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ポ リ ペ プ チ ドとたん ばく質の 円偏光

二色性に関する研究

-

ポリ ペ プ チ ドとた ん ばく質の C D 一

金沢大学が ん 研究所分子生物学誅座 ( 主任 : 亀 山忠典教授)

紺 谷 健 也

( 昭和5 3 年7 月2 5 日受付)

円 偏光二 色性( C D) は赤外線吸収 ス ペ ク ト ル (I R) ,

核磁気共鳴 ( N M R) と と も に物質の 横道を研究 して い

く 上で 欠か す こ との で き な い 研究手段で あ る . たん ば

く 質に つ い て も例外で な く , こ こ 十数年来 , 各種た ん

ば く質 に 関し て 温度 t p とⅠ. 変性剤そ の 他 に よ る 変性

過程で の 構造変化 , あ る い は化学修飾に よ る構造変化

を研究す るた め に 広く利用さ れ て きた .

C D は施光性 と同様 , 物質の 光学活性か ら生 ず る も

の で あ り , そ の 理 論は物理学 , 化 学の 進歩 に伴 っ て 発

展 して き た . 最初に 量子力学の 立場か ら光学活性を論

じ たの は R o s e n f el d
l l
で あ り . 約十年後 に 時を 同 じ く

し て Ki r k w o o d の C O u p li n g o s ci ll a t o r の 理 論
2 ) と

C o n d o n ら の
一

電子理 論
3 加 展 開さ れ た . 1 9 5 6 年 に

は M o ffi t
4 ) に よ っ て e x it o n の 理論が 高分子に適用 さ

れ 方が 遷移が らせ ん状高分子 で らせ ん 軸 に 平行 な成

分 と垂直 な成分に分離する こ とが 理 論的に 明ら か に さ

れ た ･ 1 9 6 2 年 に は Ti n o c o 5 I が 高 分 子 の 光学活性

( O R D , C D ) を具体的に 計算す る方法を示し , その 後

の 発展を基礎づ け た . そ の 後 , 彼 の グ ル ー プ は こ の 理

論を もと に して 実際 に ポ リ ペ プ チ ドの O R D
.
C D を 計

算 して き た
61

.

一 方 S c h ell m a n ら は各種ア ミ ド に 関す

る実験値 をもと に して ア ミ ドの 波動関数 を求 めれ. 摂動

計算に 行列法を周 い る こ と に よ っ て , ジ ペ プ チ ド
8)
,
ポ

リ ペ プ チ ド , た ん ばく 質
9I の 旋光強度を計質 した .

a
- H eli x や β- S t r u C t u r e はた ん ば く 質の 2 次構造 と

し て 基本的なもの で あ り , 各種の ホ モ ポ リ ペ プ チ ドが

適当な条件の も とで こ れ らの 蝮則構造 を とり ,
そ れ ぞ

れ に 特徴的な C D の 実験的な知識 は早くか ら得 られ て

い た ･ そ こ で まず こ れ ら の 2 次構造に つ い て 上記の グ

ル ー プ を 含む い く つ か の グル ー プ は C D 計 算 を 行な

い
, 定 性的 な実験と の 一 致を み た … . そ の手臥 ポ リテ

ロ シ ン 川
･
ジ ケ ト ビ ベ ラ ジ ン等

1 2 ㈹
の 旋光強度 の 計算

も試み ら れ て い る .

た ん ば く質の 中に は筋た ん ばく の 一 種で あ る ト ロ ポ

ミ オ シ ン ( T M ) の よ う に a ･h eli x が 2 本 , 克とな っ て

さ ら に 大 き な らせ ん 構造 ( a ･ h eli c a l c o il e d -

C O il ;

a H C C と略) を 形づ く っ て い る もの が あ る . こ の αH C C

と も と の α ･ h e li x の 構造上 の 相違が C D で ど の よう に

現 われ るか は興味の あ る と こ ろで あ る . さ ら に 近接し

た 2 本の a ･ h e li x が C D に どの よう な相互作用を及ぼ

す か はた ん ば く 質の よう な い ろい ろ な2 次構造間の 相

互作用が考え ら れ る も の に 対L て 示 唆を与え る であろ

う .

