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報　　文

第 3 世代放射光 X 線広角散乱 に よ る タンパ ク質の熱 ア ン フ ォ
ール

デ ィ ング過程の 階層構造依存性 の 解明

小泉　将治
1
，平井　光博

  1

， 井上　勝晶
2

　α
一ラ ク トア ル ブ ミ ン （α一LA ）と鶏卵白 リゾ チーム （HEWL ） は 互 い に 相同な タ ン パ ク 質で あり，三 次構

造 は極め て 類似 して い る こ とが 知 られ て い る
！

一
方 ， そ れ らの ア ン フ ォ

ー
ル デ ィ ン グ ・リ フ ォ

ー
ル デ ィ ン グ

過程 は異な っ た熱力学的特徴 を示す こ とが 明 らか に され て い るが ，そ の 違 い と構造転移 との 関係の 詳細 は明

らか に され て い ない ．そ こ で ，こ の 報告 で は，pH 　7 の 溶媒 中に お ける a −M と HEWL の 熱構造転 移 の 特 徴

を X 線溶液散乱法 に よ っ て 比較検討す る．放射光 （SR）光源 を用 い る 小角 X 線散乱法 （SAXS ） は 溶液 中

で の タ ン パ ク 質 の 構造解析，特 に タ ン パ ク 質 の フ ォ
ール デ ィ ン グ の 研究 に 利用 さ れ て きた ．従来の SR−

SAXS 法 で は 小角領域 の データ か ら評 価す る 回転 半 径 な どの 低 分 解能 の 構 造 情報 を解析す る に と ど ま っ て い

た．本研究で は，第 3 世代 sR 光源を用 い た 広角x 線散乱測定 （wAxs ） に よ っ て ，2，5　A か ら 200　A に わ

た る 広 い 空 間領域 で 観測 し
， 全階層構造 （四 ・三 次 構造，ドメ イ ン 構造，二 次構造） に依存 した構造転移過

程の 特徴 の 詳細を解析 した．こ こ で示 す SR−WAXS データ解析法 を用 い る と，タ ン パ ク質の ア ン フ ォ
ール デ

ィ ン グ ・
リ フ ォ

ー
ル デ ィ ン グ 過程 に お け る 階 層 構造 別 の 変 化，階層構造問 の 転移 の 協同性，局所的な構造変

化 など を定量的 に 明らかに で きる．我 が 国 の 高輝度光科学研究セ ン ター
（spring −8）の よ うな第 3 世代 SR

光源の 利用 に よ っ て，実験 デ
ー

タの 時間 ・空間 分 解能が 著 し く改善 され た溶液散乱法 の 現 状を示 す．

1 緒 言

　近 年 の タ ン パ ク 質 の フ ォ
ール デ ィ ン グ に 関す る 研究 は，

組み 換え タ ン パ ク質 の 作製技術や，核磁気共鳴法 （NMR ）

や 円 二 色性法 （CD ）な どの 分光学的測定技術 の 発達，計

算機科学 の 進 展 に よ り，フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ 過程の 速度論的

解析 と そ の 理 論的 解釈 が 急 速 に深 ま っ て い る
t），タ ン パ ク

質の フ ォ
ール デ ィ ン グ の 機構 の 解明の た め に は，変性状態

や フ ォ
ール デ ィ ン グの 中 間体 な どの 非 天然状態の 構造，構

造 転 移 の 過 程 の 詳細 を 明 らか に す る 必要があ る が，「構築

原 理 」解明の 基礎 と な るの は，様 々 な タ ンパ ク 質の 多様な

状 態 に お け る 立 体構 造 情 報で あ り，こ れ ら各種条件 下に お

け る 溶液中で の 構造変化 を 直接測定可能な小角 x 線散乱

法 （SAXS ） は研 究の 重 要な 手法の
一一

つ と な っ て い る ，

　 し か し，従 来 の 第 2 世 代放射光源 を 利用 し た SAXS 法

（SR−SAXS ）に よる研究で は小角領域 の デ
ー

タ （Guinier領

域 ： gRg く L　 g は散乱ベ ク トル の 大きさ，　 Rg は分子 の 回

転 半径 ） を 用 い た 回 転半径 Rg や 距離分布関数 の 評価 な ど

か ら分子 の お よそ の 広が り （四次 ・三 次構造）の 変化を議
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論す る こ とが 多 く， 小角側 か ら 中
・
高角側 に至 る広 い 角度

範囲の 散乱曲線全体 に順 次 反 映 され る タ ンパ ク 質構造 の 階

層性 （三 次構 造 ， ドメ イ ン 構造，二 次構造〉 に 起因す る分

子内構造相 関 散乱 （2A の 局所構造 か ら 20〜50　A の 構造

ドメ イン 問相 関 の 情報）を積極 的 に 利用 した研究は 少ない ．

著者 ら は ， 第3 世 代放射光源 を 利用 した 広角 X 線散乱法

（SR−WAXS ） を用 い る と タ ン パ ク 質の 階層構造 を 反映した

散乱パ ターン の 解析 が 可 能で あ る こ と を初 め て 示 し
2〕，特

に
， 小角 ・中角 ・

高角 か ら得 られ る 高い 統計精度の 散乱デ

ータ を利用 して ， タ ン パ ク質 の 変性
・
折 り畳 み過程 に おけ

る タ ン パ ク質の 全体構造，ドメ イ ン 間相関，二 次構造 の そ

れ ぞ れ の 変化 と構造階層間の 構造転移 に おける 協同性を評

価 で き る こ と を 見 い だ し た
s）．しか し，残念なが ら SR−

WAXS を用 い た タ ン パ ク 質 の 機能状 態解析 の た め の 入 り

口 に 立 っ た に過 ぎず，そ の ポ テ ン シ ャ ル を十分 に引き出 し

た とは 言 い 難 い ．

　本研 究 で は，代表的 な 球状 タ ン パ ク 質 （α 一lactalbmin ，

hen　egg −white 　lysozyme） を 取 り上 げ，それ らの 昇温
．
ドに

お け る高分 解能 構造解析 を行 い ，タ ンパ ク 質の ア ン フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ過 程 の 階層搆造地 図を作成する こ とに よ り，構

