCH2生4三

His40 8.08 5.32 3.44， 3.80 C2H 8.14; C4H 7.46 

Lys41 9.26 4.21 1.78 yCH2 1.15， 1.37; IiCH2 1.76; ECH2 

2.96 

Tyr42 8.76 4.97 2.37， 2.7よ C2，6H 6.92; C3，5H 6.75 

Asn43 8.50 4.23 1.82， 1.99 

Asn44 ι2是 4.31 1.97， 3.30 

Tyr45 8.50 4.23 2.83， 2.96 C2，6H 7.09; C3，5H 6.80 

Glu46 &昼三 3.65 0.88， .LQ_昼 yCH2 2.8昼



表7.1 (続き)

Gly47 7.30 3.46， 3.58 

Phe48 込辺 4.28 1.51， bll C2，6H 7.10; C3，5H 7.24; C4H 6.90 

Asp49 8.75 4.67 2.70， 2.90 

Phc50 7.78 5.07 2.96， 3.03 C2，6H 6.66; C3，5H 6.55; C4H 6.50 

Scr51 9.29 4.50 3.95， 4.04 

Val52 6.94 4.71 2.14 yCH3 0.64， 0.82 

Scr53 8.97 4.39 3.88， 3.98 

Ser54 8.00 2.91 3.26， 3.60 

Pro55 4.12 1.81， 2.20 yCH2よ.89，2.00; IiCH2 3.55 

Tyr56 8.09 5.06 2.81， 3.15 C2，6H 6.80; C3，5H6.70 

Tyr57 8.83 4.66 2.71 aromatic 6.41 

Glu58 8.83 5.09 1.62， 1.80 yCH22.17 

Trp59 8.47 5.28 3.11， 3.34 N1H 9.13; C2H 6.57; C4H 7.45 

C5H 7.15; C6H 7.22; C7H 7.63 

Pro60 4.19 0.39， 1.91 yCH2 -0.46， -0.90; IiCH2 1.18， 2.48 

Ile61 7.15 4.24 1.12 yCH2 0.47， 1.19; yCH3 0.20; IiCH3 

0.01 

Leu62 8.21 4.82 1.55， 2.18 yCH 1.43; IiCH3 0.75，0.85 

Scr63 8.99 4.29 

S巴r64 7.69 4.29 3.90， 4.03 

Gly65 7.96 3.97， 4.38 

Asp66 7.58 4.60 2.37， 2.63 

Val67 8.59 3.93 1.97 yCH3 1.00， 1.16 

Tyr68 9.26 3.93 2.23 

Scr69 8.19 4.40 3.61， 3.96 

Gly70 



表7.1 (続き)

GJy71 

$cr72 

Pro73 4.07 

GJy74 7.75 3.83， 3.95 

AJa75 8.68 4.51 1.48 

Asp76 8.77 5.48 2.56， 2.99 

Arg77 9.52 4.88 1.15 

VaJ78 9.01 4.40 1.87 yCHJ 0.41i， 0.99 

VaJ79 8.22 5.12 1.15 yCHJ -0.05， 0.28 

Phc80 8.20 5.69 2.55， 3.11 C2，6H 7.37; C3，5H 6.75; C4H 6.48 

Asn81 8.53 6.09 2.60， 4.23 

GJu82 7.74 4.18 2.15， 2.24 yCH2 2.50， 2.55 

Asn83 7.37 4.95 2.48， 3.05 

Asn84 8.21 3.73 0.18， 2.61 

GJn85 7.94 4.38 1.84， 2.22 yCH22.06 

Lcu86 8.45 3.98 1.61 yCH 1.00; OCHJ 0.62，0.73 

AJa87 9.08 4.20 -0.05 

GJy88 7.07 3.70， 3.72 

VaJ89 8.03 4.55 1.40 yCH3 -0.02， 0.64 

lIc90 8.76 5.00 1.59 yCH2 0.18， 0.40; yCHJ 0.20; OCH3-

0.87 

Thr91 9.42 5.80 4.08 yCH31.20 

His92 9.28 4.91 2.98， 3.41 C2H 7.50; C-lH 7.00 

Thr93 9.35 3.8三 4.02 yCHJ 1.17 

GJy94 8.82 3.63， 4.17 

AJa95 7.90 4.51 1.30 



表7.1 (続き)

