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Study of Structural Properties and Killer Mechanism of SMKT (Salt-Mediated 

Killer Toxin) Produced by Halotolerant Yeast, Pichia farinosa, Using Biophysical 

Techniques 

Fumihiko Tsuchiya 

Abstract 

It has long been known that certain yeast strains belonging to various species 

produce proteinous substances that kill sensitive strains. These proteins are called killer 

toxin, and killer toxins discovered from various kinds of yeasts and fungi have been 

studied so far. It is interesting that eaeh killer toxin has distinctive function and structure. 

The functional variety of killer toxins is convenient for the application to the industry. 

Actually, many scientists have investigated the killer toxins and tried the various 

industrial uses. However, the industrial application was difficult in spite of many efforts, 

because of the lack ofthe detailed data on the function of the killer toxins. Therefore, it 

is necessary that the killer mechanisms of the killer toxins will be elucidated by the 

accumulation of the experimental data using the biophysical technique. 

SMKT (Salt-mediated killer toxin) produced by halotolerant yeast. Pichia farinosa 

KKI strain, is a kind of the killer toxin. The toxin consists of two distinct subunits, 

alpha and beta, which are tightly linked without a disulfide bond under acidic conditions. 

Under neutral conditions, however, the alpha subunit precipitates, resulting in the 

dissociation of the subunits and the loss of killer activity The nucleotide sequence of 

the SMKI gene predicts a 222 amino acid preprotoxin with a typical signal sequence, 

the hydrophobic alpha, an interstitial gamma polypeptide with a putative glycosylation 

site, and the hydrophilic beta. Amino acid sequence analyses of peptide fragnents 

including the carboxyl-terminal peptides from each subunit suggest that the alpha and 

beta subunits consist of amino acid residues 19-81 and 146-222 of the preprotoxin, 

respectively, and the molecular weight of the mature alpha beta dimer is 14,214. Thus, 

SMKT is the protein studied well using the biochemical and biophysical techniques. 

However in spite of the many studies for ten years, the killer mechanism of SMKT is 

still unknown. Recently the experimental result that SMKT associates directly with the 

membrane of liposome was obtained (Suzuki et al., 2001). The result strongly suggests 

that the interaction between SMKT and any specific receptor in the membrane bilayer is 

unessential, because the liposome used has no such specific receptors. To verify this 

interesting report and to elucidate the killing mechanism of SMKT, this biophysical 

study has been done. 

This thesis describes about the results of the study using the biophysical techniques 

for the elucidation of the killer mechanisrrL of SMKT. In the first half of this thesis, the 

establishment of the new methodology of analyzing protein association is described and 



in the latter half, biophysical studies of SMKT (i,e., the structural change and 

interaction with lipid and SMKT) using NM:R, CD, fluorescence analysis and spin 

probe ESR techniques, are described. Finally, the killer mechanism by SMKT is 

proposed on the basis of structural changes of SMKT in the hydrophobic enviroument. 

I. The establishment of the new tool of analyzing for protein association: 

The difficulty on the study of the property of protein (e.g., SMKT) in the aqueous 

solution is lack of the proper methodology. The airn of the work in this chapter is to 

establish a new methodology for the evaluating the properties of proteins, such as 

structural change and mobility change provoked under various conditions. PGSE 

(pulsed-gradient spin-echo) NMR measurernent is one of the most useful tools on such 

study in the aqueous solution. The experimentally obtained diffusion coefficients (D) of 

lysozyme as a model of spherical protein in the various biological conditions were 

analyzed. It is concluded that the diffusion coefficient of the protein sensitively 

responses to the changes of electrostatic interaction and the effect of crowding, as well 

as the size of the aggregated particles of the protein molecules. The findings from 

lysozyme are useful for investigation ofproperties of SMKT. 

II. Biophysical study of SMKT for the elucidation of its killer mechanism: 

To obtain the evidence of the structural change of SMKT under the variable 

envirouments, especially in hydrophobic environment, is necessary for better 

understanding of the killer meehanism. The aim of this chapter is to obtain the 

experimental data on the structural change of SMKT in the hydrophobic environment 

and to examine the construction of killer mechanism. The interesting data were obtained 

by the biophysical experiments (i.e., NMR, fluorescence analysis and CD Spectrum 

Measurement). Furthermore, the interaction between the lipid and SMKT also became 

clear experimentally. A proposed killer mechanism of SMKT is as the following. When 

SMKT contacts the lipid membrane, remarkable change of SMKT structure is caused 

because of hydrophobic envirorurlent. SMKT dissociates to two subunits and enter to 

lipid membrane. This impact of structural change of SMKT probably is enough to kill 

the yeast. Each subunit entered into the membrane adapts on the hydrophobic 

enviroument and interacts to lipid by changing the structure. 

Results obtained are expected to provide the clew to the further experiments for 

perfect elucidation ofthe killer mechanism in the future. Furthermore, the elucidation of 

killer mechanism will be expected for development of new applications of yeast in the 

marine products' industry and the design ofnew medicine. 
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略語及び解説

SMKT　：　Salt－me（iiated　ki　l　ler　toxin

　　　耐塩性酵母乃o毎∂姦■劫osθKK1株産生のキラートキシン。遺伝子から翻訳された活性

　　　を持たない前駆体（α、β及びγ一サブユニットが切断されていない1本鎖のポリペプチ

　　　ドに糖鎖が結合した状態）がゴルジ体酵素によるプロセッシングを経て、α及びβ一サブ

　　　ユニットで構成される活性型のキラートキシン（S甑丁）となり、細胞外へ分泌される。名

　　　称の由来は高食塩濃度下でキラー活性の上昇が確認されたことによる。なお本研究では、

　　　分子間相互作用によるタンパク質の会合と区別するために、α及びβ一サブユニットによ

　　　るヘテロダイマー構造を二量体とせず、SMKT分子の単量体として取り扱う事にする。

PGSE　：　Pulsed　gradient　spin　echo

　　　磁場勾配パルスとスピンエコーパルス系列を組み合わせることによって、分子の空間的

　　　情報をスピン系に付加する醐R測定技術の総称。M服による拡散係数測定に不可欠な技法

　　　の一つ。なお、本論文においてはPGSE法の改良法であるStimulated　Echo（STE）を用い

　　　た。

群衆効果＝Crowding　effect

　　　分子の混み合い又は静電相互作用に由来する他分子を排除する擬似的体積の増加等によ

　　　って一分子あたりの占有空問が狭まるとき、分子の自由拡散は阻害される。この効果を

　　　本論文では群衆効果と定義する。

Trp　：アミノ酸の一種トリプトファン

　　　UV280nmによって励起し蛍光を発する。タンパク質分子には一般に数残基の丁聖が含ま

　　　れ、蛍光スペクトル測定によるタンパク質の構造研究の歴史は古い。Trpが水に接すると

　　　誘電率の変化によって蛍光スペクトルのピークがシフトする。一般に短波長側のシフト

　　　をブルーシフト、長波長側へのシフトをレッドシフトと呼び、それぞれTrpが構造に埋

　　　没する過程及び表面にむき出しになる過程巻示す指標となる。

PC　：フォスファチジルコリン

　　　細胞膜を構成する代表的なリン脂質。リポソームの材料として使用。

PG　：フォスファチジルグリセロール

　　　PC同様に細胞膜を構成する代表的なリン脂質。リポソームの材料として使用。
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1　序　論

1－1　タンパク質研究分野の課題

　ゲノム解析技術の進歩により、ヒトの遺伝子全領域の遺伝子配列決定が近年アメリカの一企業

により達成された。これには遺伝子の解析技術の飛躍的な進歩とデータベースの充実が背景にあ

る。しかし、遺伝子配列の解明により得られた情報はすぐに応用できるわけではなく、多くの研

究者は発現したタンパク質と遺伝子配列を比較する為に、質量分析装置を用いたプロテオ“ム解

析を始めた。また近年盛んにX線結晶構造解析や醐Rによるタンパク質の立体構造解析が行われ、

研究者はそのデータベースであるプロテインデータバンクに新しい構造を登録している。これは、

生命科学の焦点がDNA解析からタンパク質解析に移ってきたことの象徴である。しかし、この中

でタンパク質の機能を解明する手段はどこにも含まれてはいない。それは、タンパク質の機能が

その立体構造によって決まるからであり、決して遺伝子情報から推測できるものではないからで

ある。また、タンパク質の立体構造が解けたとしても、構造情報のみで機能を推測するには、ま

だ情報が不足している。だからこそ、タンパク質の働きを構造面から推測し検証していく事は、

これからのタンパク質の一般論的な理解を深める為に極めて重要な知見となる。また、タンパク

質構造の情報と生化学的実験の結果を結びつける、新たな研究手段の開発もタンパク質の性質の

理解を深めるために必要である。

　タンパク質の機能を知る為に、本研究ではこの題材として、タンパク質の一種である耐塩性酵

母Ploh1∂拓が刀os∂の産生するキラートキシン（S甑丁）を選んだ。このタンパク質は既に結晶構造

解析が済み、構造の一部分に特徴的な疎水性のヘリックスを有する事が知られている。このSMKT

を含むキラートキシンは真菌類の間で見られる生存競争に打ち勝つ為の毒タンパク質であり、百

種類余りが知られているが、構造解析に成功したものはS皿丁を含めてわずかに3種類である。

キラートキシンの機能は様々であり、遺伝子的な相同性も見られない。また、コードされている

領域が、染色体遺伝子上であったり、プラスミドであったりと様々である。S皿丁の場合は染色体

遺伝子上にコードされており、細胞内で酵素によるプロセッシングを受けるため、ヘテロダイマ

ー構造として細胞外に分泌される。このタンパク質は、感受性酵母を死滅させる。しかし、その

作用機能は明らかにされてはいない。本研究の焦点は、このタンパク質が、強い疎水性のコアを
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有している事から、細胞膜に直接攻撃をするタンパク質ではないかという点である。タンパク質

の構造と機能の関係を議論する上も、このようなタンパク質は非常に興味深い。本論文では、こ

のSMKTの構造研究を通じ、その作用機構及びキラートキシンの機能について考察する。

まず第一部では、SMKTを含む一般的な球状タンパク質の分子会合の新しい解析手段であるPGSE

㎜Rによる拡散係数の測定にっいて論ずる。ここでは、pH、温度、イオン強度などの溶液状態を

考慮したリゾチーム溶液のモデル系を用いて、網羅的な拡散係数測定並びに、結晶成長過程にお

ける拡散測定の研究結果により、タンパク質研究におけるPGSE　NMR法の有効性について考察す

る。また、このPGSE　NMR法によって得られたSMKTの溶液中における分子会合及び構造変化に関

する研究結果について考察する。

第二部は、SMKTの生物物理学的手法によって得られた研究結果についてまとめた。ここでは、

SMKTの脂質二重膜との相互作用を想定した、疎水環境におけるSMKT円二色性によるタンパク質

の二次構造測定、Trpの蛍光スペクトル測定及び醐R測定の結果からSMKTの構造変化を総合的に

考察する。さらに、スヒ。ンプローブESRによる研究では、SMKTと脂質との直接的な相互作用にっ

いて考察する。

1－2　キラートキシンに関する研究の背景

　人類の食料の中で、発酵食品は保存性の高さ、栄養面、風味の向上、ときには薬として古

くから親しまれてきた。これら、発酵の素となる酵母及びカビ類は人類にとって重要な資源

となっている。アルコール発酵能の強い5∂ooh甜0蝦5θS属酵母を中心に、パン、味噌、漬物

など、それぞれの用途に適した酵母が発見され、さらに晶種改良を重ね、利用されている。

　キラー現象は、1963年に異なる株の酵母50θ■θ7∫s∫∂θ間の拮抗現象として発見された。

このとき、明らかに一方の株が優勢であった事で、殺す側を「キラー」、殺される側を「感

受性」と呼称した。キラー酵母はタンパク質のキラー因子を産生する事が明らかとなってお

り、このタンパク質をキラートキシンと呼ぶ。興味深いことにキラート酵母には感受性菌と

耐性菌が存在する。自らの細胞及び耐性菌には全くキラー作用を持たないということは、単

細胞である酵母が免疫性を持っということを意味し、そのシステムの解明をする事は大変興

味深いことである。
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　既に研究されたキラートキシンの一部は分子レベルで解析が進んでいる。しかし現在のと