造 転移 にお ける階層間の 協同性を検討 した．本研究に お い

て 示 す 領 域 別解析 と階層構造地図 は，フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ の

経路や 階 層構造 間の 協同性 を 直接理解す る 上 で 重要 な情報
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を与 え る．ま た，本 解析手法 は X 線溶液散乱法 を用 い た

タ ンパ ク 質 の
一般 的 な機 能 構 造 解析法 と な り得 る と考 え ら

れる ．

2　実 験

　 2・1 試　料

　試料 は ，SIGMA 製 の α
一lacta且bmin （α一LA ），　 hen 　cgg −

white 　lvsozvme （HEWL ） を 用 い た．各 タ ン パ ク 質 を 50

mM 　HEPES ｛N −（2−hydroxymethyl）piperazine−N
「一（2−ethane −

SulfOIlic 　acid ）1緩衝液 に ，5％ w ／v で 分散 させ た．溶液 の

pH は 7 に 調整 し た．溶 液 は ポ ータ ブ ル ア ス ピ レ ータ ー

（柴 田科学器械工 業Nt　 MDA −015）を用 い て 減圧 し，溶液中

に 含 まれ る 気泡 を 除 去 した ．溶液 の pH は pH メ
ー

タ
ー

（東亜 電波工 業製　HM −60V） を用 い て 測 定 し た ．一
般 に タ

ン パ ク質の ア ン フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ ・
フ ォ

ール デ ィ ン グ実験

で は タ ン パ ク 質濃度や イ オ ン 強 度 な どの 溶液条件 に依存 し

て ，し ば しば 凝 集 を生 じ るた め に希 薄 溶 液 を用 い て 行 わ れ

る こ とが多 い ．しか し，第 3 世 代 SR −WAXS 測 定を用 い て

検討す る 場合 に お い て さ え，低濃度の タ ン パ ク 質溶液 の 測

定で は，解析 に 耐 え られ る統 計 精 度 の データ を得 る た め に

一
測定当た りの 露出時間 を大幅 に増 加 せ ざる を得 な い ，そ

の 場合，同
．一

試料 を用 い た 温 度 変化 測 定 で は X 線照射 に

よ る 試料の ダ メ
ージの 問題 が 生 じる．散 乱 曲線 の 濃度依 存

性を測定して 低濃度へ の 外挿 を行 い ，粒子 サ イズ よっ て 決

ま る ある 小角領域 の 散乱 デ
ー

タ （Guinier 領域）を用 い て

回 転半径 を 評価 して 構 造 変 化 を論 ず る こ と も可 能 で あ る

が，粒子外形 の 変化が ほ とん ど見 られ な い 場合 にお い て も

粒 子 内部の 散乱密度分布 の 変化 に よ り回 転 半径 は著 し く変

化 し ， また ，逆 に 粒子外形 が変 化 して も内 部 の 散乱 密 度 分

布の 変化 と相殺 されて 回転半径 に 大 き な変化が 現 れ ない 場

合 も存在す る
4陶 ．それ ら を判別す る に は 高い 統計精度 の

データ を広角領域 で 収集 して 構 造 変 化 を議 論 す る必 要 が あ

る．そ こ で 本研究で は，凝集体形成 を避 け る た め に低 イ オ

ン 強 度の 高濃度 タ ン パ ク 質溶液 を用 い て 測定を行 っ た，

　2・2　放射光 X 線広角散乱測定

　SR −WAXS は ，兵庫県播磨科学公 園都市 に あ る高輝度光

科学研 究セ ン タ
ー

（SPring−8） の Bレ 40B2 ラ イ ン に 設 置 さ

れ た 散乱装置を用 い て 行 っ た．用 い た 入 射 X 線の 波 長 は

0，72gA ，試料 か ら検 出器 ま で の 距離 は 41cm と し，
〜0．03A

− 1
＜ g く 〜2．5A

− 1
まで を 測 定 範 囲 と した．検 出

器 には，イメ
ージ ン グ プ レ

ート （［P） （RIGAKU 製 R−AXIS

IV） を用 い た ．試料 を封入する ス テ ン レ ス 製 の セ ル の 光路

長 は 1mm
， 内谷量 は

一一
　50　pLlで あ り，ビ ーム が 通 過 す る

窓 の 部分に は厚 さ 3  Pm 以下 の 石英板 を使用 した．試 料

の 温 度 は，セ ル ホ ル ダ
ー

内に 恒温槽 （LAUDA 製 RC25CP ）