こ の 論文で は B a yl e y ら
8
吻 方法を用 い て ま ず . らせ

ん の 長さ や ピ ッ チ 等 の 構造 パ ラ メ ー

タ を変化さ せるこ

と に よ っ て 生 じ る α-h eli x の 構造変化 と C D パ タ ー

ン

の 関係 を調 べ , 次 に a H C C の C D を計算 して もと の a -

h e li x の C D と比較 して み た . さ ら に こ の a H C C の C D

計算の 結果 を ト ロ ポ ミ オ シ ン を使 っ た実験結果と比較

し て み た .

次 に たん ばく 質の C D に つ い て で あ る が . 現時点 で

は そ の ま ま理 論計算で 扱う に は系が あ ま り に も複雑す

ぎ る ･ 球状 たん ば く 質の C D はお お よ そ a - h eli x t β･

S t ru C t u r e , そ の 他の 不規則構造の C D の 委ね あわせ と

考え ら れて い る . そ こ で 理 論計算と は逆 に 球状たん ば

く 質 の C D を 知 っ て そ の 2 次構造を 推測す ると い っ た

試み が こ れ ま で よ く行 なわ れ て き た
川 卜1 6 I

. そ の 場含量

ね あ わ せ の も と と な る 各 2 次 構 造 の r ef e r e n c e

S t u di e s o n t h e C ir c ul a r D ic h r oi s m o f P ol y p e p tid e a n d P r o t ei n . T o s h i y a K o n t a ni ,
D e p a rt m e n t of M ol e c u l a r B i o l o g y , C a n c e r R e s e a r c h I n s tit ut e , K a n a z a w a U n i v e r si t y ,
K a n a z a w a .



ポリ ペ プ チ ドとたん ばく質 の 円偏光 二色性に関する研究 525

s p e c t r a を定め て おか ね ば な ら
な い

･ こ の 定 め方 は 大

きく分け て 2 通り の 方法が あ る ･ 合成 ポ リ ペ プ チ ド( ポ

リリ ジ
ン の 場合が 多い) の C D を 利用す る方法

1 4)
と す

で に X 線解析で 構造の わ か っ て い る い く つ か の た ん

ばく 質の C D か ら統計的に 定 め る方法
周一6 )と で あ る ･

どちら を選 ぶ か に よ っ て 結果 はか な り 異な る ･ 又 , ど

ちらを選ん だ に して も常 に満足 な結果が得 られ る と は

限ら ない . そ こで 単 な る重ね あ わせ で なく 改良 した方

法
用
など も用い ら れた り して い る ･

こ の 論文で は m at ri x r a n k a n al y si s
1 8)1 9J の 方法 を

用い て 球 状 た ん ば く 質 の C D が 各 2 次 構 造 の

r ef e r e n c e s p e C t r a の 重ねあ わ せ と し て 表 わす こ と が

可能か ど うか 調 べ て み た . そ して そ れ が可能 な波長範

囲で実際に r ef e r e n c e s p e c t r a を 求め , そ れ に 基づ い

て E .
α戒 の R N A ポ リ メ ラ

ー ゼの 各2 次構造 の 割合

を計算して み た .

理

Ⅰ. C D の 理論

1 .

一 般理 論

C D は光学活性を持 っ た物質が 入射 し た左円偏光 と

右円偏光に 対し て 異 な っ た吸光度 を示す こ と に よ ケ て

生じる . 旋光分散 ( O R D ) もや は り物質 の 光学活性に

ょ っ て 生ず るが . C D は 吸収波長付近 で しか そ の 効 果

が現われ な い た め , C h r o m o p h o r e が多 い と き や 2 つ

以上の 吸収が 近 い 波長 の と こ ろに あ る 場合 , 解析が し

やすい の で 便利で あ る .

C D の 大き さ は 一 般 に 分子楕円率 〔e 〕 (d e g ･

c m
2
･ d m o l

~

1
) で 表わ さ れ る .

[ β] = 3 3 0 0 ( ∈ L
-

∈由 (1)

こ こ で 臥 ,
どR はそ れ ぞ れ左右円偏光 に 対す る分子吸

光係数で あ る . 〔∂〕 は実験的 に は次式 よ り求 め る こ と

がで きる
2 0 I

.