ころ、立体構造が明らかにされたキラートキシンはわずかに3種のみである。それは、

紛1110p3∫s耀∂痘∫のキラートキシン（醐R）、施6∫1∂go輝凄sのKP4トキシン（X線結晶構造

解析）そして、Plo加∂拓ガη05∂の甜KT（X線結晶構造解析）である。

　E姦r∫ηos∂のキラートキシンは、味噌の中から発見されたR拓■∫η05∂KK1株が産生す

る分子量14，214のタンパク質であり、感受性菌（50θrθv∫5拍θK1株）に対して高い食塩濃

度において強い漕性があることから、SMKT（Salt逝ediated－Killer　Toxin）と命名された1。

SMKTは、今までの研究により分子構造が明らかにされ、構造は施オ∫1∂go曜凄5のKP4ト

キシンとよく似た構造であった2β。しかし、この二つのキラートキシンはアミノ酸配列が全

く異なるため異なる起源より派生したタンパク質であることが明らかであり、KP4トキシン

がカルシウムチャンネルをブロックする作用のキラートキシンであるのに対して、S憾丁は全

く異なる作用機構をもっと考えられているが、現在のところ実験的には証明されていない。

本研究はこの点を解明するため、剛RをはじめESR、CD、蛍光スペクトル測定の物理化学的

手法を用いた。第IV部にその詳細を示す。

卜3　タンパク質の分子会合に関する研究の背景

　タンパク質の構造は一般的には三次構造あるいは複数のサブユニットが一体となった四次構

造で議論される。しかし、タンパク質同士の会合は良く知られるタンパク質の性質であり、会合

によってタンパク質の機能変化を想定する事も、タンパク質の研究する上で重要な注意点である

事は間違いない。この会合の情報を平均分子量として得る方法は、中性子散乱が最も一般的であ

る4。しかし、中性子散乱の結果を評価する為には、全く異なった原理による分子量の測定法が

必要である。本研究はこの新しい分析方法として、通常低分子の拡散係数測定で行われるPGSE

醐R法5－7をタンパク質の分子会合研究に応用し、有効性を評価した。NMRは非破壊分析であり、

リアルタイムでの観測が可能な事、同時に二次元スペクトル測定や多核スペクトル観測が可能で

ある事など、中性子散乱に比べて分析方法が多彩で豊富な情報が得られる利点を持つ。
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第　II　部

拡散係数測定によるタンパク質の分子会合と溶存状態の解明

SMKTの機能の解明において、X線結晶構造解析の結果を正確に理解することが重要であり、

そのために溶存状態を明らかにする必要がある。本章は、既に水分子などの低分子の拡散に

関する研究において常法となっているPGSE剛R法による拡散係数測定を、高分子の拡散測

定に応用してS甑丁をはじめとする球状タンパク質の溶存状態、特に分子会合の解明に関す

る新しい方法論を確立することを目的にしたものである。
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H－1方法論の確立一リゾチームをモデルとして

11－1序

　1　リゾチームの分子会合に関する研究の現状

　リゾチームは数多くのタンパク質の中でも最も多く研究に用いられるタンパク質の一

つであり、その分子会合についての性質は、過飽和状態及び飽和点以下の状態について

幅広く報告されている。今研究で用いた鶏卵白リゾチームは分子量14，307であり（aニ

27，5A、bニ16。5A）1としてモデル化される。このリゾチームの分子会合については、

分析用超遠心分離島3、透析4、光・中性子散乱5曽16及びNMR17といった近代的な分析法によ

って多くの研究がなされてきた。しかし、いずれの実験も実験条件（イオン強度、温度、

タンパク質濃度及びpH）に一貫性がなく、結果の解釈もまとまりにかけるのが現状である。

タンパク質の分子会合の研究で、一番求められていることは、あらゆる条件（イオン強度、

温度、タンパク質濃度及びpH）における網羅的なデータの取得及び解析に他ならない。

　タンパク質の水溶液中での振る舞いは、タンパク質の結晶化のプロセスを理解するた

め、さらに生体を理解するための極めて重要な要素である13。小さい分子とタンパク質

との結晶化における重要な違いは、タンパク質が低分子に比べ、より過飽和度の高い状

態で結晶化する点である14。タンパク質の結晶化において凝集体の形成が必要であると

一般的には考えられているが、その段階がどのように進行するかについての理解は不十

分である。タンパク質が極めて低い濃度でなければ、多くのタンパク質は、例えば、単

量体⇔二量体⇔多量体といったように異なるレベルの会合体の状態問で平衡しながら共

存している。タンパク質の会合と溶解度は、pH、温度あるいはタンパク質濃度や塩濃度

といった複数の溶液条件に依存している。タンパク質がコロイドとポリマーの1生質を持

つ以上、この複雑な環境下にあるタンパク質の挙動を決めるのは、分子問に起こるカに

よることは確かである13’15－18。

　しかし、超遠心分離機による平衡沈降法の会合の研究や、光・中性子散乱などで行わ

れてきた幅広い研究1－7でさえ、分子会合の状態とその機構について明らかにする事が難

しいのが現状と言える。簡単にそれらのいくっかの文献について要約する。Boue6らによ
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る中性子散乱の研究結果では、pH9以上の条件下でリゾチームは単量体⇔二量体の平衡

状態が顕著に見られた6。彼らはまた、過飽和度の高い条件において八量体のような高度

な分子会合を観測した。結晶化速度のデータから、Liらはリゾチームの会合が単量体か

ら二量体へ、二量体から四量体へ、さらに四量体から八量体へと進行するという説を立

てた19。しかしLiらはpH4において化学的な架橋を施した過飽和のリゾチーム溶液で

の実験では、高いイオン強度の溶液では巨大なリゾチームの会合体を生む事、またその

会合体は明らかに単量体リゾチームが加わる事によって成長すると結論した20。このよ

うにリゾチームの分子会合の研究では、測定条件や、分析手段によって結果の解釈が一

致せず、結論に一貫性が欠けるのが現状と言わざるを得ない21－23。

　なお、リゾチームの分子会合における構成ユニットの置換、平衡に達する時間は非常

に遅い。現在明らかにされた事としては次のようなことが挙げられる。すなわち温度低

下、pHの上昇あるいは低下、過飽和度の上昇によって、リゾチームの会合は二量体から

高次の会合体へ段階的に移行する。異なる数のリゾチーム会合体の間で構成ユニットが

交換されるには、抗体とリゾチームの複合体のライフタイムが103秒以上と非常に遅い

24
この反応系のタイムスケールは比較的長いとされるPGSE剛R法のタイムスケールに

おいても観測が可能であると期待される。

2　タンパク質の群衆効果（Crowding　Effect）と静電相互作用

　ある拡散をする粒子が限られた空間の中に多量に存在する場合（粒子が拡散に要する

占有空間に対して、一分子当たりの占有空間が著しく小さい状態）、粒子の拡散は近隣の

他の粒子との衝突または斥力による反発によって阻害される。このとき見かけ上、粒子

の拡散係数は実際の拡散係数よりも低く見積もられる。このような分子間相互作用によ

って見かけの拡散が低下する効果を本論文中では群衆効果と呼ぶことにする。

10



一般的に低イオン強度の溶液中において、タンパク質の分散には静電的な斥力及び引

力が同時に影響し合っていると考えられている18。本研究に用いた鶏卵白リゾチームは、

非常に高い等電点（pI＝11）を有することから、本研究で実施した全てのpH条件において

正電荷を帯びていると考えられる。このため、本研究における低イオン強度条件下のリ

ゾチームは、互いの斥力で反発しながら一種の群衆効果を生み出す（図H－1参照〉はずで

ある。タンパク質の結晶化条件などでは、理想的にタンパク質を分散させる為に、NaCl

のような塩を添加し、この静電効果を減少させる亀2q25のが一般的である。また、0．5MNaC1

以上の高イオン強度条件下では大量のイオンによってタンパク質表面の電荷は完全に遮

蔽され、純粋にファン・デル・ワールスカが主なタンパク分子問に働くカとなる8・16と考

えられる。

　　　　，ノ　　　、、

　　　　ノ　　　　　ヤ　　　　　　　　　　　　ヤ　　　ノノ

（＼y鋤価くえ
夢愈釜狸）

図皿一1群衆効果と静電相互作用

　　　左の図は、タンパク質の電荷の斥力によって反発している状態を示す。右の図は

　　　塩の添加により大量に発生したイオンによってタンパク質の表面電荷が遮蔽され、

　　　タンパク質分子間の静電相互作用を失った状態を示す。静電相互作用の影響を塩に

　　　よってコントロールすることで、拡散状態が変化する。
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3・タンパク質のPGSE　NMRの拡散係数

PGSE醐R法を用いたタンパク質の拡散係数〃の測定で注意しなくてはならない事は、

高分子の剛R測定で常に問題となる、スピンースピン緩和（ろ）及びスピンー格子緩和（君）

の緩和時間の短縮によるシグナル減少の影響を最小限に抑える必要がある点である。本

研究では、この問題を解消するために開発された、Stimulated－Echoパルス系列（図H－2

参照）を用いてリゾチームの拡散を測定した。このパルス系列の特徴は、シグナルの消失

の原因となる乃緩和（πに比べ緩和が速い）の効果を、一時的に名緩和過程に移すことで、

シグナル強度を保持することが可能な点である。これによって、水などの拡散に比べ拡

散が遅いタンパク質の測定で十分な精度を確保するために、シグナルの分離を行うため

の時間“△”を長めに設定できることが可能となり、各データポイントの平均化を良好

に行うことが可能である。

　　　乃　　　　　　婿　　　　　　る
＜一一一一一一一レくトー一一一一一一一一一一一一＞く1卜一一一一一一一一1〉

τ

δ

τ

δ

resaturation

砂糞…．

赫

華 ／一嚢一

π／2 π／2 π／2

△

図H－2 Stimulated－Echoパルス系列

　ここで、δは磁場勾配パルスの幅、今はシグナルの分離時間、gは磁場勾配パル

スの強度を示す。本研究では、タンパク質のシグナルを観測するために不要な大量

の水のシグナルを除くために、このパルス系列に溶媒飽和（presaturation）の照射

を配した。
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1実際に、Stimulated－Echoパルス系列を用いた実験で磁場勾配パルスの強度gを段階的

に大きく（最大のg値の0，10，20，…80，90％というように）して測定すると、得られる

NMRのシグナルは図II－3のように減少する。g値の二乗に対してそのときのスペクトル

の面積（例えば、0．4～1．8ppm）の対数をプロットすると、図H－4のように直線的な相関

関係が得られる。このデータポイントの傾きと拡散係数は以下の式26雪28で表される。

o

γ

9
δ

△

0＝s1・pe／一γ292δ2（△一δ／3） （1）

　di£匝sion　coef5cient

9》αOmagnetiC　ratiO

the　magnitu（1e　ofthe　gradient

：the　width　ofthe　gra（1ient　pulses

　the　separation　between　the　leading　edges　of重he　gradientpulse

4　拡散係数からの分子サイズの算出

分子が球状である場合、ストークスーアインシュタインの式（式一2）が適用される。この

式は拡散係数0　と平均分子半径瑞が反比例関係にある事を示している。

ρ

1く

T
Rp

0＝KT／6πノち

：Dif釦sion　coefficient

：Boltzmann　constant

：temperature

Stokes　radius

（2）
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5群衆効：果についての理論的モデル

本研究では、PGSE醐R法による拡散係数の評価をするために、To㎞yama－Oppenheimモ

デルを比較に用いた29。このモデルは高濃度のタンパク質溶液で起こる群衆効果を考慮

する理論的モデルである。群衆効果の影響による拡散係数の減少に関する係数五は以下

の式一3で得られる。リゾチームの単量体の理想的な拡散（無限希釈された拡散係数値）

との比較によって、群衆効果の度合いを見積もることができる。

9珍

（　1 ）
32

乖（珍） （3）

（弓編o）

1＋H（玲）　＋
（1圃玲。）2

ここで、

2わ（珍）2 6（珍） ゐ（協）o（筋）（2＋c（協））

玖Vp）　一
（1一わ（珍）） （1＋20（珍）） （1＋o（珍））（1－6（珍）＋o（協））

わ（珍）＝（9協／8）1／2

6（玲）ニ11玲／16

珍は、偏比容を表し、リゾチームの場合は0。75mL／gとなる。

15



6・リゾチームの会合体の溶存状態と溶液条件に関する網羅的拡散係数の測定

本研究は、pH条件（pH＝3，4．6，6及び8）、測定温度（283，、288，283，298及び308K）、

NaC1濃度（0，0．15及び0。5M）及びリゾチーム濃度（1，5，2．8及び10耐）の広い測定条件

でリゾチームの拡散を観測することによって、飽和点以下の条件、静電相互作用影響下

の条件、過飽和状態の条件といった多様なリゾチーム溶存状態を再現した。いままでの

タンパク質の分子会合の研究では、限られた溶液条件での実験結果についての狭い範囲

の議論がなされたことによって、相互にデータを比較する事が困難であった。ここに、

タンパク質分子会合の研究が停滞している原因があったと考える事ができる。本研究の

溶液条件を考慮した網羅的測定は、タンパク質の分子会合の研究分野での新たなアプロ

ーチの手段となると考えられる。
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皿1－2実験方法及び材料