の 水を循環 させ る こ と に よ り調節 した．ま た，試 料 位 置 で

の 入射 X 線の ビーム サ イズ は〜0．1nlm 　X　O．lmm に 設定

した．ま た，昇温 過 程 に お け る測定温度範囲は，284K か

ら 358K ま で と し，段階的 に お よそ 5K ずつ 昇温 し，各温

度 に て 測定 を 行 っ た．1 回 の 測 定時聞 は 30秒 と し，毎 回

の 測定 ご とに サ ン プ ル を流 動 さ せ て X 線 に よ る ダ メ
ージ

を抑えた．

　2・3 散乱データ補 正 及び解 析法

　溶液試料 の 場合は 等方的な散乱 を 与え る た め
， 得 ら れ た

二 次元 デ
ータを 円周平均する こ と に よ り

一
次元 の 散乱デー

タ J（q）に 変換す る．観 測 した 散乱 データの 範 囲 （〜O．03

A
−1

〈 e 〈
〜2sA

−1

） は，実 空 間距離 2，5 〜200A に 相当

す る．こ こ で g は散乱 ベ ク トル の 大 きさ で あ り，

θ一
2

跚

軅

λ
r （1 ＞

で 定義 さ れ る （θ は散乱角，λ は X 線 の 波長）．溶質か ら

の 散乱強度 ∬（g）は，溶液 の 散乱強度 ∬、。1（g）か ら溶媒 の 散

乱強度 ∬紬 （g）を 引 くこ と に よ っ て得 られ る．し か し ，

WAXS デ
ー

タ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド処 理 は，こ の 単純な散

乱強度の 差 し引きを行 うだ け で は，広 角側 の データ を得 る

こ とは で きない ．そ れ は，溶媒 （水 分 子 間の 相 関 ピーク）

に 起因 す る ．水の 構造因子 は g≡
〜O．8A

−1
以 上 で 増加を

始め て g
＝〜2．oA

−1
に お い て ブ ロ ードな分子間相 関 ピー

ク を示す．こ の 水分子間の 分子 間相関 ピーク の 位置 は ，

284K か ら 358 　K の 温度域 で e＝1．95A
−1

か ら 2．05　A
−1

へ

とシ フ トす る ．その た め，WAXS デ
ータ の バ ッ ク グ ラ ウ

ン ド処理 に は，タ ン パ ク 質分子 の 排除体積 と各温 度に お け

る 水分子 間 の 分子間相関 ピー
ク を考慮す る 必 要 が あ る

2）．

そ こ で ， 次式 に よ りタ ンパ ク 質散乱強度 ’（g）を得 た．

’・φ・
、纛鷹

一鎗激

　　　　　　　　　｛
　　　　　　　　　 J、。1．（φ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Bs。且vTs 。h

｝
一（’

− CYa ）

　∫課

繍 （2 ）

　 こ こ で ，c 及 び i は タ ン パ ク 質 の 濃度及 び偏 比 容 ；Ts。1，

7詠 ，T ω 1 は，そ れ ぞ れ 各温度に お ける 溶 液，溶媒 及 び 試

料セ ル の X 線透過率 ；B，。1，B、。1。，　 B、。lll は そ れ ぞ れ 溶液 ，

溶媒及 び 試料セ ル の 測定時 の 入 射 ビーム 積分強 度 で あ る．

タ ン パ ク質分子の 回転半径 Rg の 評価 に は 次 式 を用 い た軌

副 1… ・碗 ・｛・∫艶   ｝ （3）

　こ こ で p（r ）は，∬（e）の 逆 フ
ーリエ 変換 （ド式） に よ り

得 られ る距 離分布 関数 で ある ．
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Fig．　 l　 Theoretical　WAXS 　curve 　and 　threc く 1inlension−
al 　structure 　of 　protein（HE 、〜L ）

WAXS 　curve 　was 　calculated 　by　using 　CRYSOL 　pro−

gram 　 The 　correspondencc 　of 　ditl
’
erent 　WAXS 　curve

regiolls 　to　different　hjerarchal　 structure 　levels　 are

shown 　schematically ，　 A （eく 0．2A
−1
），quaternary　and

tcrtiary 　structures ； B （O．25　A
−

］
＜ g＜ 0．5A

一
且

），
interd・ m ・in … rel ・ti・ n ；C （0，5　A

尸1
＜ e 〈 O．8　A

』
’