[β] =
∂ × 甜

1 0 × d X c ( 2)

( ∂ : 楕 円率実測角 ( d e g) , ( 山 : 分子量 ,
d : 溶

液の厚さ ( c m ) , C : 濃度 ( g / mL ))

一 方 , 量子力学理論に よ れ ば物質の 光学活性 は旋光

強度R と 関係づ け る こ と が で き る .

R b a = ; I m l < aF FL I b > < b[謡I a > l (3)

こ こ で I a > , t b > は分子の 量 子状 態 を . 完 完 は

それぞれ 双極子 モ ー メ ン ト , 礎気モ ー メ ン ト 演算子 を

表わし ,
I m は 扇が 純虚 の 演算子で あ るた め 虚数部分

をとる こ と を 意味す る . 旋光強度 R と 分子楕円率〔∂〕

との 間に は次の 関係式が成り た っ
2 1)

.

R = 意 軒上
鵬

｣響 -

d A (4)

こ こ で h は プ ラ ン クの 定数, C は光速度 , N は ア ボ

ガ ドロ 数で あ る . 今 , 〔♂(ス)〕 は吸光波長 を中心と し

て ガ ウ ス 曲線を描 く と仮定する と適当な半値幅△ を と

る こ と に よ っ て . C D 曲線の ピ ー

クの 高さ〔β〕m a x の

高さ が決 まり . ( 4 ) 式 は次式の よう に 変形さ れ る .

R =

画 ｢
×
ヤん[β】m a x △

A m a x
( 5)

( 5 ) 式 に よ り R . Åm a x , △を 与え れば 〔B 〕m a x を

求 め る こ と が で きる . し た が っ て あ る分子の C D 曲 線

を理 論か ら計算 し て 描く に ほ 1 ) 分子の 構造よ り量子

状態 を求 め , 2 ) ( 3 ) 式よ り 旋光強度 R を 計 算

し . 3 ) C D 曲線が ガ ウ ス 曲線に な るもの と 仮定 し て .

そ の 最大吸収波長を実験結果よ り定め , 適当な半値幅を

与え る こ と に よ っ て , ( 5 ) 式か ら〔∂〕m a x を 求め る .

こ れ で C D 曲線を 描く た めの パ ラ メ ー

タ は全部そ ろ っ

たの で 後は ガ ウ ス 曲線を描 けば よ い . 異 な る遷移に よ

る C D が重 な っ た場合に は た し合わせ た もの を 措け ば

よい .

こ の 方法か ら わか るよ う に , 理論か ら計算して C D

曲線を 得る とき に は い ろ い ろ の パ ラ メ ー

タ, が 含 ま れ

る . そ の 中で C D 曲線の 基本的 な形を定め るも っ と も

重要 な もの は R の 大きさ で あ る . し たが っ て理 論で は

R を で き る だ け正確 に 求め る こ と が肝要で あり ,
こ れ

は結局の と こ ろ , 分子の 量子状態すなわ ち波動関数を

正確 に 得る こ と に 帰す るの で あ る .

2 . 高分子 の C D

さ て たん ば く 質, ポ リ ペ プ チ ドの よ う な 高分子 の

C D を理 論的に 求 め る場合も前節で 述べ た 理論 は そ の

ま ま あて はま り t や はり 旋光強度 R を計算する必要が

あ る . その た め に は こ の よう な高分子の で き る だ け よ

い 波動関数を得な け れば な らな い . し か し高分子 の 波

動関数 を分子軌道法等で直接求め る こ と は不可能で あ

る . そ こ で 次の よ う な方法を と る . ま ず高分子の 構成

単位 と な っ て い る単 量体 ( た ん ば く質 t
ポ リ ペ プ チ ド

の 場 合は ア ミ ド) の 波動関数を求め , 次に こ れ らの 残

基問の 相互作用を摂動と して 取り 入れ る . す なわ ち モ

ノ マ ー の 固有状態か ら ポ リ マ ー の 固有状態 へ と変換 を

行 なう の で あ る .

以 下で は残基番号をⅠ, J . K …

,
モ ノ マ ー の 固有状態

をI a > , l b > , l c > …

, 摂動の 入 っ た ポ リ マ ー の 固

有状態を 仏 > , l B > . 佗 > …

. 又基底状態を 柏 >

で 表わ す こ と に す る . 基底状態 の エ ネ ル ギ ー 準位 は励

起状態に 比 べ て 充分 に低 く摂動効果を及 ぼさ な い , 又
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2 残基以上 に わ た っ て 励起する こ と が な い と仮定する

と 状態I A > は次式 の よう に I a > . 1 b > , I c > ･ ‥ の

1 次結 合で 表わ さ れ る .