1　リゾチーム溶液の調製法

粉末のリゾチーム適量をO．15M　NaCl溶液に溶解し、100μMのリゾチーム溶液（0．14％）

を調製した。これをHC1又はNaOH溶液を用いて、目的のpH（pHニ3，4．6，6及び8）に調

整した。この溶液を遠心型限外ろ過膜（Centriprep）を用いて濃縮した。得られた濃縮液に

目的のpHに調整した異なるNaC1濃度（0，0．15及び0．5M）のNaCl1 液を適量加え、さら

に限外ろ過を繰り返した。この操作は、試薬のリゾチームに含まれる酢酸緩衝液を除くた

めのもので、少なくとも3回繰り返された。最後に得られたリゾチーム濃縮液の紫外線吸

光度測定（OD28。）を行い、そのデータをもとに最終リゾチーム濃度（1．5，2．8及び10副）と

なるように正確に希釈し調製した。

なお、試料調製に用いた精製水には剛Rの周波数Lockのために10％の重水を添加した。

本実験で用いた試薬及び器具を以下に示す。

［試薬・器具］

　　リゾチーム：from　chicken　egg　white［SIG漁］

　　NaCl，HCl及びNaOH：特級［和光純薬］

　　Centr　iprep：cutoff　MW　3000　［AMICON］

17



2・NMRの測定

試料液を入れたサンプル管（試料液の高さlcm）をNMR装置に導入し、温度調整のため15分

間プローブ内に置き、測定を開始した。用いたパルス系列はstimulatedechopulsesequenceに

15秒のpresaturationを加えたものを用いた。各測定には12ポイントのデータを測定してそ

の時の面積に対する、磁場勾配パルスの強さをプロットし、傾きを算出した。全ての条件に

ついて、3回づつ繰り返し、算出された平均値を求めた。

器具・装置及びパラメータ

　M駅装置：DMX500［BRUKER］

　プローブ：5㎜トリプルレゾナンス（磁場勾配パルス）

　サンプル菅：5㎜マイクロチューブBMS－500［SHIGEMI］

　PGSE一剛R実験パラメータ：△：34ms，δ：5ms，g　l　O．64Tnゴ1

　Data　point：32K

　積算：80回

　パルス系列：stimulatedechopulsesequence

　拡散係数測定データの抽出：0．4～L7ppm
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π1－3　結果及び考察

1　溶液の拡散係数

　タンパク質の拡散は溶液の粘性の影響を受けるため、タンパク質の拡散係数を確認す

る前に、実験に使用したNaC1溶液（0，0．15及び0．5M〉の水の拡散係数を測定した。この

結果、各NaC1溶液のNaCl濃度が水の拡散係数に殆んど影響しない事が明らかとなった

（結果省略）。よって、タンパク質の拡散係数は純粋にタンパク質同士の相互作用を反映

すると結論された。なお、各溶液に含まれる重水（10％）によって、純水の拡散係数の値は

5％ほど低下した。

2　分子会合の始まり（屡．5州リゾチーム溶液）

　リゾチーム濃度L5溺におけるリゾチームの拡散係数測定は、5種類の温度条件（283，

288，293，298及び308K）、3種類のNaC1溶液（0，0．15及び0．5M）並びに4種類のpH

条件（pH3，4，6，6及び8）で行われた。各条件の拡散係数の測定結果より算出された拡

散係数を図H－5に示した。NaC1を含まない溶液中のリゾチームの拡散係数は、pHの低い

条件では無限希釈状態の拡散として算出された単量体のリゾチームの拡散係数値より低

い値を示した（図II－5A）。このときのリゾチームのNMRスペクトルはシャープな線形を示

した。一方、0．15M　NaC1溶液のリゾチームの拡散係数は、低いpH条件下で計算による

拡散係数値とほぽ一致した。このときの㎜Rスペクトルの線幅はNaC1を含まない条件下

の同じpH条件下のものと同様のシャープな線形を示した。等電点をpH11付近に持っリ

ゾチームにとって低いpH条件は、その表面の電荷の効果が強く現れる条件であり、0．15

M　NaC1が電解してできるイオンの存在はこの電荷を打ち消す役割をしている。この効果

は塩溶としても知られる効果である。逆にNaClが存在しない条件下では静電相互作用が

遮蔽されないため、分子間の斥力が強く働くため、これが一種の群衆効果を生み、結果

的に拡散係数を低下させた要因となったと推定された。このリゾチーム濃度における拡

散係数値は、Tokuyama－Oppenheimのモデルによれば、群衆効果によって無限希釈条件の
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拡散係数に対して5．9％低下すると予想された。

O　M　NaC1におけるリゾチームは、低温においてはpH上昇に対して殆んど拡散係数が上

昇しなかったが、逆に高い温度ではpH上昇にともなって上昇した。リゾチームの等電点

は11にあり、このpH上昇にともなってリゾチームの電荷が減少していくことから、拡

散係数の上昇は、分子間の静電相互作用による斥力の減少に由来すると考えられ、この

条件下のリゾチームの分子会合の状態は殆んど変わらないと考えられた。

0．15M　NaCl溶液におけるリゾチームは、pH上昇にしたがって、拡散係数の値を低下

させた（図∬一5B）。この条件下では、静電相互作用の効果が殆んど無視され、タンパク質

問の分子問相互作用のみが働くようになる。この低下は分子会合の進行によるものと推

定された。

0．5M　NaCl溶液は拡散係数が最も高いpH3において、拡散係数は計算上のリゾチーム

単量体の拡散係数より低い値を示した（図H－5C）。
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図皿一5　1．5mMリゾチーム溶液の各条件における拡散係数

A，B及びCはそれぞれ、0、0．15及び0．5MNaC1溶液中のリゾチームの拡散係数

を示す。このとき、各溶液には重水素ロックのため10％のD20を添加した。なお、

測定温度（K）の違いによって、各データポイントを異なるシンボルで表記した（283

K（◆），288K（×），293K（▲），298K（●）及び308K（□））。また、分子構造か

らストークスーアインシュタインの式により理論的に計算された単量体の拡散係

数を各グラフのY軸上に示した（白抜きのシンボルで表記）。なお

Tokuyama－Oppen負eimモデルにおいて、群衆効果による拡散係数の低下は5．9％と算

出された。また、OMNaCl溶液（pH3）のアレニウスの活1生化エネルギーは18，6kJ

mol♂であった。
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3・分子会合したリゾチームの拡散（2．8及ぴ10mMリゾチーム）

　リゾチーム濃度2．8剛におけるリゾチームの拡散係数測定は、5種類の温度条件（283，

288，293，298及び308K）、3種類のNaCl溶液（O，0．15及び0．5M）並びに4種類のpH

条件（pH3，4，6，6及び8）で行われた。このリゾチーム濃度における拡散係数の値は、

Tokuyama－Oppenheimのモデルによれば、群衆効果によって10．9％低い値を示すと算出さ

れた。

　0．5M　NaC1におけるリゾチームでは、低温条件下（283及び288K）におけるpH条件の

一部にpH上昇に従って拡散係数が上昇するデータを得た（図丑一6C）。他の拡散係数が、

pH上昇に従って低下する傾向を示すのに対して、この一見特異的な現象が確認されたこ

とは、試料溶液中に過飽和により生じた沈殿又は結晶化等の不溶化したリゾチームの増

大に起因すると推定された。つまり、不溶化の際の凝集化による分子量の増大が醐Rシ

グナルの緩和を充進させ、検出が困難となったことによる、シグナルの消失が起きたと

推定された。一般的にこのように強大な会合体は剛Rでは観測できない。言い換えれば、

NMRによる観測の特長として、巨大化したタンパク質の増大は、可溶タンパク質の希釈を

意味する。

過飽和状態の10耐リゾチーム溶液についても、同様に5種類の温度条件（283，288，293，

298及び308K）、3種類のNaCl溶液（0，0．15及び0，5M）並びに4種類のpH条件（pH314．6，

6及び8）で拡散係数の測定を行った（図II－7）。このリゾチーム濃度における拡散係数の

値は、Tokuyama－Oppenheimのモデルによれば、群衆効果が含まれており、それぞれ無限

に希釈した時の拡散係数に対して36．3％低い値を示すことが予想された。

　この濃度条件では全てのpH3における拡散係数の値が理論的に算出した単量体の値に

比べ著しく低い値を示した。O　M　NaCl溶液にっいての測定では、全ての温度条件でpH

の上昇に従って拡散係数が減少した（図II－7A）。しかし、0．15M　NaC1溶液では、308K

の温度条件を除いて拡散係数がpH6～8の間で上昇した。0．5M　NaC1（図H－7C）では、pH

の全ての条件で測定されたのは308Kのみで、他の温度条件では最も低いpH3で測定可

能であった以外は、著しい沈殿あるいは結晶化が生じたことによって測定が困難であっ

た。測定された、308Kの条件にっいてもpH上昇にともなって拡散係数が上昇し、リゾ

チームの溶解度の限界に近い条件であることが容易に判別できた。この時の醐Rスペク
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トルはpHの上昇に伴って著しい線形の平坦化が進み、分子会合が進行していることを示

した。しかしながら、ピークの位置に変化は見られず、リゾチームの単量体（多量体のユ

ニット）レベルでの構造変化が起きていないと推定された。

4　PGSE　NMR法による拡散係数のデータの特性

醐Rの拡散係数測定の特徴は、巨大な分子会合のシグナルが乃緩和によるシグナルの消

失によって結果のスペクトルに反映しない事であった。これは、パルス系列の時間パラ

メータτ値を短く設定する事で、ある程度解消できる。むしろ、巨大な会合体のシグナ

ルを排除する特性は、例えば結晶過程における低分子会合体の拡散を敏感に捉える事が

できる点においては、溶存する粒子全体の情報を反映する中性子散乱のデータに対して

有利な点といえる。いずれにしても、散乱のデータから得られる拡散係数とPGSE醐R法

による拡散係数は全く原理が異なることから、両者の分析法としての価値に優劣はなく、

むしろ相互に補い合いながら両立するものと考えることができる。よって、今後この両

者の拡散係数が相互に比較されることによって、タンパク質の分子会合に関する実験デ

ータはより深い考察へと導かれると期待される。
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図皿一6　2．8mMリゾチーム溶液の各条件における拡散係数

A，B及びCはそれぞれ、0、0．15及び0．5M　NaC1溶液中のリゾチームの拡散係

数を示す。このとき、各溶液には重水素ロックのため10％のD20を添加した。な

お、測定温度（K）の違いによって、各データポイントを異なるシンボルで表記した

（283K（◆），288K（×），293K（▲），298K（●）及び308K（□））。また、分子構

造からストークスーアインシュタインの式により理論的に計算された単量体の拡

散係数を各グラフのY軸上に示した（白抜きのシンボルで表記）。なお

Tokuyama－Oppenheimモデルにおいて、群衆効果による拡散係数の低下は10．9％と

算出された。Cの試料液は低温における高いpH条件下において、結晶又は沈殿が

発生した。
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図皿一7　10mMリゾチーム溶液の各条件における拡散係数

A，B及びCはそれぞれ、0、0．15及び0．5M　NaC1溶液中のリゾチームの拡散係

数を示す。このとき、各溶液には重水素ロックのため10％のD20を添加した。な

お、測定温度（K）の違いによって、各データポイントを異なるシンボルで表記した

（283K（◆），288K（×），293K（▲），298K（●）及び308K（ロ））。また、分子構

造からストークスーアインシュタインの式により理論的に計算された単量体の拡

散係数を各グラフのY軸上に示した（白抜きのシンボルで表記）。なお

Tokuyama－Oppenheimモデルにおいて、群衆効果による拡散係数の低下は36．3％

と算出された。Cの試料液は著しい結晶又は沈殿の発生が確認された。
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π1叫結論