），
intradomain 　 structure ；D （1．1A

一
且
く g 〈 1，9　A

− 1
＞，

secondary 　structures 　including　closel
ア packed　sidc

chains ．　 Thc 　detajls　are 　in　the 　text ．

別 に タ ン パ ク 質 の 階層構 造 に 関す る 情報が得 られ る ．

Fig．1 に HEWL の 溶液中で の 理 論散乱曲線 と立 体構造の

模式図及 び主 要な分子内相 関距 離 を示す，縦軸は 散乱強 度

1（q）で あ り，横 軸 は 散 乱 ベ ク トル q を 示 し て い る ．

HEWL の よ うな球状 タ ン パ ク質の 場A ，各散乱領域 の デ

ータ は お よ そ Fig．1 に 示 した よ うな 構造情報 を そ れ ぞ れ

反 映 して い る．A ） g ＜ 0．2A
− 1

： 分子の 形状 （四 次 ・三 次

構造），B）o．25A
−1

〈 7 〈 o．5A
− 1

： 構造 ドメ イ ン 問相関，

C） 0．5A
−
1
く g ＜ 0．8 八

一1
： 構造 ドメ イ ン 内 の ヘ リ ッ ク ス

や シ
ートの 配列，D ）1．1A ］

〈 g ＜ 1．gA
− 1

： α ヘ リ ッ ク

ス や β シ
ー

トの 含量 及 び 近 接す る側 鎖 の パ ッ キ ン グ．理

論 散乱 曲線の 計算 に は Svergun らが 開発 し た プ ロ グ ラ ム

（GRYSOL ） を使用 し た
s｝，こ の プ ロ グラ ム で は，タ ン パ ク

質結晶構造 デ
ー

タ
ーベ ー

ス （protein　data　bank，　PDB ） に

登 録 され た結晶構造原子座標 に 基づ き，高次の 球面調和関

数 展 開 （50 次 ま で ） を利川 して 水和 シ ェ ル
v｝を 考慮した タ

ン パ ク 質 の 溶液中で の 散乱曲線 が 計算で きる．し た が っ

て，実 験 的 に広 い 角度領域で 散乱曲線 が 観測 で きれ ば，溶

液 中 で の 構 造 に 関 して ，分子 の 形 状 か ら ドメ イ ン 構造 ・二

次構 造 に 至 る広い 空間領域の 構造情報 を・
度 に評価 で きる

と同 時に，理 論散乱曲線 との 比較が 可 能 と な る．今 回著者

らは，タ ン パ ク 質の 構造転移 にお ける階 層的特徴を，得 ら

れ た WAXS デ
ー

タ を基 に 転移多状態解析法 （Lransition

multiplicity 　analysis ，　 TMA ）
1°）

を用 い て 評価 した．　 TMA 法

は，次 式 に よ っ て 表 さ れ る ．

窃 ・

嶌．
・（卿 毒・（e・・T・・〉一何・w 毒孀 ）

　　　　　　　　　用 蜘 ・ ・／蕩呵
（s ）

ρω
・翡4 （9）蜘 φ吻 （4 ）

　距離分布 関 数 p（r＞ は ， 散乱 体粒子 の 形状 と 内部の 散乱

密度分布 （X 線 の 場合 は 電 子 密度分布） を反映 して い る．

また ，散乱体粒子 の 最 大 長 を D ＿ とす る と，r ≧ Dn ，、、、で

p（r ）
＝0 とな る の で ， 距 離分布関数 p（r ＞か ら Dmax を求め

る こ とが で きる．距 離分 布 関数 p（r）用い た 回転半径 Rg の

評価 は ，Guinier プ ロ ッ トを利 用 す る 方法に 比 べ て
， 用 い

る デ
ー

タ の 数 が非 常 に多い た め，統計精度 の 良い 値を求め

る こ とが で き，Guinier 領域 に 現 れ る 粒子間相 互 作用 や 凝

集 な ど の 影響 を受 け に くい
7）．

　 こ こ で，最初 の Ilative 状態 の 温度を T．N，最後 の 変性状

態 の 温 度 を τu とす る．そ れ ら の 温 度 の 散乱 曲線 に よ り，

中 間温 度域 の 散乱曲線をフ ィ ッ テ ィ ン グ した と きの ずれ 因

子 を A とす る．α は，中間温度域 に お け る タ ン パ ク 質 の

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
t12

　　　　　　　　　
tJ2

n ・ ti・・ 状態 の モ ル 分 率 を 示 す．Σi（g・T），Σi（g・圦 ），
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 マ

＝71　　　　　　　 V
＝
Vl

q2

Σi（e・
’
JIJ）は 各温 度 の 散乱 曲線 の g ・

〜
o の 領域 に お け る

7＝V1

規 格化因子で あ る．実際 の 計算 で は TN を 測定開始の 温度，

V
’
1， を測 定終 ∫の 温度 と し，中問温度域 の 様 々 な 1（g，T ）に

つ い て A が 最小 に な る よ うに α を最 適 化す る．その 結果，

g广 σ2 の 領域の α と A が 温度の 関 数 と して 求 ま る．本研

究 で は，7N ＝284K，　 T し
＝358　K と して 解析 を行 っ た．

2・4 　領域別解析法

SR −WAXS に よ り得 られ る散 乱 曲 線か らは ，各散乱領域

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig．2　Comparison 　of 　main 　 chain 　 conformations

between　HEWL 　and α一LA 　using 　FSSP　data　base （upper

figure）

Comparison 　of 　experimental 　WAXS 　curves 　of 　HEWL

and α
一LA （5％ w ／v　in　50　mM 　Hepes　at　pH 　7，298　K ）

with 　theoretical 　ones 　obtained 　by　GRYSOL 　program
based　on 　the　atomic 　coordinates 　from　PDB 　data　base．