仏 > =
幣 舶 > < 抽 A ゝ (6)

こ こ で fI a > はⅠ番目の 残基 が状態 a で 他の 残 基 は

基底状態にあ る こ と を意味し て い る . < I a卜A > は 固

有変換の 係数で あ る . ポ リ マ ー が 基底状態か ら状態 A

に 遷 移し たと き の 旋光強度 は次式で表わ さ れ る .

R o A = I m j く OJ F LL A > < Al謡f o > t
= I m

㈲㌘
0 届 I a > < I a 仏 >

× 鶏 肋> < 乃扁0 > (7)

< 0 蘭 a ゝ< J b 応10 > 等は各残基 の 双極子 モ ー

メ ン ト ･ 礎気モ ー メ ン トで あ る . 又 . < I a 仏 > , <

A りb > 等 は固有状態を変換する とき の ユ ニ タ リ ー 行

列で こ れ は以下の よう に し て 求 め ら れ る .

残基間 の 相互作用も含め た ポ リ マ ー の ハ ミ ル ト ニ ア

ン を H とす る次式が成り た っ .

< A 厄1 B > = ∑ ∑< AII a > < I a 旧1J b > < J b 旧>
1
.J a . b

(8)
仏 >

, 伯 > は H の 固有状態 で あ るか ら ( 8 ) 式 は

行列 ( < I af H = b > ) の 対角化 に 他 なら な い . す な わ

ち < I aI HIJ b > を 要素とす る行列を つ く り .
そ れを 対

角化 した と き の 係数が < I ai A > 等 で あ り . こ れ を

( 7 ) 式に代入すれ ば R が 求ま る . < I ai H りb > は残

基間の相互作用の エ ネ ル ギ ー で あ り , そ の 求め 方に つ

い て は後の 節で 改め て 述 べ る こ と に す る .

以 上を ま とめ る と ポ リ マ ー の 旋 光 強度 を得 る に は

1 ) モ ノ マ ー の 波動関数と双 極子 モ ー メ ン ト 磁 気モ

ー メ ン トを求め る . 2 ) ポ リ マ ー の 分 子 構造 を定 め

る ･ 3 ) 分子が遷移 した とき の 各残基間の 相互作用 エ

ネ ル ギ ー

, すな わ ち行列要素を求 めて そ れ か ら で き た

行列を対角化し固有変換の 係数を求 め る . 4 ) 1 ) で 得

た モ ノ マ ー の 双極子モ ー メ ン ト , 磁気モ ー メ ン ト , 3 )

で 得た係数を ( 7 ) 式に代入 して R を 計算す る .

以 下の 節で は こ の 論文で 扱う ポ リ プ ペ チ ドに つ い て

の パ ラ メ ー タ を 各ス テ ッ プ ごと に 詳述す る .

‡ ･ アミ ドモ ノ マ ー

の パ ラメ ー タ

ア ミ ドの 紫外線領域に お け る吸収と し て 19 0 n m 付

近 に 打が 遷移 の 強 い 吸収 , 220 n m 付 近に n が 逮 移 の

弱 い 吸 収が存在す る. ホ ル ム アミ ド等で は 汀が 遷 移 よ

り も短い 波長領域で さ ら に い く っ か の 遷移の 存在が確

認 さ れ て お り , 又 花が 遷 移 と n が 遷 移 と の 問 に も

R y d b e r g 遷 移が あ ると い う 意見
2 2 12 3 )
も あ る が 確 か な

同定 は まだ な さ れ て い な い . こ れ ま で α 一 h e li x や β-

S t ru C t u r e の 旋光強度を計算す る とき , 1 90 ～ 250 n m

の 波長範囲で 主鎖の ア ミ ドの 方が 嵐 n が 遷移以外は

あ ま り影響 を与え な い と し て . こ の 2 っ の 遷移の みが

取り 扱 わ れ る こ と が 多か っ た ･ こ れ らの 遷移に 関する

双 極子 モ ー メ ン ト ･ 磁 気モ ー メ ン ト 摂 動計算の ため

の m o n o p o l e の 位 置 , 電荷等 の パ ラ メ ー

タ を求め るに

は実験結果や分子軌道法 に よ っ て 得 られ た波動関数を

利用す る ･ こ こ で は S c h ell m a n ら
8 I
に よ っ て 得られた

パ ラ メ ー タを用 い て C D の 計算を 行な っ た .