本章の実験結果より、PGSE　NMR法により計測された拡散係数は、リゾチームをはじめとす

る球状タンパク質の分子会合体の粒子サイズを反映することが確認された。そこで得られる

データは、巨大な会合体又は結晶などのシグナルは除去され、会合の進行度が低い比較的小

さな会合体（本測定条件では八量体までは可能）の拡散を反映した（パラメータの設定によっ

て観測する会合体のサイズの調整は可能）。この特性から、Liらの結果30（リゾチーム結晶成

長は八量体が結晶に加わって起きる）から想定されるリゾチーム結晶過程における溶存リゾ

チーム会合体の観測に、PGSE剛R法が適していると結論された。

PGSE醐R法の拡散係数はまた、群衆効果のような分子間相互作用についても敏感に反映す

ることが確認された。このため、ファン・デル・ワールスカによる真の会合状態を検出する

ためには、試料の調製に際しては、群衆効果による拡散係数への影響を取り除く事が必要で

あると結論された。

上記に示した結果によって、PGSE　NMR法によるタンパク質の分子会合の研究は、既存の分

析手段に加わる新しい評価法として、今後活用されると期待された。
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】1－2　結晶成長過程におけるリゾチームの拡散係数の経時変化

及びリゾチームの単量体の拡散係数

H2－1序

　前章で行ったNMRの拡散係数の測定では、静電相互作用、温度による溶解度変化、

pHによる効果がリゾチームの見かけの拡散係数に反映された。これらの測定結果は

いずれも群衆効果と分子会合の要素を含んでおり、無限に希釈した条件での拡散係数

を示すものではなかった1。

本章ではリゾチームの結晶過程における、溶存リゾチームの拡散係数の時間変化を

計測し、溶液に存在するリゾチームと結晶（固体〉中のリゾチームの交換が平衡に達し

た時点の溶存リゾチームの見かけの拡散係数が何を示すかについて検証した。

　なお本研究は、現在のタンパク質構造解析の分野で結晶化条件最適化の手法が極め

て重要にもかかわらず、観測する技術が未開発2～4であることに対する、一つの方法

論の提起という意味で重要な価値があると考えられる。
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互2－2　実験方法及ぴ材料

1　リゾチーム溶液の調製法

前章と同様に、Centriprepによる溶媒置換によって0．5M　NaClを含む、4種類の濃度

（3，5，6及び7副〉のリゾチーム溶液（pH6〉を調製した。この時用いた精製水には、剛R

測定の周波数ロックのため10％の重水を添加した。

2測定

試料を調製した後、直ちに298Kに設定した㎜Rプローブに導入し、各試料について

それぞれ7目間にわたり、リゾチームの拡散係数の経時変化をPGSE剛R法で観測した。

測定パラメータ及び解析法は前章と同じ方法で行った1。
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皿2－3　結果及ぴ考察

　リゾチーム結晶成長過程の拡散係数の時蘭変化を図II－8に示した。無限希釈状態

のリゾチームの拡散係数をTokuyamaらの群衆効果の毛デル5（前章式一4）に従い、

式一1により算出し、Dlo＝1．12×10曹lom2ずが算出された。

010＝Dlc／充（C） （1）

　このとき充（1．5mM）ニ0．94、Dlc＝LO5×10’10m2s－1を用いた（前章の実測値：1．5

M　NaCl、298K，pH6の1．5酬リゾチーム溶液）。このPloから、本研究における

各濃度のリゾチーム単量体の群衆効果を含む見かけの拡散係数jDICを算出し、これ

らの値を図∬一8のY軸に重なるようにプロット（□：3mM，O：5mM△，16mM

及び▽：7mM）した。算出したDICに対して、各試料の開始直後の拡散係数が一致

しない事は巨大な多量体の形成が起きた事を反映している（図H－8参照）。

　4つの試料は、本実験の開始後まもない期間において、タンパク質の結晶過程に

おける光散乱の実験6で観測された結果と、似通ったデータを示した。本研究で得

られたそれぞれの拡散係数の時間変化は、以下の式一2によってsigmoidal

（Boltzmann）曲線で表す事が出来た。

くD＞wc＝（くD（ご。）＞wc・一＜P（オ。。）＞wc）／（1＋e（（かなigm）／ts））＋＜D（t。。）＞wc
（2）

　このときのくD（t。。）＞wCは長時間後の＜Z）＞wCの値を表す。また、ご、i帥は曲線の変曲

点を示し、1sは変曲点の傾きを決定する時間の係数である。ここで得られた

sigmoida1曲線は、触媒反応系に類似した速度論で説明が可能であることを示唆して

いる7。

式一2の各データセットの値は表一1に示した。6及び7謡のリゾチーム溶液は拡

散係数の上昇が始まるまでの時間（結晶成長開始）が非常に短いが、3及び5耐のリ

ゾチーム溶液ではその時間が長かった。変曲点の傾きもまた、濃度の濃い試料（6
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及び7醜）が高い傾きを示した。いずれの試料も、長時間拡散係数の測定を行うと、

式織で導かれた1．5副リゾチーム単量体の拡散係数の値に漸近した。

　実験終了後のサンプル管内の試料は、3及び5醜リゾチーム溶液では少量の大き

な結晶が成長が確認された。一方、6及び7剛の試料では大量の、しかし細かい結

晶の成長が確認された。全ての試料液に発生した結晶はいずれも柱状の結晶であり、

磁場の方向（剛Rマグネット内のz軸方向）に向かって長く伸びていた。この現象は

既に報告されている結晶成長と磁場との関係に関する報告と一致した8。

　サンプル調製後の7耐リゾチーム溶液の1D一醐Rスペクトルを図H－9に示した。

試験開始直後の試料状態は小さな粒子から大きな粒子の多量体を含んでおり（ただ

し、結晶及び巨大な多量体のシグナルは含まない）、非常に分解能の低いシグナル

を示した。これは会合体の成長にともなう粒子サイズの増加によって起きる緩和時

問の短縮に起因するNMRシグナルの平坦化によるもので、リゾチームが試験開始直

後において大きな粒子の会合体を形成していた事を裏付ける結果となった。その後、

リゾチームの一部がより大きな会合体（巨大な多量体と結晶）へ移行するにともな

って、醐Rでは観測できない固体状態のシグナルの比率が増加する（図∬一10）。っま

り、リゾチームの会合体が、溶液中から固体状態へ移るため、溶液中のリゾチーム

濃度は低下し、溶液中のリゾチーム会合体はより低い濃度の分布状態へ移行するこ

とになる。本研究におけるPGSE　NMR法によってリゾチーム会合体のサイズが、時

間経過にしたがって減少する様子を実験的に観測することができた。図皿一9に示し

た1D－NMRスペクトル測定結果においても、88時間後の試料について分解能の高い

シャープな線形のリゾチームが観測され、粒子サイズの小さなリゾチーム（単量体）

が結晶生成後の溶液中に溶存しているリゾチームの会合状態を代表していること

を示し、拡散係数の測定結果と一致した。
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∬2－4結論

PGSE　NMR法による3，5，6及び7副リゾチームの結晶成長過程の拡散係数はいず

れも180時間後には、計算によって導かれたリゾチーム単量体の拡散係数値（Dlc

＝LO5×10－10m2s’1〉付近に漸近した。このときの時間変化はsigmo孟da1曲線で表す事が

できた。結晶成長の停止後の溶存リゾチームは単量体で存在することが、PGSENMR．

法の拡散係数測定により明らかとなった。

　この測定の間、PGSE剛R法による拡散係数測定によって、溶存している会合体の粒

子サイズの変化をリアルタイムで観測することが可能であった。
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図II－8 結晶化条件における各試料液中の溶存リゾチームの拡散係数の時問変化

4種類のリゾチーム濃度（■，3mMl■，5mMl鳶，6mMl▼，7mM）の試料溶液（0．5M

NaC1，pH6，298K）のリゾチーム拡散係数くP＞wcを時間軸に対してプロットした。

また、各濃度における単量体リゾチームの拡散係数値を白抜きのシンボルでY軸上

に示した。また、，010及び1）1c＝L5醐を点線及び実線の水平線で示した。式・2によっ

て得られた曲線は各データポイントに重ねて図示した。
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表一1各試料液の拡散係数及び算出値

試料 バC）

＜D（オ。）＞wC

×10－10m2s一1）

くD（オ。。）＞wc

×10一10m2sn1）

ちigm

h）

ち（h）

　　”7slgm

×10一1フm2s－2）

3mM 0，884 0．89 1．05 66．5±0．8 “．8±0．7 9．4

5mM 0，809 0．72 1．03 68．9±1．2 14．6±1．0 14．8

6mM 0，773 0．65 1．04 23．9±0．9 9．9±0．8 27．4

7mM 0，737 0．61 1．03 41．4±0．9 10．8±0．8 27．0

　このときのくD（t。。）＞wcは無限の時間経過後における拡散係数＜D＞wcの値を表す。また、

ごsigmは式一2で得られるsigmoida1曲線の変曲点の時間、1sは変極点の傾きを決定する時間の

係数である。さらに加、i、。は変曲点の傾きを示す。
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図H－9　7mMリゾチーム溶液（0．5M　NaCl，pH6，298K）のNMRスペクトルの時間変化

各時間経過（18、24、63及び88時間経過時）の一次元NMR．スペクトルを示した。

時間経過にともなってスペクトルの線形がシャープになることから、溶存リゾチ

ーム会合体の粒子サイズが時間経過にともなって小さくなることが示唆された。
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第　皿　部

溶液のpH変化におけるSMKT溶存状態の変化に関する研究

リゾチームでは溶液のpHに応じて分子会合または静電相互作用による溶存状態の変化が確

認された。SMKTについても同様の変化が起きるかについて確認する事は、結晶内の構造情報

であるX線結晶構造解析の結果とSMKT溶液構造の違いを知る上で重要である。また、SMKT

は二分子が結晶格子内に収まっており、特定の条件下では二量体を形成することが推測され

る。これらを確認する手段として、第II部で確立したPGSE㎜法による解析は極めて簡便

であることから、S甑丁の溶存状態のpH依存性にっいて、ほぼ同じ分子量をもつリゾチーム

の拡散係数と比較してPGSE醐R法による解析を行った。
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皿一1序

