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1． 蛋 白質の 立 体構造 と ， 揺 ら ぎの 関係

　一
分 子 内架橋 ， 基質分子 結合 ， 変性剤

　　　の 水素交換反 応速度へ の 影響一

久　米　克　也

初 め に ， 蛋 白質構造 は ， 水素結合や Van 　der　Waals’ forceな どの 弱 い 相互作用 エ ネ ル ギーに

よ り安定化され て い る 。 従 っ て ， そ の 構造は よ く揺 ら ぐ。周 りの 環 境が 生理的条件か ら外れ る

と， 蛋 白質構造は 大き く揺 ら ぐよ うに な る 。 そ して つ い に は ， そ の 揺 らぎに耐 え切 れ な くな っ

て ， ポ リペ プチ ドの ラ ン ダム コ イ ル 状態に 構造転移す る 。 しか し ， 周 りの 環境が生理的条件 に

戻 れ ば ， 蛋 白質は 自発的に巻 き戻 る 。 そ して 再び酵素活 性を持 つ 秩序構造 を形成す る 。 こ の 可

逆的構造転移過程は ， 遺 伝的情報 を必 要 と しな い ， 自由エ ネ ル ギ
ー
最小の 方向に進む 熱力学過

程で あ る 。 （図 1 ）

　こ の 構造転移機構 を明 らか にす る に は ， 構造転移経路 を詳 し く追跡すれ ば 良い 。 しか し現在

の と こ ろ構造転移経路 を調 べ る有効な手段は存在 しない 。 そ こ で我 々 は ， 構造転移機構 を明 ら

か にす るため に ， 構造転移過程で 通過 す る秩序構造 の 揺 らぎ の 限界状態に 注目し研究 を行 な っ

て い る 。我 々 は ， こ の 揺 らぎの 限界状態 を遷 移状態 と呼 ん で い る 。

　遷移状態は 次の よ うな 二 つ の 側面 を持 つ
。

一
っ は ， 遷移状態が構造転移過程にお け る 自由 エ

ネ ル ギ ー極大の 活性化状態で ある と言 うこ とで ある 。 秩序構造 と遷 移状態の 自由エ ネ ル ギー差

は ， 構造転移 の 動的測定 よ り得 られ る 。
二 つ に は ， 遷 移状態 が秩序構造の 揺 らぎの 限界の 状 態
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で ある と言 うこ とで ある 。 従 っ て 遷移状態に対 す る 静的清報は ， 秩序構造 の 揺 ら ぎを調 べ る こ

とに よ り得られ る 。

　遷移状態に 対す る動的 ， 及 び 静的性 質を比較検討す る こ とに よ り， 遷移状態に つ い て の 理 解

が一層深 ま る と考 え られ る 。

　構造転移に お け る 動的研究は ， segawa らに よ り温度ジ ャ ン プ 法 を用い て行 なわれ た 。 そ し

て 構造転移速度が明 らか に され ， 秩序構造 の 安定性が決定 され た 。 表 1 に segawa らが 明 らか

に し た 構造転移速度を示 す 。

　そ こ で 我 々 は ， 秩序構造の 揺 ら ぎを調べ る こ と に よ り ， 遷移状態に 対 す る静的情報 を得 よ う

と試み た 。

　秩序構造 の 揺 らぎ を測定する 手段に は
， 秩序構造か ら の 水素交換反 応速度 を測定す る方法が

ある 。 蛋 白質内部の 水素は ， そ の 立 体構造に よ り水素交換が妨 げ られ て い る 。 しか し秩序構造

が揺 らぎ，そ の 立体構造に歪 み を生 じ る と ， 内部の 水素は交換可能 と な る 。 従 っ て 秩序構造の

揺 ら ぎは ， 水素交換反応速度に 反映 され る
。 我 々 は ， 主鎖ペ プ チ ド水 素 の 重水 素交換反応速度
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を測定す る こ とに よ り，秩序構造の 揺 ら ぎを調べ た。