こ の 方法は n が 遷 移 の 吸収が 小さ い こ と か ら そ の

双極子 モ ー メ ン ト を 0 と し
, 又 方 が 遷 移 の 磁気モ ー メ

ン ト も 0 と す る ･ 方が 遷 移 の 双 極子 モ ー メ ン ト は

m y ri s t a m i d e の 実験
2 41
で 得 られ た もの をと り , その 他

の パ ラ メ ー

タ は各種 ア ミ ドの 実験結果
2 5)
を利用して 求

め た波動関数 で も っ て 計算し た値 を っ か う . こ こ で は

m o n o p o l e の 位置 に つ い て 新た に 計算 し 直 し た の で

原論文
8 1
と少 し値が 異な っ たが . その ため に 結果が 変わ

る よう な こ と ば なか っ た .

先程述 べ た190 n m 以下 の 遷 移 や R y d b e r g 遷 移 の

性格が 現在の と こ ろ は っ きり し な い た め . こ れら の遷

移が 方が 遷 軌 n が 遷 移 の C D に どの よ う な影響を及

ぼ す の か はわ か ら な い . しか し こ の 2 っ の 遷移の みを

取り 扱う 方法で も α - h eli x と αH C C の C D の 比較と い

っ た 定性的な議論は可能 で あ ろう .

Ⅲ . ポリ ペ プ チ ドの 構造

1 . α
･ H eli x

前に 述 べ た よ う に 残基間の 相互作用 を とり 入れて ポ

リ ペ プ チ ドの 旋 光強度を計算す る に は ポ リ ペ プ チ ドに

特定 の 構造 を仮定 し , 各残基の ア ミ ド C h r o m o p h o r e

の 位置 ･ 遷 移時 の 双極子モ ー

メ ン ト , 磁気モ
ー メ ン ト

の 方 向, 各 m o n o p o l e の 位 置を計算 して お か ねば なら

な い .

ア ミ ドの 原子 の 位置に 関し て は ペ プ チ ドは平面で あ

ると 仮定 し , P a u li n g の 原子座標2 6 庵 用い た . こ の ペ

プ チ ド を連 らね る こ と に よ っ て ポ リ ペ プ チ ドをっ くる

こ と が で き る . α
･h e li x の 例 を図1 に 示す . その ら せ

ん 構造 は らせ ん 軸に つ い て の 1 残 基 あ た り の ピ ッ チ

P と 1 残基あ た り の らせ ん の 回転角β に よ っ て 表わ

さ れ る ･ こ の 2 っ の パ ラ メ ー

タの 値 が 変わ れば N ･C α
.

C α - C 結 合の ま わ りの 内部回転角 p , ¢カi変化す る .又 ,

C α 原子 の 結 合角 T を 変え る こ と に よ っ て も a -h eli x

の 構造 は変化す るが , こ こ で は T = = 1 0 9 . 4 7
0

と 固定し

た ･ 実 際の ポ リ ペ プ チ ドで は T は もう 少 し大き い 値を

と るが 計算 の 都合上 . 上の よう な値 に した . 又 a
- h eli x

の 基本 的な構造と して P = 1 . 5 Å . ∂ ニ 1 0 0
0

と 定 め

た . M i y a z a w a ら
2 71
の 方法で P . 0 , T の 関 数 と し て P .
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図1 . α
一 h eli x の 構造

丁 はC の 原子の 結合角 . 甲, ¢ は そ れ ぞれ N
-

C α ,

C α- - C 結合の ま わ り の 内部回転角 . p は 1 残基あ

たり の ピ ッ チ . ∂ は ら せん 軸の ま わ り の 1 残基 あ

たり の 回転角 .

¢の 値を計算す る こ と が で き , 上の 構 造の 場合 . 甲 =

岬

51 . 43 7 8
0

. ¢ =
-

5 2 .7 56 l
O

で あ っ た .