　X線結晶構造解析1（Kashiwagi　et　aL，1997）の結果で得られたSMKTの立体構造は二量体

であった。キラー機構の作用過程とSMKTの分子会合との因果関係を明らかにするために、

SMKTの溶存状態に関する確認試験が必要である。タンパク質の会合に関する研究手段は、ゲ

ル濾過法あるいは分析用超遠心機による沈降平衡測定が一般的に行われる。S甑丁については、

沈降平衡法によって、既にpH4において単量体で存在する（非公開）ことが確認されている。

しかしこれらの分析法は、比較的長い測定時問を要すことから、より広い溶液条件について

確認する方法として、PGSENMR法による解析を採用した。さらに、静電相互作用などの分子

間相互作用の効果にっいては、従来の分子量のみを測定する手法では評価する事が不可能で

ある。よって、PGSE剛R法によるSMKTの溶存状態の解析はSMKTの機能解明につながる重要

な分析手段と考える事ができる。

　SMKTの結晶構造からその単量体の形を見積ると円に近い楕円体（41A×2gA×34A）とな

る。我々が、第丑部で示したリゾチームの拡散係数の研究2－5によって、拡散係数が分子量及

びタンパク質分子問相互作用を反映する事は明らかであり、pH変化において分子会合または

SMKTの両サブユニットの解離などが生じれば、それは拡散係数に反映される。さらに、都合

の良いことに、リゾチームの分子量（14，307〉はSMKTの分子量（14，214）6匿8とほぼ同じである

ため、リゾチームの拡散係数との比較によってSMKTの溶液中における会合の度合いを見積

もる事ができるはずである。もう一つの興味は解離後のβサブユニットの拡散係数にっいて

である。ストークスーアインシュタインの式では、拡散する粒子を球体として、得られるス

トークス半径を見積もっている島4。βサブユニット（分子量7，874）の拡散係数は、その構造

が球に近ければ、SMKTに比べ明らかに高い拡散係数を示すはずである。しかし、解離後のβ

サブユニットは二次構造を有しないという結果がCDの実験8により得られている。拡散係数

の測定を行うことによって、βサブユニットがどれだけ球形から外れているかが閉らかとな

り、βサブユニットの性質に対する理解がさらに深まるであろう。

以上の理由によって、本項ではこのSMKT及びβサブユニットについてpH変化に対する拡散

係数の変化を検討する。
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皿一2　実験方法

1S燃丁の生産

　翅∫ohfθ拓rfη05θKKl株を6％のNaC1を含むYM－misO培地5Lに植菌し30℃にて4目間、

180rpmにて振とう培養した。以下の操作は4℃で行った。

　培養液を12，000×g、15分間遠心分離し、培養ろ液を得た。この液量に対して、1／10量

のO．5Mクエン酸リン酸緩衝液（pH3．5）（以下rCPB」と略す）を加え、80％飽和量の硫酸アン

モニウムを加え溶解し、一晩静置した。得られた沈殿を12，000×g、20分間遠心分離して回

収した。沈殿は20mlの20mM　CPBに溶解し、0．15M　NaC1を含む10剛CPBに対して、2

日間透析し脱塩した。この間3回透析外液を交換した。得られた透析内液を、0．15M　NaC1

を含む10酬CPBで平衡化したSP一トヨパール（16×150㎜）に流速1ml／minで添加し、同

溶液で洗浄後、NaC1の勾配（0．15M→1M：80m！）で溶出し、フラクションコレクターで2ml

づつ回収した。各フラクションのタンパク質濃度はUV280nmで測定し、吸収のあったフラ

クションを回収した。これを0，1M　CPBで一晩透析し、得られた内液に2Mの濃度になるよ

うに硫酸アンモニウムを加えた。2M硫酸アンモニウムを含む10説CPBで平衡化したButyl

一トヨパール（16×150㎜）に流速1ml／岨nで添加し、同溶液で洗浄後、硫酸アンモニウム

の勾配（2M→O　M：80ml）で溶出し、フラクションコレクターで2mlづつ回収した。一各フラ

クションのタンパク量をUV280nmで測定し、SMKTが単一のピークになることを確認した。

SMKTは硫酸アンモニウムを含む状態で安定であるため、このまま4℃で保存した。

2　醐R試料の調製

　精製したSMKT溶液中の硫酸アンモニウムの除去及び岡調整のため、Centriprep（cutoff㎜

3，000）を用いて緩衝液の置換を行った。最初に、SMKT溶液を濃縮後、O．15M　NaC1を含む10

剛リン酸緩衝液（pH2，3，4，4．4，4．5，4，6，4．9及び5．0）を加えて再度濃縮した。この操

作を数回繰り返し、目的のpHに達したことを確誰し、SMKTの濃度を1副に調整し、各pH

条件のSM灯試料とした。
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　βサブユニット試料の調製は、pHの上昇によるβサブユニットの分離によって行った。1副

SMKT溶液400μ1に1M　NaOHを1μ1加えpHをアルカリ性に調整（pH8）、SMKTを解離した。

これを10，000×g，3分問遠心分離し、得られた上清をβサブユニットとし、0．1M　HCl及

び0．1M　NaOHを用いて、pH調整を行い、βサブユニット試料（pH4，5，6，7及び8）をそれ

ぞれ調製した。

皿一3　N駅の測定

試料液を入れたサンプル管（試料液の高さ1cm〉をNMR装置に導入し、温度調整（298K）のた

め15分問プローブ内に置き、測定を開始した。用いたパルス系列はst孟mulated　echo　pulse

sequenceに1．5秒のpresaturationを加えたものを用いた。各測定には10ポイントのデータを

測定してその時の面積に対する、磁場勾配パルスの強さをプロットし、傾きを算出した。全

ての条件について、3回づつ繰り返し算出された平均値を求めた。

器具・装置及びパラ「メータ1 ㎜装置：DMX500［BRUKER］

プローブ15㎜トリプルレゾナンス（磁場勾配パルス）

サンプル菅：5㎜マイクロチューブBMS－500［Shigemi］

PGSE－NMR実験パラメータ；△134ms，δ：5ms，g：0．64丁血1

Datapoint　l32K　　　　　積算：80回

パルス系列：stimulatedechopulsesequence

拡散係数測定データの抽出：0．0～2．O　ppm
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皿一3　結果及び考察

　SMKT及びβサブユニットの1H一剛Rスペクトルを図皿一1に、PGSE　NMRによる拡散係数測定

の各データセットのスペクトルを図皿一2に示した。また、各pHにおけるSMKT及びβサブ

ユニットの拡散係数を図皿一3に示した。

　SMKTの拡散係数はpH5以下の条件では、1，15～1，17×10－10m2s－1であり、pH5付近でわ

ずかに拡散係数の低下が見られたものの、pH2．G～4．5の酸性条件下では殆んど変化が見ら

れなかった。pH5で拡散係数に変化が見られたことは、このpH条件がS甑丁の解離する直前

のpHであることに由来すると推定された。ほぼ、同じ分子量であるリゾチームの単量体の

拡散係数は1．16～1．17×10田10m2s一1であり、SMKTの拡散係数とほぼ同一の値である事から、

酸性条件のSMKTはpH変化に関係無しに単量体で溶解していることが明らかとなった。この

結果はX線結晶構造解析においてSMKTが二量体で観測された事と矛眉するものの、結晶化

の沈殿剤として使用した硫酸アンモニウムあるいはPEG（ポリエチレングリコール）の効果に

よって会合した為であれば説明できる。また、狭いpH範囲であるものの、拡散係数がほぼ

一定であった事は、SMKTの分子間相互作用に大きな変化がないことを示唆する。

酸性溶液中のS甑丁が単量体で安定して存在する事が明らかになったことで、SMKTがキラ

ー現象を起す際、単量体で作用すると推定された。この結果は、以前確認した沈降平衡法に

よる溶液中の分子量測定（pH4）の結果と一致した。この時のSMKTのストークス半径は213

nm（図皿：一4）であった。βサブユニットの拡散係数は、測定した全てのpH条件でL　O2×10－lo

m2s再1であった。この値は明らかにSMKT単量体と比べても低く、この拡散係数の値からス

トークス半径を算出すると、240nmとなる。βサブユニットをコンパクトな球形構造と仮定

してストークス半径を導くと、その値はせいぜい175nm（予測拡散係数＝1．42×10－lom2sロ1）

であることから、βサブユニットの拡散係数実測値が分子量に対して低い値であったかがわ

かる。CDによる実験結果では、解離後のβサブユニットは二次構造を失っているという結果

が得られている。また、一次元醐Rスペクトルでのβサブユニットは非常にシャープな線形

をしており、このことから、βサブユニットが分子会合によって巨大な凝集体を形成しては

いないことが明らかである。従って、解離後のβサブユニットはランダムコイル様の溶解を

していると結論できる。

pH3．5，298KにおけるNaC1濃度の異なる条件でのSMKTの拡散係数の確認を行った。測
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定した最も高いNaC1濃度は2Mであった。この条件は鈴木らのキラー活性の確認試験6で

SMKTについて最も高い活性が確認されたNaC1濃度である。また、確認のために実験に用い

たNaC1溶液（SMKTを含まない）についての水の拡散係数を測定した。SMKTの拡散係数は、食

塩濃度に従って低下した。しかし、NaCl溶液の水の拡散も同様に低下したため、これは食塩

濃度の上昇によって水の粘性率が上昇した為にSMKTの拡散係数が下がったと考えられた。

この時の拡散係数は1．1×10開lom2s”1であり、食塩濃度の上昇に対してもSMKTは分子会合ま

たは構造変化を起さない事が明らかとなった。この結果はCDにおける実験結果と一致した8。

皿一4結論

本章の研究結果によってSMKTの溶存状態が、SMKT構造が保持されるpH5以下の酸1生条件

下において安定している事が明らかとなった。また、NaCl濃度及び低いpHにおいて会合及

び構造変化を起さない事から、鈴木らが測定した高食塩濃度下での活性の高まり6－8は恐らく、

浸透圧の高まりの効果に絡んだ現象ではないかと考えられる。言い換えれば、SMKTの細胞へ

の攻撃の際、膜の透過性に関わる刺激をSMKTが与える事によって、キラー現象を引き起こ

すためではないかと推測された。

本研究によって、キラー機構の解明のためのモデル実験を行う上で、条件設定の単純化に

つながる重要な情報が得られた。
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図皿一1SMKT及ぴβ一サブユニツトの一次元閥MRスペクトル

A及びBはそれぞれβ一サブユニット友びSMKTを示す。各試料の濃度は共に1

mMに調整した。立体構造を有するタンパク質は複雑な化学的環境がヶミヵルシ

フトの多様性となって現れる。AはBに対して明らかにケミカルシフトの多様性

が見られず、共鳴周波数の分布が単純であった。このことからβ一サブユニットが

立体構造を有しない事が推測された。
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PGSE　NMR法によるSMKτ（1mM）の各データポイントにおける一次元醐Rスペクトル

　測定条件は△：34ms、δ：5ms、積算回数：64回、磁場勾配パルス強度10．64Tm4

で行った。　この条件で各pH条件下のSMKTの拡散係数1．15±0．02×1αlom2s4

が得られた。
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図皿一3各pHにおけるSMKT及びβ一サブユニットの拡散係数

SMKT（◇）及びβ一サブユニット（●）の拡散係数は、1．15及び1，02（×1α玉om2s－1）

で得られたSMKTの拡散係数はほぼ同じ分子量のタンパク質であるリゾチーム単

量体の拡散係数と同じ値を示した。また、SMKT拡散係数はpH5以下において、

pH条件に依存しなかった。これは、測定したpHの範囲においてSMKTが単量体で

安定して存在することを示すものと考えられた。β一サブユニットはSMKTに比べ

て小さな分子（7．9KDa）であるため、球形の分子として仮定すると、1．42×1σ10

m2s’1の拡散係数が得られると予想されたが、本測定では広いpH条件で低い拡散

係数を示した。これは、一次元剛Rスペクトル測定の結果でβ一サブユニットが立

体構造を有しないと考えられた事から、ランダムコイル状の分子構造による摩擦

係数の上昇などの要因によって拡散が妨げられたことに起因すると結論された。

4、6



A：SMKT
R＝213nm

　　　　　’ロ■自陶
　　　／◎◎，嶺

憾魂艶慧㌶δ

　　　　、　　　　　　！
　　　　　、　　　　 ノ
　　　　　　馳■　一

C：β一サブユニット

拡散係数から算出されたストークス半径

　　　　　　　　　一　■ロ、　　　　　　　　ノ　　　　　 、
　　　　　　1

＄

　　，

　4

　1

◎啓倉 、
箏　　　　　魯

　　尊

ノ

！ 蔚厚首琶a爵昏
葛　　　　　　　　　　¢

含

、

￥

B：β一サブユニット

分子量から算出されたストークス半径

　　　　　　R＝175nm

　　1三於

　　・霧ノ

ヤ葭僥肇評

　￥

　　、

箏

彰．　　　、
合

　ぎ　　レ．
　　　　唐　ぞ　　　　　　　ぐ
　　郭奪夢e尊

　　　　　R＝240nm
　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　だ
　　　　　　　　！㌔．

　　　　　　　！
、　　　　　　ノ
　掴隔　■頗　’

彦

e

卑
倉

静

図皿一4　拡散係数の測定から算出されるストークス半径とタンパク質分子

Aは、PGSE　NMRの拡散係数測定によって算出されたストークス半径R＝213nmを

示す。B及びCはβサブユニットの分子量から算出されたストークス半径Rニ175nm、

拡散係数から算出されたストークス半径Rニ240nmをそれぞれ示す。
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第　N　部

SMKTのキラー機構の解明

SMKTのキラー作用機構の解明に最も必要な事は、SMKT構造の特性を理解し、SMKTの環境変

化による構造変化や、他の分子との相互作用に関する情報をできるだけ多く集め、SMKTの作

用機構を推測し、検証していく作業に他ならない。
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W－1分光学（CD、Trpの蛍光分析、NMR）によるSMKTの疎水性環境への

適応に関する研究

M－1序

1SMKTの水和構造

　柏木らの常温によるX線結晶構造解析1から、SMKTの立体構造が明らかにされた。さら

に、測KTの水和構造を明らかにするために、クライオX線結晶構造解析を行ったところ、

SMKTの分子表面の水のクラスター構造が明らかとなった2。なお、クライオX線結晶構

造解析は、112Kという低温による測定の為、レーザーによるタンパク質分子の損傷が通

常行われる常温での測定に比べ少ないことが利点となる3。さらに原子の運動性が低温の

状態で減少するため、測定データである電子密度が明確に観測されることで、特にタン

パク質表面に水和する水分子の構造を正確に決定する事が可能である4。

SMKTの表面には多量の水分子が確認され、特にSMKT分子のループ構造と一体化してい

る水分子や、水分子同士で多角形のクラスターを形成しているものなど、多様な水分子

の働きが確認された3。大きく分けて、SMKTの水和構造は、①タンパク質構造と一体化

したもの、②タンパク質表面で親水性アミノ酸との水素結合により直接水和するもの（図

IV－1参照）、③タンパク質と直接相互作用を持たずに水分子どおしでクラスターを形成す

るものに分類される（図IV－2参照）。このうち、図IV－1のようなタンパク質の構造に取り

込まれた水分子の一部は、Hisのイミダゾール基と強く結合し、α及びβサブユニットの

ループを水素結合のネットワークで繋いでいる。また、図IV－2では、いわゆる水の疎水

性水和（無極性分子に対する水和）の一部として多角形（四角形及び五角形）のクラスター

が観測された2。この水和水の機能は、おそらくS甑丁の分子間相互作用や構造安定性の

維持に大きく関係していると考えられる。
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図IV－1　α及びβサブユニットを水素結合で仲介する3分子債色のモデル）の水