MarkS，　experimenta1 　data　；　full　lines，　theoretical　WAXS

curves ．

3　結果及び考察

　3・1HEwn とα 一IA の 広 角散乱 曲 線 ： 理 論 と実験との

比 較

　HEWL 及 び α一LA は ，分子量，ア ミ ノ 酸残基数 が それぞ

れ 1．43kDa ，
129 残基，及 び 1，42　kDa ，123 残基 の 二 つ の

構造 ドメ イ ン （α一ドメ イン，β
一ドメ イ ン ）か ら成 る類似 タ

ン パ ク質 で あ る．BLAST プ ロ グ ラ ム
ll ）

に よ る ア ミ ノ 酸配

列 の 相 同 性解析 に よ る と，HEWL と α 一LA の 相 同 性 は

68，1％ と極 め て 高い ．立 体構造 の 相似 性 も高 く， Fig．2

（a） に 立体 構造類似 タ ンパ ク 質 デ
ーターベ ース Fsspi2）

を

用 い て 得 ら れ た HEWL と α
一LA の 主 鎖 の 立 体 構 造 比 較 を

示す．Fig、2 （a） と （b） に それ ぞ れ HEWI ．と α一LA の 室

温 ，pH 　7 に お け る 実験散乱曲線 と理 論散乱 曲線 の 比較 を

そ れ ぞ れ 示す．理 論散乱 曲線 の 計 算 に は PDB 登録 コ
ー

ド

の 6LyZis〕
（HEWL ）及 び IALGI4 〕

（α
一LA ）の 原子座標 を

使用 し た．Fig ．2 （b） か ら明 らか な よ うに ， 溶質分子間

の 相 互 作用 の 影響が 現 れ る g〈
〜　O．05　A の 領域 を 除 い て ，

HEWL で は理論散乱曲線 と実験 散乱 曲 線 は 良 い
一

致 を示

すが，α一LA で は・一
致が あ ま り良く な い ．特 に，　 g

＝O．25
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 り ；う

〜O．S5　A
一

且

の 範囲 に お い て ，　 HEWL で は 明 瞭 な リ ッ プ ル

が 見 られ る が ，α
一LA で は そ れ が 緩 や か に な っ て い る ．

Fig．1 に示 した よ うに ，こ の 領域 の 散乱 曲線 は分子内の ド

メ イ ン 間 の 相関 と ド メ イ ン構造 を反 映 して い る．また ，溶

液散乱 法で 得 られ るの は，あくま で 散乱 体粒子 の 構造の ア

ン サ ン ブ ル 平均で ある．したが っ て ，結 晶搆造か ら計算 さ

れ る 理 論散乱曲線 に は 共 に 明瞭 な リ ッ プ ル が あ る こ と か

ら ， 溶液 中 に お い て α
一LA は HEWL と比 べ て 搆造が 揺 ら

い で い る た め に ドメ イ ン 間の 相関が不 明確に な っ て い る と

考 え られ る，こ の よ うな揺 ら ぎは，下 記 に示 す 両 者の 熱安

定性 の 違 い に直接関与 して い る と考 え られ る．既 に 報告 し

た よ うに
na．），お よそ g

≡0．S〜1．IA
−

】

の 領域 は タ ン パ ク

質の 内 部構造 の 特徴 に ほ とん ど依存 し な い ，e
≡1．1〜1．9

A
−1

の 領域 は 二 次構造，特 に ヘ リ ッ ク ス と シートの 含量 に

強 く依存す る．立 体構造分類 データーベ ース SCOP
】5 〕

に

従え ば，α一1．A と HEWL は （α ＋ β） タ ン パ ク 質 に分 類 さ

れ て お り ，
ヘ リ ッ ク ス ／シ

ートの 含 量 比 は 30 ．2／6 ．2

（HEWL ） と 30．1／6．5 （α 一LA ），ヘ リ ッ ク ス ／シート領域 の

数の 比 は共 に 4／3 で ある ．その た め，g＝ 1．1〜LgA
−1

の

領域 の 散乱 パ ターン は両者 で ほ ぼ 同 じで あ り，理論散乱曲

線 と も
一

致す る．

　3・2 広 角散乱曲線 の温度依存性

　Fig．3 は，284 〜358　K の 昇温過程 に お け る各タ ン パ ク

質の 散乱 曲線の 変化を示 し て い る ．散乱 曲線 に は式 （2 ）

の 補正 を行っ て い る．（a ）及 び （b） は それ ぞ れ ， 5％ w ／v

HEWL （pH 　7），5％ w ／v　a −LA （pH　7）の 散乱 曲線で あ る．

こ こ で ，Fig．3 （a ）及 び （b ） の 望
＝o．07　A

’i
及 び g

＝

α05A
−1

近傍の ブ ロ ードなピー
ク は溶質分子間の 反 発 的粒

子間相 互 作用 を反映 し て お り，こ の ピーク の 位置や 高 さ

は，溶質濃度や pH 及 び タ ン パ ク 質 の 等電 点 （有 効 電 荷 〉

に依存す る．両 者 の等電点は，11．0 〜lL4 （HEWL ），
4．1

〜4．8 （α
一LA ）で ある．既 に 示 した よ うに

t6）
，　 g

＝0．1A
−1

よ り高角側 の 散乱 曲線 は 粒子問相 互作 用 の 温 度 変 化 や 濃 度

変化の 影響 を受 け な い ．タ ンパ ク 質の 全体的な 構造 （三 次

構造） の 特徴 を反 映す る e
＝O．i 〜0．2A

−
1
の 領域 の 散乱曲

線 の 変化 を 比 較す る と
，

HEWI ．で は 344 〜 354　K の 間 で

不連続 的 で 急激 な 変化 を示 して お り　｛Fig．3 （a ）1，

HEWL の 三 次構造 の 熱構造転移 が 二 状態転移 的 で あ る こ

と を示唆 して い る．一
方 ，

α 一LA で は HEWL と比 較 して全

温度域 で 緩や か な 連続的変化 に な っ て い る　IFig．　s （b）i

N 工工
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Fig，3　Tcmpcraulre 　dependencc 　of 且he 、〜低 XS 　curves

ofHE 、V【，　alld α
一L4

Thc 　solution 　 c 〔mdtiolls 　arc 　 as　jl］ Fig．2．　 A　sligh 〔

dec亘ease ｛｝f　thc 　scaLLering 　intensity　bclow 　tl
＝〔｝．IAlis

at 且ributab ］．e 　to　a 　rcplllsive 　inL／eraction 　bc 匸xvccn 　the
S〔，IUtC　mOICCuleS ．