Ser96 8.40 4.56 3.82 

Gly97 8.60 3.74 

Asn98 8.69 4.61 2.56， 2.86 

Asn99 7.96 4.92 3.12 

Phc100 8.87 5.18 2.75， 3.00 C2，6H 7.12; C3，5H 6.92; C4H 7.17 

Val101 9.38 4.85 2.32 yCH3 0.82， 1.00 

Glu102 8.70 4.13 1.66， 2.00 yCH21ユ生

Cys103 8.70 4:84 2.75， 3.29 

Thr104 8.46 4.40 4.44 yCH31.20 
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図7.1 立体構造の計算手順
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第 8章 カルボキシメチル化リボヌクレアーゼ T，の

熱安定性の解析



!l.1 n; 
_，j，;苧では RNascT，とその Glu58ーカルボキンメチル化誘導体の然変性i歯科の解析

について.id!べる。 RNascT，をヨード酢酸で処.f!Hすると Glu58の側鎖が特災的にカ

ルポキシメチル化され(Takahashict al.， 1967)、M'kは;JH1車内-0-rrEを保ったまま火

抗する (Takahashi，1972)0 Glu58 0)カルボキシメチル化により側鎖は 4入長くなる

だけで(-COO-→ーCOOCH2COO-)、定術分布も合めて一次椛iiE上他の変化はない。

火活の機構として CM -Glu 58 と Arg77 の ~W 抱'il I\J の出総形成が IJC NMRの pH梢主1::

により示唆され(lnagakict川 ，1981)、分子モデリングの結果はこの仮説をjHJけ

fこ(Tanokuract al， 1993)。

RNasc T， 0)変性夫験については 1.4で述べたようにこれまでに COや蛍光，osc :~i 
のjj;去を川jいて多くの研究がなされ、熱またはぎl:1'U¥IJの添加lにより "1j主的に~t'1 す

ること、変性泊料は二状態i珪砂モデルで熱jJ学的にEid述できることが知lられている

(Oohatakc ct川 ，1979; Pacc ct al.， 1988; Kicfhabcr ct al.， 1990)。またとJ己カノレボ

キゾルメチル化お導体についても、カルボキシメチル化により変判 nl~ll 1交が若干 1({1大

することが 278nmのl吸光j立変化によって報?;.されている (Thakahashi& Moorc; 

1982)。これらの実験にJIIし、られたjj法はいずれも分 f全体のクローハルなj'，';械を

1!a{Jlしている。

-jj吋研究本では、 Gln25体野生型 RNascT， (7 ，'nと同級そのカルボキシメチ

ル化誘導体についても NMRによる解析を進めており (Miyanoct al.， unpubliscd 

rcsulsts)、ングナルのホI}/;.(;は既に光 fしている。これら綱々のシグナルをjs_うこと

により分 fの日所的な椛ili1'I'ituが符られる。 本研究では Asn81αプロトンと IIc90

δメチルプロト ンという分子内の雌れた 2.c.':i，のシグナルをモニターすることにより、

RNasc T，およびそのカルボキシメチル化誘導体の然変性過程を原 J土レベルで追跡し

た。また何られた結果をもとに分 J三モデリングを行い、カルボキシメチル化にnう

安定性IW大の分子論的機摘について.Jj察した。

8.2 jji);; 

!l.2.1 NMR iJllJi.i: 

RNasc T，は 7.2.1と同級にして入手した。 CM-RNascT，は文献(T代kahashict川，

lり67)に従って作成されたものを川いた。 NMRサンプルは各 RNascT，乾燥:t}木を

99.95% 020に 1-2mMになるように調製した。
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10-'H NMRスペクトルは 8rukcrAMX600分光バ|により利 々の泌皮でiJlIJたした。