　　　　　ヒスチジンのイミダゾール基と水分子の結合によって、これらの水分子は

　　　　SMKT構造の中に取り込まれ、SMKT構造の安定に関与している。

（Protein　Data　Bankに登録されているSMKT構造：1KVD．pdbをX－PLOR及びQUANTAを用いて作図した）
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図一2　水分子のクラスター1疎水性水和》　ステレオ図

　　　SMKTのαサブユニットには非常に疎水性の高いαヘリックスが存在する。この構

　　造の表面には水分子のネットワーク（疎水性水和）が形成されており、S㎜（Tの分子表

　　面が親水的な性質を獲得する事に大きな働きをしていると考えられる。このネット

　　ワークの一部に、図のような多角形（四角形及び五角形）が観測された2。

（Protein　Data　Bankに登録されているSMI（丁構造：IK恥．pdbをQUANTAを用いて作図した）
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2SMKTの水和と立体構造

　SMKTの構造は疎水性の高いαサブユニットをβサブユニットが覆い隠し、親水性の

表面を増やす事で、水溶性の球状タンパク質の性質を維持してきた1・2。さらに、露出

する、疎水性の高いαヘリックス（図IV－3）とバルク水との問には、疎水性水和のネッ

トワークが構築されていた2。しかし、もし疎水性が高いαヘリックスの表面が疎水性

水和によって覆われていなかったら、水溶液中のSMKTの分布は不安定なものになるは

ずである。その場合、積極的に疎水性の分子と会合するかもしれない。あるいは結晶

構造に見られるように互いに疎水性の表面を向かい合わせながら二量体を構築するか

もしれない102。しかし、現実にはSMKTは通常のpH及び塩濃度では会合をしないこと

が、前章で示した醐Rの拡散係数測定で明らかとなっている5。したがって、この疎水

性の高いαヘリックスが位置している場所は別の角度から興味がもたれる。それは、

水和殻を取り除けば、このαヘリックスが露出すること、っまり最も考えられる事は、

疎水性の環境にSM賀が遭遇した時、真っ先にこのαヘリックスが構造から飛び出すこ

とが可能な点である。さらにこのαヘリックスから繋がるループにも疎水性のアミノ

酸が集中している点にも注目したい。このループはタンパク質の一次構造的に繋がっ

ているだけでなく、ジスルフィド結合でもαヘリックスと結びついている1（図IV－3）。

もし、この疎水性の高いループに物理的な刺激が加わったとしたら、その刺激はαヘ

リックスにも容易に伝わる事が予想される。っまり、SMKTの構造は疎水的なカによる

刺激によって容易に構造変化が引き起こされる素質を有している可能性がある。例え

ば、細胞膜と相互作用を持つコリシンなどもこれとよく似た特徴を持っている解。コ

リシンの構造の特徴は疎水性の高いαヘリックスを構造の内部に隠しており、その周

りに親水性の高いαヘリックスが配置している。これが細胞に接触すると内部の疎水

性のαヘリックスが細胞膜内部に潜入すると考えられている。
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図IV－3疎水性アミノ酸が連続するαサブユニットのループ及びαヘリックス

　疎水性の強い領域を赤で、親水性の高い領域を青で示した。αサブユニットは

3111eから63Leuまで疎水性の高いアミノ酸が集中している。この領域は、ループ

構造とαヘリックス構造に位置している。さらに、47Cysと53CysはS－S結合で結

ばれている川。
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　SMKTがコリシンと同じような性質があるとすれば、疎水的な環境に敏感に反応し、

構造変化を起す可能性が高い。近年、このSMKTがリポソームの脂質二重膜を破る事例

が報告された8。鈴木らのこの実験では最も単純な脂質（フォスファチジルコリン及び

フォスファチジルグリセロール）が用いられ、明らかなS岨（Tの作用によるリポソーム

内物質（蛍光物質；カルセイン）の流出が確認された。この報告が示すSMKTと脂質二重

膜との相互作用は、リポソームが単純組成の人工物であることから、その相互作用に

は特別なレセプターの存在が必要ないことを示唆する。

　SMKTの疎水的な環境下における構造変化を明らかにする事は、S】懸丁の構造の特性を

深く理解する事につながる、極めて重要な知見である。

以上の背景に基づいて、TFE（トリフルオロエタノール）をSMKTの試料液に混合する事

でモデル系として疎水的環境9を作り上げ、S皿丁の構造変化を確認した。観測に用いた

手段はCD、蛍光光度計、NMRで行った。CDの実験は段階的にTFEの濃度を上げたとき

のSMKT及び各サブユニットの二次構造変化の確認を行った。また、蛍光スペクトル分

析では、SMKTに存在するトリプトファンの蛍光吸収の変化を観測する事で、SMKTの構

造変化の様子を確認した。NMRの実験では、20％TFE存在状態におけるS皿丁の一次元ス

ペクトルを、SMKT（TFEを含まない）及びβサブユニットのスペクトルとの比較によって、

疎水環境下のS甑丁の構造に関する情報を得た。
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M－2　実験方法

1SMKT試料液の調製

　1剛SMKT溶液に、PB溶液（0，15MNaC1－10mMリン酸緩衝液、pH4．0）及びTFE

（2，2，2－trinuoroethanol）を混合し、以下の濃度条件の各試験用測定溶液を調製した。蛍光ス

ペクトル測定用試料については、TFE濃度上昇過程における構造変化の確認試験用の1

μMSMKT試料液の他に、TFE濃度減少過程の確認用試料として4μM　SMKT溶液（TFE20

v／v％）を調製し、同緩衝液による希釈によってTFE濃度を低下させた。また、CDの測定

用試料にはSMKTの他にαサブユニット及びβサブユニットの試料も加えて調製した。

α及びβサブユニットは10μM　SMKT溶液1m1に1MNaOHを1μ1加えて両サブユニッ

トを解離した後、10，000×g、3分間の遠心分離で得られた上清をβサブユニット、沈殿

をαサブユニットとした。αサブユニットにはギ酸2μ1及びPB溶液1m1加え可溶化及

び希釈した。βサブユニット試料溶液は、pHを4．0に再調整した。

（1）　トリプトファン蛍光スペクトル測定用試料

　実験1　SMKT：1糾M（TFE：5，10，20，40，60及び80v／v％）

実験2　SMKT：4μM（TFE20v／v％）、SMKT：2μM（TFE10v／v％）、SMKT：1μM（TFE5v／v％）

（2）　CD測定用試料

SMKT、βサブユニット及びαサブユニット：10蝉（TFE　l10，20，40，60及び80v／v％）

（3）醐R用試料溶液

SMKT：0．8　mM（　TFE：20　v／v％）
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2トリプトファンの蛍光スペクトルの測定

蛍光スペクトルの測定は、RF－5000［島津製作所］を用いて、励起波長280nm、スキャン

レンジ300－400n田で行い、この時のバンド幅はそれぞれ5及び3nmに設定した。試料は

3m1を10×10㎜試料管に入れて、室温で測定した。

3　CDスペクトルの測定

CDスペクトルの測定はJ－720［日本分光］を用いて、データポイント0．1nm、測定レンジ

190－250nmで室温による測定を行った。試料管は光路長1㎜のディスク型を用いた。な

お、αサブユニット試料に添加したギ酸によるノイズがCDスペクトルに表れたため、測定

データはノイズリダクションを適用した。

4　N駅測定

NMRスペクトルの測定は、DMX－500［Bruker］を用いて、25℃による測定を行った。試料

液には周波数ロックのために、D20を5％となるように加えた。データポイント及び積算は

それぞれ、16K及び24回で行った。
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四1－3　結果及ぴ考察

1　トリプトファンの蛍光スペクトル確認試験

実験1では、TFE濃度上昇過程におけるトリプトファンの蛍光スペクトル確認試験を行

った。TFE濃度0～10％におけるTrpが、330nm付近に吸収を示したのに対し、TFE濃度20％

以上の条件では355nm付近に吸収がシフトした（図IV－4A）。実験2では逆にTFE濃度減少

過程におけるTrpの蛍光スペクトル確認試験を行った。TFE濃度を上昇させたA群では、

TFE10％と20％との間で蛍光吸収のシフトが見られた（図IV－4B）のに対して、TFE濃度を減

少させたB群ではスペクトルの吸収波長に変化が見られなかった。これによって一連の

構造変化が非可逆的である事が明らかとなった。

2　GDスペクトルの測定

SMKTのCDスペクトル測定では、TFE濃度10及び20％の試料のスペクトル強度が、TFEを含

まないSMKT溶液に比べ減少した（図IV－5A）。この時、スペクトルの形状に大きな変化は

見られず、劇的な構造変化は起きていないと考えられた。なお、両試料溶液は白濁して

おり、この条件下（TFE濃度20％以下）でCDスペクトルのピーク強度の減少が見られたこと

は、溶液中に発生した浮遊物（SMKTまたはサブユニットの分子会合と考えられる）による

透過率の低下に起因していると推定された。この事は以上の条件下で、SMKTは構造を保

ちつつ溶解度が低下する事を示唆する。一方、TFE濃度30％以上の試料溶液は再び透明

になり、ピーク強度も増加した。さらにTFE濃度の増加にしたがって、典型的なαヘリッ

クスの吸収ヒ。一クである208nm及び222nmのヒ。一ク強度が増加した。このαヘリックス

含有量の増加は、SMKTの疎水的環境における溶解性の維持に重要である事が明らかとな

った。

　次に行ったβサブユニットのCDスペクトル測定では、TFE濃度の上昇にしたがって、208

nm及び222㎜のピーク強度が増加した（図IV－5B）。第一部における拡散係数測定結果及
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び図のスペクトル形状からも明らかなように、解離後のβサブユニットの構造はランダ

ムコイル状で立体構造を有していないと考えられる。本試験によってTFE濃度の上昇過程

におけるβサブユニット内にαヘリックスの増加が確認された事は、βサブユニットが

疎水環境下で安定な立体構造を形成する点で大変興味深い。なせなら、多くの膜相互作

用機能を持つペプチド（magainin等）は疎水環境下でヘリックス構造を形成するからであ

る9・10。このことから、βサブユニットが細胞膜と相互作用をすると仮定すれば、キラー

活性における何らかの役割を担う可能性が考えられる。

　αサブユニットの構造変化についても、βサブユニット同様にTFE濃度の上昇にしたが

って特定のピーク（217nm）の強度の増加が明確に確認された。すなわち、CDスペクトル

においてこのピークが典型的なβシートのピークである事は、αサブユニットが疎水環

境下でβシートを形成する事を示唆する。一方、解離前にはαサブユニットには疎水性

の強いαヘリックスが存在していたが、高濃度のTFE溶液において、αヘリックスを示す

ピーク形状が確認できない事から、疎水環境下に移行する際にαヘリックスが一旦失わ

れ、βシートに再構築された事を示すものと考えられた。
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図W－4A　TFE濃度上昇過程におけるSMKτのトリプトファン蛍光スペクトル変化

　実線はTFEを含まないSMKT溶液のスペクトルを示す。点線はTFE濃度5，10，

20，40，60及び80v／v％におけるスペクトルを示す。このときのSMKT濃度は1μM

であった。TFE濃度上昇過程では20％のとき、劇的にピークの吸収波長がシフトし

た。また、TFEの濃度上昇にしたがってトリプトファンの蛍光スペクトルは強度が

減少した。図中の数字はTFE濃度を示す。
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図IV－4B　TFE濃度減少過程におけるSMKTのトりプトファン蛍光スペクトル変化

　A1，A2及びA3はそれぞれ、5，10及び20％TFE溶液中の1μM　SMKTのトリプト

ファン蛍光スペクトルを示す。また、B！は20％TFE溶液中の4μMSMKT溶液を示し、

B2及びB3はB1を、それぞれ2倍及び4倍希釈したSMKT溶液（TFE濃度10及び5％）

の蛍光スペクトルを示す。
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　　太線はTFEを含まないSMKTのCDスペクトル（pH4．5）を示す。図中の数字は

TFE濃度（％）を表す。
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図IV－5B 各TFE濃度におけるβサブユニットのCDスペクトル

