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蛋白質フォールディングの物理化学的解析
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〈研究の目的と進め方〉
ゲノム科学の躍進によりもたらされた膨大なゲノム情

報を真に有効に活用するためには、蛋白質の基礎的研究、
とりわけ球状蛋白質フォールディングの分子機構に関す
る物理化学的研究が重要である。Anfinsenらの先駆的研
究によりフォールディングは熱統計力学に基づく物理化
学的過程であることが確立されている。フォールディン
グはゲノム情報に含まれる個々の遺伝子配列から機能を
持った蛋白質構造が構築される過程であり、この蛋白質
構築の原理的理解は、ゲノム情報から構造情報を導き出
し、さらに機能を同定する上での究極的解決をもたらす
はずである。したがって、物理化学の原理から演繹的に
立体構造と機能を導くことを目標とする、蛋白質フォー
ルディング機構の研究は、本来、蛋白質一次配列や立体
構造の経験的データーベースに基づく帰納的なアプロー
チとは相補的な関係にあり、ゲノム情報科学における根
元的な課題として重要視されなければならない。本研究
は、このような立場から、球状蛋白質フォールディング
の統一的描像を実験と計算機シミュレーションを用いて
確立することを目的とする。

〈研究開始時の研究計画〉
本研究は平成14-15年度の二年間を計画している。α－

ラクトアルブミン、イヌ・ミルク・リゾチーム、スタフ
ィロコッカル・ヌクレアーゼなどモルテン・グロビュー
ル中間体の性質のよく知られた蛋白質をフォールディン
グ反応解析の試料として用いる。以下の三つのアプロー
チを用いる。(1) 中間体の安定性の異なるさまざまな変
異蛋白質を作成し、ストップトフローCDスペクトル、ス
トップトフローＸ線溶液散乱などを用いて、中間体の安
定性と巻き戻りの速度論的解析を行う。(2) 高圧力下で
の温度ジャンプ蛍光スペクトル法によるモルテン・グロ
ビュール状態形成過程の速度過程を直接観測し速度論的
に解析する。(3) 高温での蛋白質アンフォールディング
の分子動力学シミュレーションを行い、上記実験結果と
比較する。これらの結果をまとめ階層的フォールディン
グモデルの是非を明らかにする。

〈研究期間の成果〉
(1) プロリンを含まないスタフィロコッカル・ヌクレア

ーゼ（SNase）の巻き戻り反応をストップトフロー
pHジャンプ法により解析した。その結果、巻き戻り
反応が複数の指数項で表される多相的な反応である
ことがわかった。一般に巻き戻りの多相性は変性状
態におけるプロリン・ペプチド結合の遅い異性化反
応に帰せられるが、上記の結果は、プロリン異性化
以外にも多相性をもたらす要因があることを示して
いる。ストップトフロー・ダブルジャンプの結果よ
り、多相性の原因は、(i) SNaseの巻き戻り初期に複
数の過渡的中間体が蓄積する、(ii) 各中間体を通して
複数の巻き戻り経路が存在する、の二点であること
がわかった (3, 17)。今回の結果は、単一のポリペプ

チド鎖が複数のフォールディング経路を通って天然
状態に至ることを明確に示した最初の例であり、今
後、巻き戻りにおける複数経路の役割をさらに調べ
ることが必要である。

(2) ヤギαLAの大腸菌による組換え体（N末メチオニン
あり）と真性体（メチオニンなし）の二種の蛋白質
を対象に、分子動力学によるアンフォールディング
シミュレーションを行なった。その結果、組換え体
に付加しているN末端のメチオニン残基により、常温
においてもN末端近傍の揺らぎが著しく大きくなるこ
とがわかった (2, 10)。今後、NMR等の実験等により
これを確かめる必要がある。

(3) 上記のSNaseおよび緑色蛍光蛋白質などのわれわれの
データも含め、中間体を含む非二状態蛋白質のフォ
ールディング速度に関する実験データを文献から収
集して、フォールディング速度と天然立体構造パラ
メータとの間の相関に関する統計解析を行った。そ
の結果、中間体形成速度、天然状態形成速度のいず
れも天然主鎖構造のトポロジーを表すパラメータと
強く相関した。中間体は一般にフォールディングの
生産的な中間体であること、非二状態蛋白質と二状
態蛋白質の双方を含めたフォールディングの統一的
描像を得ることが可能であることがわかった (1, 9)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
上記(1)の成果は蛋白質フォールディングの複数経路の

存在を明確に示した例として高く評価されており、2003

年10月に公表された論文17は既に8回引用されている。
(2) の成果は、同一の研究者が実験とシミュレーション
の両者を用いて双方向的なアプローチを行い、蛋白質の
安定性と運動性に関わる現象を原子レベルで解き明かす
ことに成功した例として評価されている。2004年8月に公
表された論文10は現在4回の引用である。上記(3)は蛋白
質フォールディングの分子機構に関する統一的理解をも
たらす成果として高く評価されており、2004年6月に公表
された論文9は既に19回引用されている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
研究期間が１年間であったため、かなりやり残したこ

とがある。上記の(2)に関しては、計算機シミュレーショ
ンが実験をよく再現することが明らかとなり、最近にな
ってようやく論文とすることができた（論文2）。また、
NMR等の実験は現在進行中である。

〈今後の課題〉
蛋白質フォールディング機構の物理化学的理解のため

には、実験的研究と分子シミュレーションによる研究と
の間の組み合わせが今後ともより一層必要とされる。こ
のような成果をたくさん蓄積することにより、最終的に
はゲノム配列のみから物理化学の原理に基づいて蛋白質
の構造と機能を予測することが可能となる。
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