が ，L99 〜30・i・K 近 傍か ら 変化 が 始まり，314 〜333K の

範囲で い っ た ん 変化 が 小さくな っ た後，冉 び 明 瞭 な 変 化 を

始 め る．す な わ ち，三 次構造の 転移 の 様相が 多状態的で あ

る こ と を示 唆 して い る．分子内構造 を強 く反 映 す る g
＝

0．25 〜O，85A
−1

の 範囲で は ．　 IIEI、T で は 三 次構造 の 転 移

温 度 よ りや や 低 い 344 〜349K の 問で 急激 な変化 を示 し，

α
一LA で は 全 温 度域 で 連続的 な 変化 と な っ て い る．ま た，

二 次構造 を反映す る 1．1A1 〈 tf ＜ 1．gA
−1

の 領 域 に 関 し

て ，HEWL で は 319K 近傍 か らの 散乱曲線 の プ ロ フ ァ イ

ル の 変化 が 始 ま り，料 4 〜 瀕 9K の 問 で ブ ロ ードな ピーク

の 位置が g
≡一一1、45A

−1
か ら （i

≡− 1．53A
−1

へ 移 動 す る．

α
一LA で は 3］4K 近傍 か らσ）変化が 始まり，q

＝・〜1．45 入
1

の ピ ー
ク の 位置は g

三〜 L5A
−1

へ 徐 々 に 移 動 す る，こ れ

らの 変化 は二 次構造の 含量の 変化 に対応 して い る．IIEWL

の 場合，pII の 低 ド （4．5 〜2．2） に 伴い ，各領域 の 散乱 曲

線 の 転移 温 度 に 大 きなず れ が生 じる こ と，特 に 二 つ の ドメ

イ ン の 熱安定性 に違 い あ る こ とは既 に 報告 した
珊 ．ま た，

HEWL の 三 次構造，分子内構造及 び 二 次構 造 の 転移 は 熱

可 逆 的 で あ る こ と も報告 して い る
／S）IE
・
／）．

ω

著
⊃，
ε
僑

≧
と

7
−
「
一一一一

「
−T−一

「 T
…

　 （b）

　 z，
／

〃NX　・1
駕　　 認

　　　　　　　KN−．
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Fig．4　Distancc　distril）utioll　functiotls．ヵ（り of 　HEWL
とmd α

一LA 　 calcu 艮ttted 　bv 匸hc 　ilwelse　F〔〕uricr 　lransfbrln　　　　　　　　　 ノ
（Eq・4）of 匸hc　WAXS 　curves 　ilコFig．3

　 3・3　距 離分 布関数及び 回転半径 の 温 度 依 存 性

　Fig，4 （と1），〔b） は 式 （4 ） を Jllい て Fig．3 の 散 乱 曲 線

1（q）の フ
ーリ エ 変換処理か ら得 られ た HEWL 及 び α

一LA

の 距 離 分布関数 汐（⇒ を 示す．f’（り 関 数 は散 乱体 の 実 空 間

の 構 造 情 報 を表 して い る．単分散系 に お い て．対 称 的 な ベ

ル 型 の Xl（r ）関数の プ ロ フ ァ イル は均
・
な内部散 乱 密度 分

布 を有す る 散 乱 体粒子 が 球状構造 を と る こ と を意 味 す る．

昇 温 に 伴 い ，HEWL 及 び α 一LA の p（
・
）
・
）関 数の プ ロ フ ァ イ

ル が ベ ル 型 か ら長距離側 に すそ を引 い た 形 へ 変化 す る．こ

れ は，昇温 に よ っ て タ ン パ ク 質の 球状 構 造 が 崩 れ て 広 が っ

た 構 造 へ 変 化 した こ と を 示唆 し て い る ．Fig，4 （a ） の

HEWL で は，温度上 昇 に 従 い p（r）関数 は 344 〜354　K の

問で 急 激 で 不連続的 な 変化 を 示 す．ま た，Fig．4 （b） の

α
一IA で は，　 HEWL と比 較 し て 連続的 な変 化 を示 して い る

が，314 〜333K の 範囲で 変化が 小 さ くな っ て い る．こ れ

らの 変 化 の 傾向は ，3 ・2 で 述 べ た （1　
・・
　O．1 〜O．2A

−1
の 領 域

の 散 乱 曲線 の 変 化 の 傾向 と　
・
致す る．

　Fig．5 に 式 C3） か ら評価 し た 各 タ ン パ ク 質の 回転
’
卜径

長 の 温 度依存性 を示す．同 転半径 磁 は単 分 散 溶 液 系 で は

溶 質分 fの 広 が りを反映す る た め
， しば しば タ ン パ ク質の

三 次構造変化の 指標 に利用 され る
17）

．図 中 の 矢印 はお よそ

の 変 化開始温度 （T ，，，，） を示 して い る．HEWL で は T。、、は

343K 近傍 に あ り，そ れ よ り高温 で 急激 に増 加 す る，α
一LA
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．
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「
．．一一．

T
−．一．一．

i
．．．「．．−
1

　 　 　 ：　 一哨 一一HEWL 　 　 　 　 　 　 　 　 倉
て冫．

　 　 　 1　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　 ／　 β
　 　 　 　　　 　　　 　　 　　　 　　 　　　 　　 　　　 　　 　　 tV・／　 ノ

・・ 一
触 LA
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Fig．5　TeInperamrc 　dependencc 　of 　the 　radii （⊃f　g｝
，ra−