スペクトル耐ri は 10kHz に s没)Ëし、 32K データポイントから jぷる FID を 1~ft.ニ。 n ち

11与II¥J 1.0sをiri:L、て 641"は11{灯ーした。 3Hzの lincbroadningをかけた後 absolutc

valucモードでフーリエ笈換した。化学ンフトは OSSのシグナルを)1;/f，l，とした。な

おデータ処聞とスペク卜ルぷぷは IRISElanおよび Indigo'ワークステーンョン t

にて Fclixを川J(，、ても行った。

R.2.2データ解析

熱変性rJu総は、Asn81αプロトンと IIc90δ メチルプロトンのシグナルのピーク

Ifti f1iを iJIIJJtil;¥肢に対してプロッ卜して作成した。これらのシグナルの:MJ/;は 20

NMR スペクトルの解析結胤より l~f た (7 j'~i および Mi yano ct al.， unpubliscd 

rcsults ) 。変判 II，~の エンタルピ一変化ム H は、 ド記の van'tHoffの関係式に)，1;づき 、

絶対出j文 Tにおける変性の、l'衡定数の 11然対数を I/T に対してプロ ッ卜することに

より ~lllJr し fこ。

In K=ーム H/RT+ム S/R

1[1し Rは気体定数でム Sは当日I:.II!jのエントロピ一変化である。 Kのイl立は natlvc分子

純と災性分子純の比として、熱変性山線から求めた。変性中}.'J，tMtJ.交とエンタルピ-

~化の松:准偏iX (ぷ差〕は、最~)f;最小 1'1 采法により l二式から l丘陵凡積もった。

日2.3，'[体構造ぷホ

川 tactおよび CM-RNascT，の 3次元梢iitのf，'li9!i!!は 6.2と同般の)j法でわ った。 111

しCM-RNascT，については、 P08ファイルより初期椛造を作る際さらに Glu58を

CM -G lu 58 に iti換した。全ての In-~1 は 7 市の実験データに依作せずに独立に行ったo

11!- ~1および 3 次 Jじ柿iiE のぷノJ、は 810GRAF を月H 、て 1 RIS Elanおよび lndi邑0
2ワー

クステーション 1-，で行った。

8.3 *'IIU}! 

8.3.1 NMRスペク卜ルの特徴

|立1R.2に Int叫 tRNasc T，の natlvc状態と変性状態および CMーRNascT，の natlvc

状態における NMRスペクトルを示す。 CM-RNascT，の変1'1状態のスペクトルは
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intact RNasc T， の変判状態のスペクトルと頒似していた ( データィ、，lt~ ，hO 0 nativc 