2 . α
･ H e li c al c o il e d -

C O il (α H C C)

前節の a -h eli x の 構造を もと に し て , C r i c k
2 8J2 9J の

方法を用 い る と さ ら に 大 き な ら せ ん 構造 を も っ た

αH C C を つ く る こ と が で き る . そ の お お よ そ の 構造 は

図2 に 描 い て あ る . 以 下で は もと の α - h e Ii x の 小さ な

らせ ん を mi n o I
･

- h eli x , 新しく っ くっ た αH C C の 大 き

ならせん を m aj o r - h eli x と 呼 ぶ こ と に す る . α H C C

の各原子の 座模 に 関 して は m aj o r- h e li x の ピ ッ チ P ,

半径 R , 1 回転 あ たり の 残基数 M を 与え る こ と に よ っ

て計算す る こ とが で き る . こ の P
,
R

,
M の 値 を変え れ

ば様々 な c oil e d- C O il 構造を っ く る こ と が で き る の で

ある が . 実際の 繊維状た ん ばく 質の 構造か ら考え て R

ご 5 .5 Å 前後とす る と 適 当な もの は限 られ て く る
3 0)

.

α
･ 臼eli x は 1 [司転あ た り3 .6 残基の 右巻き の らせ ん

権道で あ る が , こ れ を 少し ゆが めて 1 回転あ た り 3 . 5

残基と して C O il e d ･ C O il を つ く れ ば m aj o r - h eli x が 左

巻き に な っ た αH C C が 得ら れ る . ト ロ ポ ミ オ シ ン で

ア ミ ノ 酸の 1 次構造を3 .5 残基 ごと に 区切 っ て 並 べ る
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図 2 . α
- H eli c a l c o il e d q c o il (α H C C ) の 構造

P は m aj o r -h e li x の 1 回転 あ た り の ピ ッ チ . R

は m aj o r ･ h el i x の 半径 .

と ち ょ う ど疎水基 が 1 回転 ごと に 現わ れて 1 列に整列

す る
3 11

. こ の 部分が c o il e d -

C Oil 構造の 2 本鎖 を 結 び

つ け る疎水結合を形成す る位置に く るの で . ト ロ ポ ミ

オ シ ン の 構造 は上記の モ デ ル の よう な もの と考え ら れ

て い る . し たが っ て こ こ で は こ の モ デル を採用 し , 繊

維状た ん ばく 質 の 観察か ら P = 1 86 Å . R = 5 . 5 Å ,

M = 1 2 6 と し た .

ポ リ ペ プ チ ドは N 端と C 咄と 異な っ て い る か ら 鎖

の 向き が 存在し , 2 本鎖の αH C C で は こ の 向き が 同 じ

もの と逆の も の の 2 種類が存在す る . こ こ で の 計算で

は 同 じ 向 き の も の を っ く る 場合 は各鎖 が m aj o r -

h eli x の 軸に 関し て 線対称の 位置 に く る もの と し , 逆

向き の もの を つ く る場合 には 一 方の 鎖 を上下逆転 (.図

2 ) し た もの を っ く り , 計算に 必要な 長さ ( 残基数20

× 2 ) を切り と っ て 計算を 行な っ た .

Ⅳ ∴残基聞の相互作用

モ ノ マ ー の 固有状態か ら ポ リ マ ー の 固有状態に 変換

す る に は ハ ミ ル ト ニ ア ン の 行列( 要素 < l a 旧IJ b > )

を対角化し な けれ ば なら な い .
こ の 要素は 各遷 移で の

電 子 の 状 態変化 に よ っ て 生 じ た残基間の 相互作用 エ ネ

ル ギ ー を 表わ し て い る . そ の 値 は実験 その も の か ら は

得 られ ず , 計 算に よ っ て 求め な けれ ば な らな い . と こ

ろが こ の 値は 計算方法や用い た波動関数 に 大き く依存

し ,
そ の 結果旋光強度や C D の 計算に 大きな影響 を与

え る . こ こ で 用い た B a yl e y ら の パ ラ メ ー

タに よ る 計
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算は比較的実験 と よく あ っ て い るが
, そ れ で も計算結

果の と こ ろ で み る よう に α - h eli x の n が 遷 の 旋 光強

度が実験で得ら れた もの に 比 べ て か な り 小さ い . こ の

点 に つ い て は考察の と こ ろ で 改めて 検討する .