tioll　lls　of 　HEWL 　and α一LA 　obtained 　fr｛，ln　1hc 汐（厂＞

fundions　in　Fig．4usingEq ．3

Thc 　arr ・ ws 　indica且e 　 thc 　apParenl ・ n −sct　tempcratures

7
「
、m 　sllowing 　cvident 　transitions ・　 α

一正・A　has　two 　7
「
1川

tempcratures ・

で は 馬 は，298K 近傍か ら増加 し た 後，　 S18 〜333K の

範囲 で い っ た ん 変化が見 られ な くな り，再 び 増 加 を始 め

る．興 や ρ（r ＞な ど の 1一次構造 を強 く反 映 す る構 造 学 的 パ

ラ メーター0）変化 の 解析 か ら，HEMI 、と α
一LA は 熱 ア ン フ

ォ
ール ド過程 に お い て 異なる 構造転移 の 道筋 を とる こ と を

示唆 して い る．

　3・4　領域別解析法 に よる構造転移 の 階層性 の 評価

　HEWL と α一LA の 熱構造転移に お け る 階 層 構造 に 依 存 し

た特徴 を ， 2 ・3 に示 した TMA 法 試 （5 ）i を用 い て 詳細

に 解析 で きる．Fig．6 に，　 TMA 法 に よっ て Fig．2 の 散乱

データか ら直接 求 め た HEWL と α
一LA の ア ン フ ォ

ール デ

ィ ン グ過 程 に お け る 各温度で の native 状態 の モ ル 分率 α

を示 す．Fig．6 中に お い て ，縦軸 は Illltive 状態の モ ル 分 率，

横軸は温 度 を 示 して い る ，モ ル 分率 は，3 つ の 異な っ た代

表的 な q領 域 （O．1 〜0，2A
．1
，0，25 〜0，8Al ，1．2 〜1，9

A
−1

） を用 い て 評価 を行 っ た．2・3 で 示 した よ うに，これ

らの 散乱領域 は ，
タ ン パ ク 質の 三 次構造，分子内 構造 （構

造 ドメ イ ン の 距 離相 関，ドメ イ ン構造），二 次構造 に そ れ

ぞ れ対 応 して い る，こ こ で ，モ ル 分率 α が 0、5 の 値 の 温

度 は，各階 層構造 の 転移中点温度 （
’
1　
’
m ） に 相 当 して い る．

HEWL 　 IFig．6 （a ）｝で は 三 次構造 の T，，1 は〜
：149　 K，ド

メ イ ン 構造 及 び二 次構造の T，r、は 同 じ〜346K で あ り，各

階層で の 構造 転移 が ほ ぼ 同時 に 起 きて い る．三次 構造 及 び

ドメ イ ン 構造 の 変化 の 開 始温度 は 共 に 343K 近傍 で あ り，

前節で 示 した 回 転
’
卜径 J｛g の

’
1
’
。，、と 致 す る．二 次 構造 の

変化 の 開始温 度 が低 い の は
， 低 plI 条件下 の HEWL の 研

究 で 示 した よ うに
U｝

， β一ドメ イ ン の 熱安定性 が 低 い こ と を
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Fig．6 　M 〔エlar　fradions α （α ≦ ヒ）（⊃f　nativc −hke　stnlc −

tures 　at 　intermcdiate　tempcraturcs 　ill　the 　hcating

I）rOCCSS

（a）HEWL ；（b＞α
一IA．　 Thc α 、

・
alues 　wcrc 　csth 皿 ated

by　applyi ・ 9　Eq・5t・ th・ 、VAXS … 四 ・ ・ ln　dif鷙 ・e 吻

rangcs 　ill　Fig．3．　The　g　r乱nges 　of 　O・1A
−L

＜
望
く O・2

A 雪

，0，25A
− 1

〈
σ

＜ 0，8A
−

］

，・ ・ dl2A ’
〈 〆 1，8

A
−
1wcrc

　used ，　 These 　I
−
anges 　 mostly 　c 〔レrrcspond 　to

thc 　dift
’
erent 　hierarchal　structure 　levcls 乱 s　showII 　in

Fig．亅，

反 映 して お り，二 次構造の 測定 に 多 く用 い られ る フ ーリエ

変換赤外吸収法
lsng ）

や CD2 °1，
の 実験結果 と　

・
致 す る．ま

た ，フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ の 速度論的実 験 結 果 と も 符 合す

る
21丿．α

一LA 　 IFig．6 （b）｝で は，三 次 構 造 の 大 き な 変 化

（崩壊） に先立 っ て ドメ イン 構造及び
．．
二次構造の 変 化 が 同

時 に起 きて お り，転移中点温度 Tnコの 値 は そ れ ぞ れ〜336

K ，

〜306K で あ り，明 らか に 異 な る．巾 問温 度 域 313 〜

333K で い っ た ん 変化が小 さ くな り，再 び 変 化 を姶 め る，

こ の 様相 は α一LA の 回転半径 馬 の 温 度依存性 と同 様 の 傾

向 を示 して い る．す な わ ち，α
一LA で は 分 子 の 全 階層 構 造

領域 で二 状態転移的な様相か ら大 き く異 な り，中 間的 な構

造状 態 が 存在 して い る こ と を示唆 して お り，過 去 の 報告 と

合 致す る
2．1）2E ）．また ，α 一LA の 逐 次 的 な変 化 と転 移 中 点 温

度
’
Jlmの 階層構造 に よ る 相違は，　 pll の 低下 に伴 っ て 明 瞭

に な る IIEWL の 場合 と同様で あ る
s｝．
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董
巴
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ト

3600

．5 　　　 1．0 　　　 1．5　 　　 2，0
　　　qlA

’t

（b）

メ イ ン 構造 領 域 の 変 化が 先 に 誘起 さ れ る こ とを示唆す る．

1．3A
一

且

く g ＜ L7A
− 1

の 領 域 に 関 して も，ほ ぼ 同 じ温 度

域 に等高線が 集中 して お り，二 次構造 も同様 の 変化 をする

こ とを 示 し て い る，α
一LA で は全 領域 で 等高線の 問隔が 比

較的開 い て お り，低温 か ら連 続的に 変化 し て い る．特徴的

な 変化 と して ，0．3A
．1

＜ g ＜ 0．7A
−1

及び 1．3Al ＜ q 〈

1．7A 　
1
の 領域 に 関 して ，298〜 308K 近傍 で は 等高線 は

密 に な っ て お り，308 〜333K の 温 度領域 で 疎 に なっ た 後，

再 び 密 に な る傾 向が 見 られ る．中間温度領域 の 台地の 存在

は ， HE 丶〜T．の 場合 と大 き く異 な る α
一LA の 構造転移 の 様相

（構造転 移 の 中 問状 態 の 存在 な ど） を特微 づ けて い る．
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Fig・7　
「
1’wo −diTnensional　hier 乱 rchical 　mal ）s　of 　the

llnfbldillgtransitiolls 　of 　HEWL 　and α 一LA
「
11hcse　maps 　show 　the 　mobr 　fracdollsα of 　nativc −likc
structurcs 　al　diff