状態のスペクトル (1立18.2A，8) rl'、IIc90δ メチルプロトンのシグナル (-O.Hppm 

付近の欠r:J1)とA叩 81αプロトンのングナル (-0.8ppm付近の矢内J)は他のシグナ

ルから分離してIrJ.!iJIIJされ、また化字シフトの11((もランダムコイル状態の11!((11cδ 

メチルは O.89ppm、Asnαは 4.75ppm;Wuthrich， 1986)からかなりシフ卜してい

た。このためこれらのシグナルは nativc状態のプロープとなりうる。|立13に柿々の

?IU瓜:におけるこれらのシグナル十J.ilIのスペクトル拡大陸|を示す。 intactRNasc T，に

おいて、 Asn81 αプロトンのピーク強肢は、品iU支の lごうJ4とともに IIe90δ メチルプ

ロトンと IrHJiな滅ぶのfJ:)jをしていた (1立1H 3A) 0 1立18.3Aの他のシグナルについ

ても同様であり、このことは inatctRNase T，の熱変性が非常に協l'iJ的であること

をぶしている。 CM-RNaseT，に|刻しても IriJ械であった (図 8.38)。

8.3.2 公判 illik~~ と熱)]学的解析

t21'1ノ7>ffi山をよりみi:-tJ:r:自に解析するためこれら純類のシクナルのピーク Ifiitiを測定

ilLl~ 1立に対してプロットした (1立18.4)。ピーク l面積は各シグナルの市抗日における、ド

均111'(に対して脱俗化することにより、 n山 vc状態にある分子のモル分唱をぷすよう

にした。|刈からわかるとおり、 Inatctおよび CM-RNaseT，各々について、 IIc90δ

メチルプロトンと Asn81αプロトンの変1'1:1111線は主なって互いに区別がつかなかっ

た (1立18.4の・と企およびOと/へ)。 変判 '11，t.'，~の制度は inta c t RNasc T1において

52.3:!: 0.3 'Cであり 、こ のイIUは他の実験/j法によって科られた倣 (約百"c)とほぼ

一激した(Oobatakeet al.， 1979; Hu ct al.， 1992; Yu et al.， 1994)。これに対して

CM-RNasc T ， のぎ~1'I:rl'!!，i，は 6 0. 8 土 O. 3 'Cであり、 intact RNase T， より */~ 9'C刈かっ

た。

van't Hol'iプロット (1耳18.4liTi人)から求めたエンタルピ一変化は、intactRNasc 

T，で 530:t40 kJ/mol、CM-RNascT，で 780:t50 kJ/molであり、 IJij者については以

IJii 他の )j法により求められた似 (pH5 において 490~ 520kJ/mol) と 放した

(Oobatakc ct al.， 1979; Kicfhaber ct al.， 1990; Hu ct al.， 1992; Yu ct al.， 1994)。

カルボキシメチル化によりム Hが附大することは、変性がより協同的になることを

ノ'j'している。

8.4 }5筏

8.4.1 ;変1'1過程の特徴

み:juf先では intactRNasc T，と CM-RNascT，の然変性過程を持組lに解析するため
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AsnXI αプロトンと IIc90aメチルプロトンのンクナル強肢を使川した。AsnX1 α 

プロトンはl:iJ'iの!J;tf核であり、 IIe90 δメチルプロトンは側鎖木端にイfれする 。

さらに Asn81と lIe90は 二次構進 1'.災なる SストランドにMし(Heincmann & 

Sacngcr; 1982)、Asn81αプロトンは IIc90δメチルプロトンから 3次ld品iliJ-:離

れた似 [ltにイfイlーしている (1立18 IA)。従ってこれら Zつのシクナルは分 f内の災

なった古川立のぞr;ITljJを解析するのに適切なプロープである。これらのシグナルの熱変

竹1111線が合致することから (1立18.4)、mtactおよび CM-RNascT，ともに、分 [-1い内人付! 

0の1)tゴ3飢J'i川i

;¥IMRにより f引仰!出』られた 1川n川ta叫ctRNサaseT，の話笈E性抗制h日1反は従米のカ口リメ卜リ 一や奇後2光、

CD iJ訓訓測;JI川川11山Ij与広iじ:により f引仰!出}られた4付似t山I.(Ooh川a川1凶akμcc凶ta川1.，1979; Kicfhabcr ct 川 ， 1990; Hu ct al.， 