　　太線はTFEを含まない解離後のβサブユニットのCDスペクトル（pH42）を示

　す。図中の数字はTFE濃度（％）を表す。
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太線はTFEを含まない解離後のαサブユニットのCDスペクトル（pH2．2）を示す。

図中の数字はTFE濃度（％）を表す。
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3　NMRスペクトルの測定

SMKTの剛Rスペクトル測定の結果を図IV－6に示した。20％TFE溶液中のS甑丁のスペクトル

の吸収は化学的環境の多様性によるピークの広がりがほとんど見られず、かつシャープ

な線形を示した。これは立体構造をほとんど持たないペプチドの典型的なNMRスペクトル

パターンであり、SMKT本来のNMRスペクトルとは明らかに異なった。このスペクトル

（20％TFE溶液）は、βサブユニットのスペクトルパターンと酷似している事から、20％のTFE

濃度条件下でSMKTのα及びβサブユニットは解離し、αサブユニットのシグナルは、分

子会合による粒子サイズの増大によって消失したと結論した。

4　各測定結果の考察

本研究で明らかとなった疎水環境におけるSMKTの構造変化は、鈴木らの実験8で確認さ

れた、SMKTの脂質二重膜へのポア形成、リポソームの破壊といった特性と関連が高いと

考えられる。つまり、少なくともSMKTが特別なレセプターの存在無しに脂質二重膜を破

壊することは、SMKTが直接的に脂質と接触する事を示し、その際に膜の内容物が外に漏

れ出すほどのインパクトで膜の整列を乱すことは明らかである。この際に脂質の疎水性

炭素鎖に接触する事は十分に考えられることである。この時、本研究で確認されたSMKT

の構造変化が起きると推測される。

仮に、本研究のモデル実験の結果が、酵母の細胞膜に対して起きた場合、SMKTの膜へ

の攻撃によって原形質が細胞外に流出し、細胞が死滅する事が十分考えられる。これは、

SMKTのキラー活性が高塩濃度において高まる事Hとも一致する。つまり、原形質の流出は、

浸透圧が大きくなるに従って加速されるからである。

従って本研究によるSMKTの構造変化はSMKTのキラー機構の中心的な作用を示すもので

ある可能性が高いと考えられる。
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図W－6TFE存在下におけるSMKTのNMRスペクトル（pH4．5，298K）

図のスペクトルは上から、20％TFE（v／v）存在下のSMKT，β一サブユニット，S皿丁（TFE

を含まない条件下）を示す。20％TFE（v／v）存在下のSMKTのスペクトルは、本来のSMKT

のスペクトルである（3）よりはむしろ、β一サブユニットである（2）と同様のスペクト

ルを示した。このとき、20％TFE（v／v）存在下のS燃丁のスペクトルにβ一サブユニット

のみが確認された結果は、βサブユニットのランダムコイル化（解離）と、αサブユ

ニットの分子会合による分子量の増大を示唆する。
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IV1－4　結論

　SMKTのTrp蛍光スペクトル、CD及び醐Rの測定結果から、SMKTが疎水的環境において次のよ

うに構造変化を起こす事が明らかとなつた。

　SMKTが疎水環境に移るとα及びβサブユニットの解離が起きる（剛Rスペクトルのスペク

トルパターン：図IV－6）。解離したα及びβサブユニットは、個々に疎水環境に適応するた

めの固有の二次構造の構築を始める。すなわち、αサブユニットでは疎水性の強いαヘリッ

クスは消失し、βシートの構築（図IV－5C）が始まる。また、βサブユニットは、疎水的環境

下でαヘリックスを構築する（図IV－5B）。この一連の構造変化は非可逆的な反応であった（図

IV－4B）。

　以上の結果は、キラー機構におけるSMKTの中心的な作用を示すと推定された。
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1▽一2　スピンプローブESR法によるSMKTの脂質との

相互作用に関する研究

W2－1序

　TFEを用いた実験結果では、SMKTの疎水的環境における構造変化の性質が明らかと

なった。しかし、リポソームとS皿丁との相互作用に関する報告1の検証のためには、

脂質とSMKTの直接的な相互作用に関する証拠となるデータを得る必要がある。リポ

ソームの脂質二重膜は、細胞膜と機能性生体高分子との相互作用を研究するときにモ

デルとして一般に用いられる。このリポソームを用いたスピンプローブESR法もまた、

タンパク質と膜の相互作用を研究する上で、極めて有効な手段の一つである。

本研究で採用した方法は、スピンプローブによってリポソームをラベルし、SMKT

と脂質の相互作用がスピンプローブのESRスペクトルの線形にどう影響するかを調

査するものである。この方法は、小分子のスピンプローブ（TEMPOL等）をリポソーム

内部に封じて、活性物質による膜へのポア形成の際の漏れを確認する方法と比べ、簡

便である事、タンパク質と脂質の結合を直接的に観測可能である事など、解析する上

で利点が多い。また、データのバックグラウンドが低いため、データの信頼性も高い。

実験の条件は、鈴木らの実験とほぼ同じ条件iで、PC及びPGを主成分とする脂質に

スピンプローブ（16一ドキシルステアリン酸）を混合してリポソームを作成した。16一ド

キシルステアリン酸は炭素鎖の末端付近（18の炭素うちの16番目）がラジカル化して

おり、リポソームの膜を形成した状態でも、高い運動性を確保できる。これによって、

リポソームの状態でも一般的には比較的シャープな線形を得る事ができるため、本試

験によってESRスペクトルに変化が見られる場合には脂質以外の成分（SMKT）との強

固な凝集体の形成が推定できる。
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1▽2－2実験方法

1　リポソームの調製

　内径10mmの試験管にPC及びPG　［AVANTI1各5mg及びスピンプローブ（16一ドキシ

ルステアリン酸［Aldrich］）2mgを秤量し、これにクロロホルム2m1を加え混合した。さ

らに室温にてミキサーで撹搾しながら、N2ガスによって溶媒の除去を行った。このとき、

試験管表面にフィルム上の白色の脂質膜が形成された。ここで溶媒臭がしない事を確認

後、さらにN2ガスを1分間吹き付け、完全に溶媒を除き乾固した。

次にPB溶液（0、15MNaCl－10mMリン酸緩衝液、pH4．0）4m1を加え、ボルテックスミ

キサーで5分間激しく撹搾後、3分間静置した。この撹幹、静置の作業をさらに3回繰り

返して得られた溶液を30分間超音波処理した。

得られた乳白色の液体をPB溶液で希釈し、脂質量1，5mg／mlのリポソーム溶液を得た。

2ESR試料の調製

PB溶液及びSMKT溶液（20μg／ml）それぞれ50μ1にリポソーム溶液10μ1を加え、混合

して二種類の試料液（SMKT無添加溶液及びSMKT添加溶液）を調製した。これを、50μ1

のキャピラリー（DRUMMOND　SC肥NTIFICCo．）に30μ1入れて、ESR試料とした。

3　ESRの測定

ESRスペクトルの測定は、JES－PX1050［JEOL］で行った。測定は25℃及び45℃で行っ

た。また、本試験で用いたリポソーム中のスピンプローブの運動性確認の基準とする為

に、SMKT無添加溶液の低温におけるESRスペクトルを測定した。
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W2－3結果及び考察

　SMKT添加及び無添加のリポソーム中のスピンラベルは25℃のESR測定結果において明

確な変化は見られなかった（図IV－7）。しかし測定温度を45℃に上昇させた測定では、

SMKT添加リポソームはS皿丁無添加リポソームに比べ、明らかに吸収スペクトルの幅に

広がりが見られた（図IV－8）。このスペクトルは、固体状態の脂質のスペクトルと、溶

液状態の脂質のスペクトルに分離された。なお、比較の為に行った一80℃におけるリポ

ソームのスペクトルとSMKT添加によって得たれた固体状態の脂質のスペクトルに関す

る比較データを図IV－9に示した。今回用いたスピンプローブのA値（固体脂質中）およ

びg値（溶液脂質中）の予想値はそれぞれ、3．36mT及び2．01である。これに対し、今回

の結果から算出された値は、A＝3．20mT、gニ2．02であった。この事から、S皿丁と脂質

が強力に結合している事が明らかとなった。

ESRの測定において、25℃でスペクトルに変化が見られなかった事は、一見、SMKTと

脂質が相互作用してないように見える。しかしながら、SMKTと脂質の混合液での最終

濃度はそれぞれ1蝉及び333μMであり、局所的な相互作用によって僅かなシグナル変

化が起きたとしても、スペクトルに現れにくいことが十分に考えられる。45℃の測定

で固体成分のシグナルと溶液状態のシグナルに分離されたことは、SMKT（この条件下で

は二つのサブユニットが解離していると考えられる）の構造が脂質と非常に結合しや

すい状態であることを示している。45℃は今回使用した脂質の相転移温度を超える状

態であり、脂質間の相互作用が低下したことによってSMKTとの相互作用が相対的に高

くなり、SMKTと脂質との凝集体が形成されたものと推定された。なお、S皿丁が脂質に

取り込まれたかを調べるために、S撚丁とリポソーム溶液を混合した後、遠心分離10，000

×gで20分間遠心分離した上清中のタンパク質量をBradFord法（マイクロアッセイ：2～

40μg／m1）により確認した。比較の為に、リン酸緩衝液（pH4．5）にて同様の希釈を行っ

たSMKT溶液にっいての確認も行った。その結果、比較で10μg／m1のタンパク量が検出

されたのに対し、上清にはタンパク質が検出されなかった（検出限界2μg／ml）。これは、

リポソームとSMKTの接触が起きた際にSMKTが脂質に取り込まれたことを示唆している。

なお、BradFord法はペプチドの分子量が5000以下では著しく感度が損なわれるが、S皿丁

の場合はサブユニットの解離が起きたとしても、各サブユニットは、それぞれ
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6，344（α〉、7，874（β）の分子量をもつことから、もし上清中に存在すれば、十分な感

度が得られるはずである。この事からも、25℃において、SMKTがリポソーム膜に取り

込まれた事は明らかである。SMKTの構造はX線結晶構造解析の結果から、疎水性の高い

αヘリックスを親水性の高いβサブユニット及び水和水で取り囲んでいる2門4。このため

SMKの分子表面は親水性となっている。さらに拡散係数によるSMKTの溶存状態の確認で

はSMKTの溶液構造は単量体で存在している5。SMKTが本研究結果及び既報1のように脂質

膜と相互作用するためには、脂質との物理的な引力が必要である。これを説明する一

つの可能性は静電相互作用によるSMKTと膜との結合である。　本研究で用いたリン脂

質であるPCは水和性の一C（CH3）3＋をもち正電荷を帯びている。このため、SMKTと脂質との

相互作用の際にはこれらの電荷による引力が有効であると考えられる。

E12－4結論

S甑丁はリポソームに接触することで脂質二重膜に侵入することが明らかとなった。膜内に

侵入したSMKTは脂質と相互作用し、測定温度45℃において強固な凝集体を形成した。
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図N－7 SMKT添加及び無添加のリポソーム中に含まれるスピンプローブの

ESRスペクトル

　図のA及びBはそれぞれ、リポソーム（SMKT無添加）及びリポソーム（SMKT添加）

を示す。　25℃においては、AとBのスペクトルとの問に有意な差は認められなかっ

た。この測定ではSMKTと脂質とのモル比が1：333でありSMKTはリポソームの脂

質全体の運動性を低下するまでの強い相互作用を持たない事が確認された。
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図N－8SMKT添加及び無添加のリポソーム中に含まれるスピンプローブのESRスペクトル

45℃において、SMKTを添加したリポソームのESRスペクトルは、固体状態のス

ペクトルと溶液状態のスペクトルに分離された。この事は、SMKTはリポソームを

破壊し、強い相互作用による会合体を形成したことを示唆する。SMKTと脂質との

モル比は1：333であり、僅かなSMKTによってESRで観測されるレベルの脂質の

運動性が低下したことは、SMKTの構造がきわめて脂質と相互作用しやすいことを

示唆した。
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図W－9低温（一80。C）状態のリポソームの中に含まれるスピンプローブのESRスペクトル