’
erent 　temperaturc 　and 　a 〔 9wlues ．

（の HE 、VL ；（b）α
一L へ．　The 　colltour 　lilles　arc 　I）］ot 巳ed

with α
＝0．〔」5　inten，al ．　 Thc 　 thjck 　lilles　show α

己0．5
corresPolldhlg 　t（） thc 　transili〔m τnidpoillts ．

　第 3 世 代 の 放射光源 を 利川 す る と，極 め て 高 い 統計精

度 の XSI．4LIXSデ ータが 得 られ る こ とか ら，階層構造を有す

る様 々 な非 結 晶 物質の 高分解能構造解析が 可能 で あり，タ

ン パ ク質 に関 して は全 体構 造 か ら二 次 構造 に 至 る 広 い 空 間

領域 の 構造 を 渡 に解析で きる．本論文で は ア ン フ ォ
ー

ル

デ ィ ン グ過 程 の 平 衡 論的 な 研究結果 を示 し た．現在，分子

動力学 な どに よる 理 論的 研 究 や ス トッ プ トフ ロ
ーGD ，蛍

光 ，
パ ル ス 水素交 換 NMR な ど に よ る 速度論的解析など に

よっ て ， タ ン パ ク質の フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ フ ァ ネル あ る い は

エ ネル ギ ー地 図 との 関 連 が 議 論の 対象 とな っ て い る
1）．本

研 究 で 示 した 領域 別解析 や 階層構造地図は，それらとの 関

連 に お い て も重 要 な情 報を 与え る もの と考える，

　本研 究 は SPring−8 の 利 用 申 請 課 題 2004BOC ，82−NL2a −np 及び 平

成 16 年度 SPring−8 萌芽 的 研 究 攴援 に よ り実施 さ れ た こ と を付記

す る，

文 献

　 3・5　階層構造地 図 によ る転移の 可視化

　今回得 られ た構 造 転移過程の 高 い 統計精度の 高分解能散

乱 デ
ータ を 利 用 して ，nativC 状 態の モ ル 分率 α を ， 温 度

と e に 関す る
．
二次元 マ ッ プ （structlural 　hlerと丸rchy 　map ，

SH 地 図 ） と して 表示 で きる （Fig．7）．　 Fig．7 で は モ ル 分

率 α を O，05 間 隔 の 等高線 と して 示 し て い る ．α
＝0．5 の

等高線 （Fig，7 中の 太線）を e
＝0 へ 外挿 した温度は 三 次

構 造 の 転 移 の 中点 に 相当す る ．3 ・1 で 指摘 した よ うに ，

O、8A
−1

＜ g ＜ 1．IA
−1

の 領域 は SI．1地 図に お い て もタ ン パ

ク 質 の 内 部構造 の 特徴 に ほ とん ど依存 し ない ．Fig．7の

SH 地 図 か ら，ア ン フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ 過程 に おけ る 各階層

構 造 領域 の 変化 と階 層間の 転移 の 同時性 ・協 同性 を視 覚 的

に 理 解す る こ とが で きる ．g く 0．7A ］

の 領域 に お い て，

HEN 、m で は 特定 の 湿度領域 に 等 高線が ほ ぼ 平行 に 密 に 並

ん で お り，こ の 狭 い 温度域 で 三 次構造 と ドメ イ ン 構造 の 変

化 が ほ ぼ 同時 に 協同的 に 起 こ る こ と を示 して い る．e
＝

0．25A
一

且
以 下 で 等高線が や や 高温側 に 傾い て い るの は，ド

り K   w4iima ，　M ・Aral；
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 As is well  known,  cx-lactalbumin  (or-LA) and  hen  egg=ivhitc  lysozyme (IIEMiL) arc  hoinologous

ivith  each  other  and  closel},  similar  in their  terna-,  structures.  On  the  other  hand,  their unfold-

ing-f'o.Iding processes were  clarificd  to shoiN,  difl'erent themnodynamic  characteristics;  however,

the  details of  how  such  a  diflk]rence relates  to their  s"'uctural  transitions  have not  been  clarified.

In this repert,  based on  an  X-ray solution  scattering  method,  we  discuss the  dif{ttrence between

the  characteristics  in the thermal  structura]  transitions  of  a-LA  and  IIE14rL in solution  at  pH  7.

A  small-angle  X-ra}, scattering  (SAXS) method  usjng  a  synchrotron  radiation  (SR) source  was

used  ft}r analyzing  the  protein structures  in solutions,  especially  fbr studies  of  protein fblding.

For a  long time  the SR-SAXS  method  had  provided us  with  low-resolution stmictural  inforination,

such  as the  radius  of  gyJration obtained  froin SfVCS  data at  a  small-angle  region.  In the  present
study  we  c?bserved  tbe  structural  transitions  of  the  ubove  proteins in the  wide-distance  

range

from 2.5 A  to 200 A, and  analyzed  the characteristics  of  the  structural  transition  processes of

the  proteins, depending  on  all  hierarchical structures  (quaternary and  ternary  structurcs,

domain  structures  and  secondary  structures).  By  using  thc method  of  SRW?VCS  data analysis
described in this report,  we  were  able  to analyze  quantitatively and  respectively  the  structural

changes  in a protein unfolding-refolding  process, depending  o. n  diff'erent hierarchical structure

levels and  the  structural  transition  cooperativeness  between those  structure  levels, local structur-
al  changes,  and  so  on.  We  show  the recent  dcvelopment  of  an  X-ray solution  scattering  method

with  significant  improvements  of  the  experimental  rcselutions  in both time and  space  due to thc

use  of  third-generation  SR sources,  such  as  SPring-8 in.Japan.
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