lりり2;Yu ct al.， 1994)より.<'i1二低かった。 NMR分)'t法は!，，]19r的な椛iiE変化を原子

レベルでW，IliJiIJしうるのに対し、他のJi'rkは分子全体のグロ パルな性質を&:1決する。

従って NMRでは他のブJ法より敏感に低l"Il¥での構造変化を検出し得たと与えられる。

日4.2分子構造との比較

G lu 58 のカルボキシメチル化による変1'tili~皮の出~i.{; な明大は分子のゑ:JJ.:化をぷ l床

している。 l'iJ.f，))の且Hまは liH~依波の 278nm における l政光度の変化に よっても観測

されている (Takahashi& Moorc; 1982)0 -)J CM-Glu58のカルボキシルJ止を 13C

で撚識し、化"f'シフトの pH依存似を解析する ことにより 、CM-Glu58と Arg77の

側担ili'dで出総が形成されることが示唆された(Inagakiet al.， 1981)0 CMーRNascT， 

の分 r-椛造のモデリングはこの仮説を~付けた ( 1)(18. 18 ) 0 CM-RNasc T，におい

て、 CM-Glu58カルポキゾノレ)，(;のf'l'，l!..(，;iは Arg77グアニジニウム1.1;の IE'，l!..(，;iと凡{続

を形成できる村山 (2λ の日l'雌)にイ子イ1:する。 |立18.18のように RNaseT，は;.:イi2 

つのドメインに大きく分けられ、Glu58と Arg77は災なったドメインに1，'/:;目する。

そして 2つのドメインIlfJをペプチド iご鎖が 411'il'tIllIしている。 CM-RNaseT，では、

CM-Glu58とArι771出の出総形成により 、 ドメイン川にもう l本給令が加わること

になり、これが分 fの五，'itl'l明大のl::t!閃であると与えられる。 RNaseT，の椛iftが

抑により大きく安定化されるという 'H:.k:(Oobatakcct al.， 1979; Pace & Grimsley， 

1988; Shirlcy ct al.， 1989; Kicfhabcr ct al.， 1990; I-Iu ct al.， 1り92)はこの解釈を災

十lけている。

カルポキシメチル化に{、ドう );a所的なmili変化もy:定化に寄りしていると与えられ

る。凡1統形成の車内-*β ス トラン卜‘が行ーいに近づくように戸シートの構造が笈化して

いる。ストランド111Jの NOEやE水ぷ交換のった!験から CM-RNascT，の 3シートの'1'

心加が行「墜|山|になっていることが見/_IJ，された(Miyanoct al.， unpubliscd rcsults)。
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さらに CM-Glu58メチレン基のまわりに疎水利コアが形成されていることがわかっ

ている。災際[2-"C[CM-Glu58-RNascT，の "C-editcdNOESYスペクトルより、

His40， Tyr42， Phc 1 00が CM-Glu58メチレンぷにより近づくことが4、された

(Miyano ct al.， unpuhliscd rcs ult s )。これら NMR に )l~づく解釈は、 G lu 58A l a 変災

体が盟f!Jミ)¥'1よりも 3.4kJfmol不公定であるという事実(Shirlcyct al.， 1989)と.1'1i'iし

ない。 Glu58から Ala58への ijl r~ 換により、ぷl(rit'l減少に{、['う昨年ノ.1<1'[中U~L f'I' JIJ の減少

が、 II(fi'，l1的制111:1'I;}llとともに分子全体の不安定化に匂うしていると与えられるから

である。
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第 9章 今後の展望



9.1今後の反咋!

JjLイ1:プロテアーゼ A の災純核多次)[;NMRの帰属を行っている。出IH必を終え次第

、'il，j，;川.l!l，i!.t?:に人る I'7じである。 、可研究宅では本Nf.Aの X線*h，'u'，桃iiE解析も1虫、〉ーに

1ftめており (Sasakict <11， unpublishcd rcsults)、何られた椛jttを*/i1
1
1"1 Ijlの的iikと比蚊

することは興味深し、。また純々の pHにおけるプロテアーセ A の 2D-'H NMRスペ

クトルが測定済みのため、ナ，t}Iif;がお}れらた段階で例々のシグナルの pH制定を行い、

分f-IJ'Jの'1l!:11;j分イ1Iについても必然する F定である。さらに緩和H与|品]等のiJlリ〉とより分

f の動的な恒質も解明しうる。 M終的に f~f られた椛.if!:から本静ぷの jj三ぺプンン)~特

1'1をlリlらカ、にしたい。

)j RNasc T，に関しては刻在桃mlil-T.t'l'であるが、さ らに距離情報をJ((:して粘

街化している。また 6 I'~~ ， 7 i';lで述べたように本階ぷは分子車)j)J'f解析に適した分子

であるが、ンミュレーションの結果と実験データとを比較することも必史である。
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