行列の 対角要素 はポ リ ペ プ チ ドの 遷移の エ ネ ル ギ ー

に 相当 し吸収波長か ら計算さ れ る . こ こ で は 方が 遷 移

の 吸収波長を 192 n 肌 n が 遺移の 吸収波長 を 222 n m と

した ■ 各行列要素が得 られ れ ば 後 は ( 8 ) , ( 7 ) 式 よ

り 旋光強度を求め( 5 )式を使 っ て C D を描 く こ とが で

き る ･ な お( 5 ) 式で の 旋光強度か ら C D 曲線 を措く際

の ガ ウ ス 曲線の 半値幅は 12 n m と した .

Ⅴ . 球 状 た ん ばく 寛 の C D の m 8 t ri 文 一8 n k

8 n 8 1 y si s

ト Ⅳ で 述 べ た理論をた ん ばく質に も適用す れ ば た

ん ば く質 の C D を計算す る こ と が 可能 で あ る . しか し

実瞭に たん ば く 質の 研究か ら要求さ れ る の はむ し ろ逆

に C D ノヾタ
ー ン か ら その 構造を推測す る方法 で あ ろ

う ･ こ れ ま で によ く行 なわ れ て きた方法 はた ん ば く 質

の C D を α - h eli x
, β一 S t r u Ct u r e , そ の 他 の 不 規則構造

の 3 つ の 2 次構造 の C D の 重ね あ わ せと み な し , こ れ

ら2 次構造の 含有率 を最小 2 乗法 を用 い て 求め る と い

っ た方法で あ る
18 抑

. しか し こ の 方法 で は必ずし も 満

足の 行 く結果が得 られ ると は か ぎ らず , い ろい ろ と 改

良 さ れ たり 叩 , 検討さ れ た り して い る
3 2卜叩

. そ こ で ま

ず こ こ で は m a t ri x r a n k a n al y si s の 方法を用 い て 重

ね あ わせ の 方法の 是非を調 べ て み た .

C D 実験で 得ら れた あ る た ん ば く 質 の 分子楕 円率

〔8 〕の 値 を y , こ れが L = の r ef e r e n c e s p e c tr a の 重 ね

あ わせ に より 成る もの と仮定 し , そ の 比率を c , , C 2 , …

…

･
Cl . 各 r e f e r e n c e の 〔6 〕の 値を X .

.
X 2 ,

… …

. X ,

とす る と .

ク =

㌢
貞

誓㌣
1) (9)

が 成り た っ . こ の た ん ばく質 の C D を波長 ん,
Å2

･ ‥

…

.
加 と 乃 こ の 点で 測定 し た とすれ ば .

邦 =

買1 明
か 匝 L 2

,

…
… 乃) ( 1 0)

と 乃 こ の 式が 成り た っ . さ らに 研 こ の たん ばく 質 に

つ い て 同じ よう に 粥 こ の 点 で 測定 した とす れば ,

僻鼻 刷 (孟≡壬;…;::::二二芸) (11)
と 合計 研 招 こ の 式が 成立す る . ( 1 1 ) 式 を行列で 表

現す る と ( 12 ) 式の よう に な る .

Y = ⅩC
(1 2)

こ こ で Y は ( 仇 椚) 型 , Ⅹ は ( れ り 要臥 C は ‖,

桝) 型の 行列で あ る . さ て 行列 Y の 階級を γ と する と

行列の 性質に よ り γ ≦ m i n (£･ ∽
,
カ) で あ る .

乃 ≧i ,

粥 ≧J と な る よ う に 刑 , 乃 を適当に 大き く と れ ば 行列

X ･ C が 特別な も の ( 例え ばあ る 行の 要素が す べ て0 )

で な い か ぎり 一 般 に γ = エで あ る . 行列 Y は m こ の

た ん ば く 質の 波長 ん , ス2 . ･ ‥

入循 の 粥 こ の 点で の 〔鋸

の 値で 構成さ れ る . こ の 行列 Y の 階級 を調 べ る こ と に

よ っ て た ん ば く質の C D の み か ら r ef e r e n c e の 数L を

知 る こ と が で き る . も し球状 たん ば く 質 の C D が α,

h eli x
, β一 S t r u C t u r e , そ の 他の 不規則構造部分の C D の

重 ね あ わ せ に よ るもの と すれ ば ァ = 上 = 3 と な るはず

で あ る .