　本研究に 用 い た 球状蛋 白質は ， ニ ワ トリ卵 白 リゾチ
ーム （分子 量 14307 ：129 残基 ）で ある

。

　リゾチ ーム 分子 の 126個 の 主鎖 ペ プ チ ド水素の 内 ， 分子内水素結合を持 つ 約 42個の 水素は ，

遅 く交換 され る 。 こ れ ら の 42 個の 水素は さらに二 つ の グル ープに 分か れ る。　半 分 の 21 個 は

リゾチ
ー

ム 分子 の 比較的柔 らか い 部分に属 し，残 りの 21個は リゾチ ーム 分子 の 固 い 部分に 属 し

て い る 。図 2 に交換反応速度の Arrheniusプ ロ ッ トを示 す 。 活性化 エ ン タ ル ピーの 小 さな部分

の 交換反応が，秩序構造 の揺 ら ぎに よる 交換反 応 を表わ して い る。 また 活性化エ ン タ ル ピーの

大きな交換反応 は， リゾチ ーム が ラ ン ダム コ イ ル 状態に構造転移 して 生 じ る交換 を表 わ して い

る 。 こ の 部分の 交換反応速度は ， ラ ン ダ ム コ イ ル 状態の 存在確率 と化学交換反応速度の 積 に な

る 。

　高温で は，固い 部分 も柔 らか い 部分 も共 に ラ ン ダ ム コ イ ル 状態か ら交換 す る。従 っ て 交換反

応は
，

一
相と して 観測 され る 。 しか し低温 に なる と ， 柔 らか い 部分 は秩序構造 の 揺 らぎに よ り

交換 し始 め る。 しか し固い 部分 は，依然 と して ラ ン ダム コ イ ル 状態か ら の み 交換 され る 。 従 っ

て 交換反 応は ，二 相 に分か れ る。

　我 々 は ， こ の柔 らか い 部分 の 交換反応速度に注 目し， 分子 内架橋 ， 基質分子結合， 変性剤が

秩序構造 の 揺 らぎに及ぼす影響 を調 べ た。そ し て 次 の よ うな 結果 を得 た 。

1） 分 子内架橋 の 影響 （図 2 ）

　 ★　分子内架橋は ラ ン ダム コ イ ル か らの 交換反応速度 を非常 に減少 させ る が （約 1／20000），

　　秩序構造の 揺 らぎに よる交換反応速度は ， ほ とん ど減少 させ な い （約 1／20）。　 こ の こ と

　　か ら次 の 様な こ とが分か る 。 分子 内架橋 は ラ ン ダム コ イ ル 状態の エ ン トロ ピ
ー

を下 げ ， 熱

　　的安定性 を大き く増大 させ て い る 。 しか し分子内架橋 は秩序構造 の 安定性 をほ とん ど増加

　　 させ て い な い 。ま た秩序構造 の 揺 らぎ もほ とん ど抑制 して い ない 。
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★　天然 リゾチ
ーム の 熱変性温度領域 （約 72 ℃ ）に お い て も， 架橋 リゾチ

ー
ム 内部 の 水素 は ，

　 秩序構造 の 揺 ら ぎ で は 交換 され て い な い
。 従 っ て 秩序構造 の 揺 ら ぎは

，
こ の 温度預域 に お

　　い て も限 られ て い る こ とが分か る。 こ の こ とは ，架橋 リゾチ
ーム が巻 き戻 りさえ して い れ

　　ば ， 十分 コ ン パ ク トな構造 を持 つ こ とを示 し て い る
。

★　 Wuthrich は ，蛋 白質 の 水素交換反 応速度は ， 蛋 白質の 熱的安定性に 依存す る と報告 して

　 　い る 。

　　　し か し我 々 の 実験で は ， 柔 らか い 部分 の 交換反応速度は ， 分子 内架橋に よ る熱的安定性

　　の 増加 に もか か わ らず ， ほ とん ど減少 し な か っ た 。 こ れ は ，Wuthrich の 結果 と非常 に異 な

　　る 結果で あ る 。

2）基質分子結合 の 影響 （図 3 ）

★　 （NAG ）の 結 合 は ， リ ゾチ ーム の 秩序構造 を非常に安定 にする 。 し か し秩序構造の揺 ら

　　ぎ は全 く変化 しな い 。こ れ は秩序構造の 揺 ら ぎが ， 秩序構造の 安定性に 依 存 して い な い こ

　　と を表わ して い る。

3） 変性剤 の 影響 （図 4 ）

★ 　変性剤は ， リゾ チ
ー

ム を非常に壊れ やす くす る 。 しか し秩序構造 の 揺 らぎは ， 全 く変化

　　しな い 。 こ の こ とか ら秩序構造は ， 2− PrOH に よ っ て 影響を受けな い こ とが 分か る。

　　2− PrOD は 遷移状態に作用 して ， そ の 自由 エ ネ ル ギ ーを下 げ て い る と考え られ る。

以上 の こ とか ら次 の こ とが 分 か る。

☆　蛋白質は ， 巻 き戻 りの 中間体 を持た な い ， all−or −none 的完全 二 状態性 を示 す 。

☆　遷移状態は ， 重水 素交換で観測され る秩序構造 の 揺 らぎよ りも ， もっ と全 体的で 協 同的

　 な揺 らぎの 状態で あ る と考 え られ る 。

2． 葉緑体光合成系 H の ESR と ENDOR

佐　藤　純　一

　高等植物の 光合成系初期過程は ， 700nm の 光に反応す る光合成系 1 と ， 680・nm の 光に反

応す る光合成 系 且と に分 けられ る 。こ の うち，私 は酸素発生系 を含む 系 皿に 注 目 し ， 系 llに特

有 な ESR シ グナ ル で あ る SignaHI を ESR と ENDOR を使 っ て 調 べ た 。 そ の 結果 ，
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