一80℃の凍結状態にある非常に運動性が低いリポソームのESRスペクトルと

SMKTを添加したリポソームから抽出された固体状のスペクトルはほぼ同一レベ

ルの遅い運動性であることが明らかとなり、SMKTと脂質どの強固な結合が示唆さ

れた。
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総合考察

l　PGSE柵R法のタンパク質研究への有効1生

　PGSE剛R法は、一般に水分子などの緩和時問が長く、拡散の速い分子に対して盛んに研究

されてきた。タンパク質の研究では緩和時問が短く、拡散の遅い分子にあったパルス系列を

選択しなくてはならない。Stimulated～Echoパルス系列は、タンパク質の拡散係数測定にも

有効であり、精度の高いデータの取得が可能であった。第II部におけるリゾチームの拡散係

数の網羅的測定では、水溶性の球状タンパク質であるリゾチームの静電相互作用、群衆効果

などのタンパク質分子間相互作用を敏感に反映した。また、分子会合にともなう粒子サイズ

の増大についても拡散係数は敏感にそれを反映した。PGSENMR法の拡散係数測定は、もっと

も直接的な拡散測定の分析手段であり、見かけの拡散係数にはタンパク質の相互作用などの

複雑な要素が含まれ、データの解釈には注意が必要である。しかしながら、粒子サイズに関

する確認は、一次元臨Rスペクトルによるタンパク質の線形の確認（図∬一9参照）によって容

易に判別が可能である。また静電相互作用の効果については、pH条件やイオン強度を変えて

測定（図H－5参照）する事で容易に確認が可能である。同様に群衆効果の確認についても、タ

ンパク質濃度を低下させ測定する事によって評価が可能である。また、結晶化条件であれば、

タンパク質の結晶化をサンプル管内で行い拡散係数の上昇を確認した後、最終的に漸近した

拡散係数を読みとることによって、単量体の拡散係数を測定（図豆一8参照）することも可能で

ある。このように、PGSE　NMR法による拡散係数の評価は、剛R測定のみの確認で十分解決す

ることが可能である。さらに、必要に応じて他の分析手段による結果と比較をすることによ

って、この新しい分析手段のデータの信頼性はさらに高まる。

PGSE　NMR法の拡散係数はまた、タンパク質立体構造の形状（球形からどのくらい外れてい

るか）についても反映した（図皿一3参照）。特に、劇的な構造変化がタンパク質構造に起きた

場合には、拡散係数の変化として表れると考えられる。

PGSE剛R法が、本研究でタンパク質の溶存状態を解析する手段として有効であることが明

らかになったことで、タンパク質の結晶化条件のスクリーニングやタンパク質構造変化、タ

ンパク質の相互作用などの確認が、容易になると期待される。

近年、PGSE醐R法の利用法として盛んに行われるものとしては、結合している分子と遊離
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している分子が異なる拡散係数を示すことによる、不純物の同定などがあげられる。具体的

には異なる強度の磁場勾配パルスによるスペクトルの測定結果の差スペクトルをとり、同一

分子上のシグナルを相殺して、遊離している成分のスペクトルを抽出する作業による。

このようにPGSE蝋R法をとりまく技術は進歩し応用されていることから、本研究において

タンパク質の溶存状態に関する有効性が確かめられたのに止まらず、将来的には磁場勾配パ

ルスを用いた他の測定との組み合わせによって、より複雑な解析が可能になると期待される。

2本研究で得られたSMKTの機能解明における新しい知見

SMKTに関する10年以上にわたる研究では、1989～1995年に鈴木らによって行われた、キ

ラー酵母の分離及び同定、SMKTの単離、遺伝子及びアミノ酸配列の決定、アッセイ法の確立

に始まり、その後のX線結晶構造解析による立体構造解明（1996年）、CDによるpH及びイオ

ン強度変化におけるS照丁二次構造の溶液依存性の確認（1997年）が行われてきた。しかし、

これらの解析手段の結果は、キラー機構の解明へ結びっくことはなかった。

　キラー機構の解明にはSMKT構造変化または相互作用に関する状況証拠の取得の積み重ね

が必要であることから、本研究における生物物理学的分析手段によるSMKTのモデル実験が

行われた。分光学的な分析法であるこれらの測定は、生物を用いた実験系に対して高い再現

性が期待できることから、SMKTの構造変化に関するデータの信頼性は高い。また、S懸丁の

結晶構造が既に解明されていること、SMKTの脂質二重膜へのポア形成が実験的に確認された

ことも、本研究をする上での土台となった。

第皿部におけるSMKTの拡散係数測定において、ほぼ同じ分子量のリゾチーム単量体とSMKT

の拡散係数（pH2－5）が一致したことは、SMKTが一般の球状タンパク質（単量体）同様にコロイ

ド的かっポリマー的な性質を有していることを示唆した。この結果により、鈴木らによって

確認されたSMKTの脂質二重膜へのポア形成が、SMKT単量体によって起こると結論した。

第IV部におけるSMKTのTrpの蛍光スペクトル測定では、TFE濃度が上昇する過程で明らか

なSMKTの構造変化が蛍光スペクトルのTrpピークのレッドシフトによって確認された（図IV

－4A参照）。レッドシフトはTrpがバルク水に露出したときに起こるスペクトル変化であり、

疎水環境においてSMKTの構造が崩壊したことを示唆した。さらに、この構造変化は再び親

水性の環境に戻された時にもSMKT本来の吸収波長に戻らなかった（図IV－4B参照）ことから、
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非可逆的な反応系であると結論された。SMKTの構造が崩壊したと考えられた溶液条件はTFE

濃度20％以上の条件であった。この時のSMKTのスペクトルは明らかにβサブユニットそのも

のであった。この時βサブユニットは構造を持たず遊離していたと考えられた。また、αサ

ブユニットはシグナルが消失したことから、巨大な会合体を形成していると推測された。CD

測定におけるTFE濃度20％のSMKT溶液は白濁によってシグナル強度が低下していた。この白

濁の原因がαサブユニットの会合体であると推測された。

　CDによるTFE濃度上昇過程の各サブユニットの二次構造変化確認試験では、αサブユニッ

トはβシートを構築し、βサブユニットはαヘリックスを構築するという結果が得られた。

それぞれのサブユニットにおいて疎水環境において溶存するために固有の二次構造を形成

し適応することは、非常に興味深い結果であった。生体膜に相互作用を持つペプチド（マガ

イニンなど）が生体膜に侵入してαヘリックスを形成して、数分子が会合してチャンネルを

形成することは有名であるが、SMKTの疎水環境における二次構造変化もこれによく似た、構

造特性であるかもしれない。この点は、今後の研究テーマとして考えたい。

　スピンプローブESR測定による、SMKTと脂質との相互作用については、45℃のESR測定に

おいて強固なSMKTと脂質との結合を示すスペクトルが確認された。また、比色法である

Bradford法によるタンパク質の確認結果から、SMKTが室温において脂質に取り込まれるこ

とが確認され、25℃においてもS甑丁は脂質と相互作用していると推定された。25℃ではSMKT

のリポソームヘの添加によってESRスペクトルに明確なスペクトル変化が得られなかりたも

のの、SMKTと脂質とのモル濃度比が1：333であることから考えれば、むしろ当然の結果であ

った。ではなぜ45℃において、SMKTの脂質に対する凝集性が確認されたか？この要因は、

温度による脂質問の相互作用の減少による効果ではないかと推測した。熱によるSMKTの構

造変化が起きただけでは、モル濃度比に大きな差があるだけに、脂質への凝集性が飛躍的に

高まることは考えにくい。むしろ、脂質間の相互作用の低下によって相対的にSMKTと脂質

との相互作用が高まったと考える方が自然である。この、SMKTと脂質の相互作用がSMKTの

キラー機構においてどういう役割を果たすかについては、現在のところ不明である。しかし、

CDの結果から明らかなように、膜に取り込まれたSMKTは疎水環境の中で解離し、各サブユ

ニットはそれぞれ固有の立体構造を形成して脂質と相互作用していることは事実のようで

ある。

SMKTのキラー機構の中心的な作用は、SMKTが脂質と接触した際の、劇的な構造変化によっ
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て引き起こされる細胞膜の破壊によるものと考えられるが、偶然にも膜の再構築が起こり、

死滅しないで生き残った酵母の細胞膜に潜入したSMKTの各サブユニットが二次的なキラー

作用を持つ可能性も否定できない。いずれにしても本研究結果であるSMKTの構造変化の確

認は、鈴木らのSMKTと膜との相互作用に関する実験結果を裏付ける結果であった。

　以上の研究結果で明らかになったSMKTの脂質二重膜への相互作用に関する仮説を図V－1

に示した。

本研究によって、SMKTと脂質との相互作用に関する証拠を得て、キラー機構の仮説をたて

ることができたことは、SMKTの機能の完全解明につながる大きな足がかりであった。
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図V－1SMKTの膜との相互作用に関する仮説

　　　　SMKTは膜へ接近し、膜へ進入する。このとき、SMKTの構造は二つのサブユニッ

　　　トヘ解離する。その後、再構成された膜と各サブユニットは固有の立体構造で一体

　　　化する。その後、温度の上昇などによって各サブユニットは脂質と凝集する。
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3本研究の産業界への貢献

　本研究の応用性については、3つの方向性が考えられる。一つは、食品生産、環境浄化な

どの分野での酵母利用に関する応用である。しかし、現在キラー酵母を実際の応用に結びっ

ける研究は衰退している。その理由としては、特定の微生物の優先的な培養方法が確立され

ていること、キラートキシンの遺伝子を組み込んだ酵母がうまく機能しないことによる。し

かし、人為的な微生物の培養条件のコントロールが不可能な分野で、既存の培養技術の適応

は困難である。たとえば、毒性の強い環境汚染物質の浄化における酵母の利用、近代的な施

設を持たない地域での食品生産などである。より強い品種の酵母を作り上げるためのキラー

トキシンの研究は、なにか一っの技術革新によって注目されることも十分に予想される。

　二番目の応用分野は、SMKTの構造特性をモデルとした新しいタンパク質のデザインである。

今後、タンパク質工学の研究分野において、タンパク質の発現、フォールディングに関する

方法論が確立されれば、飛躍的に新種のタンパク質が人工的に設計され、生産されると考え

られる。SMKTが膜へ相互作用する機能をモチーフとした新種のタンパク質の設計によって、

抗真菌薬、抗生物質の生産が期待される。これらは、人類から家畜、水産養殖業にかけて幅

広く応用が期待できる。

三番目は、SMKTの機能が明らかにされることで、タンパク質の構造と機能に関する新しい

知見が、今後のタンパク質研究分野のデータの蓄積に貢献する点を挙げたい。現在のタンパ

ク質の研究分野は、機能に関する方法論が十分に確立していない。これには一つ一つのタン

パク質の機能を丁寧に解明していく基礎研究の積み重ねがぎわめて重要である。本研究はそ

ういう意味では、膜との相互作用を持っタンパク質の機能を明らかにすることで、タンパク

質の分子機械としての新しい知見をもたらした。機能性高分子であるタンパク質の研究は、

21世紀の生命科学の中心的な焦点となる。この意味で本研究が、タンパク質機能の総合理解

のために担った役割は大きい。

81



謝辞

　本研究を遂行するにあたり機能水研究所所長として研究の場を与えて下さり，終始御指導，

ご高配を賜りました東京大学名誉教授，荒田洋治先生に深く感謝申し上げます。

　また，農林水産省・食品総合研究所，主任研究官，鈴木チセ博士には本研究の全般にわたり

貴重な御助言を頂きました。同博士に深く感謝申し上げます。

本研究で用いた醐R実験の基礎は，University　of　Western　SydneyのWilliam　S．Price

教授より直接御指導頂いたものであり，同教授に厚く御礼申し上げます。

　また本研究におけるS甑丁作用機構解明への重要な鍵となったクライオX線結晶構造解析を

御指導下さいました慶磨義塾大学助教授，中迫雅由先生に厚く御礼申し上げます。

キラートキシンの調製及び定量をするにあたり，快く装置の使用を許可して下さいました

東京水産大学助教授，白井隆明先生に厚く御礼申し上げます。

　また本研究の要所で貴重なご助言を頂きました，農林水産省・食品総合研究所の町田幸子

博士，同研究所糸状菌研究室室長，新国佐幸先生，生物分子工学研究所，森川歌右先生並びに

国島直樹博士，味の素株式会社，柏木立己博士をはじめとする関係者の皆様に厚く御礼申し

上げます。

　ご多忙にもかかわらず論文審査を御引き受け下さり，多大なるご助言を頂きました，東京水

産大学教授岡本信明先生，同大学教授木村　茂先生，同大学教授浦野直人先生，同大学

助教授長島裕二先生に心より 感謝申し上げます。

　また私の研究全般に深い理解を示し，健康面に気を配ってくれた妻，洋江に深く感謝致し

ます。

　最後に本研究をまとめるにあたり，東京水産大学教授，渡部徳子先生より，非常にご多忙

な状況にもかかわらず，常に温かいご理解と多大なるご支援を賜りました。

　同教授に深甚なる感謝の意を表します。

82