階級 γ を求め る に あ た っ て は Y の 行 ベ ク ト ル ある

い は列 ベ ク ト ル の 中で 1 次独立なもの が γ こ ある こと

を利用す る
- 9)

･ ( 1 3 ) 式の 操作 に よりツ, , 以外 の 第 1 列

目 の 要素がす べ て 0 に な る よう な 行列 Y
′

を っ く る .

抽 = γ葎
一

浩
一

拍
(13)

同 じ操作を 2 列冒以 降 に次 々 と 行な っ て い く . も し

Y の 階級が γ な ら ば ( 14 ) 式の よ う な ( γ + 1 ) 行目

以降の 要素がす べ て 0 に な っ た 行列 Y
′

が で き る で あ

ろ う .

∵ =

＼
､

ご

-

Jさ
= =

クエr
… …

ツ抽

0
●

･

･

.

●

ヅ r r
… …

ツ
γ刑

0 0

実擦 の 計算 で は0 の 判定 を う まく 行な う た め に 行と

列 を入 れ換え た り する が 基本は変わ らな い .

さ て r が 求 ま っ た な らば今度 は r ef e r e n c e s p e c tr a

の 形 , す なわ ち行列 Ⅹ を 求め な けれ ば な らな い . こ れ

は行列 C を 与え る こ と に よ っ て ( 11 ) 式か ら求め るこ

とが で き る . と こ ろ が ( 11 ) 式 は 一 般 に 未知数の 数よ

り も方程式の 数の 方 が多 く係数 瑚 が 何 ら か の 拘束

条件を満た し て い な けれ ば 解 ∬行 は求 ま ら な い . こ の

係数の 行列は Ⅹ 線解析の デ ー

タ よ り与 え ら れ る が 必

ず し も こ の 拘束条件 を満た して い る と は か ぎ らな い .

そ こ で 一 般 に は最小 2 乗法を 用い て Ⅹ を 求 め る の で

あ る が , こ れ は あく まで 近似的なもの で あり , 後の 結

果で み る よ う に こ れ を r ef e r e n c e s p e c t r a と し たの で

は 重ね あ わせ は うま く い か な い . そ こ で こ こ で はC も

未知数 と し て ( 12 ) 式を 解く こ と に した .

′ = ∑ ∑ ( ∑ ズわ Cノ烏 一刀り
2

(1 5)
J ニ l 々 = l j = l

( 1 5 ) 式 に お い て 初め に 勒 ( あ るい は Cメり を適当

に 与え , f が 最小値を と る よ う な Cブた( ∬掃 を 求める .

次 に そ の 値を 再 び ( 15 ) 式 に 代入 し, ′を最小化する

よう な今度 は ズ仇 巧 を 求め る . こ れ ら の 過程を繰り
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返し , 鞠 Cノ々 の 値 を収束さ せ る こ と に よ っ て( 15 )

式の 解が求 め られ る ･
こ の 方法で は C も未知数に す る

ので 解 は無数 に 存在す る こ とに な るが , 初 め に 与え る

初期値や 勒 ,
C i 烏 に 適当な条件を 課す る こ と に よ っ

て不合理 な 解が 求ま る の を避 け る こ と が で き る .

こ こ で は ズ庁 の 初期値 と し て Ch e n ら
1¢I の 求 め た

r ef e r e n c e s p e C t r a を 用い 計算途中で 勒 の 値 が初期

値と大きく 異な っ た場合 はそ の 差が 小さ く な る よ う に

修正して 次の ス テ ッ プ の 計算を行 な っ た二 又 Cノ烏 に つ

いて は C 3烏 = 1
-

C l た - C 2 カ と し c l 点 , C 2 た が 負 に な

っ たと き は0 と 置き直 して 次の ス テ ッ プ に 進ん だ . 計

算途中で の C ブ々 の 値と Ⅹ 線解析の デ
ー タ か ら 求 め た

も の との 差が 0 . 2 以上 に な っ た場合 は そ の 差を 0 .2 に

置き 直して 次の ス テ ッ プ の 計算を 行な っ た .

計 算 結 果

L 旋光強度

以下で は ポリ ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸 残基数 を n と す

る . 図3 に a ･ h e li x で n = 10 の とき の 旋光強度 の 分

布を示し た . 1 9 0 n m 付近 の もの は 打が 遷 移の ら せ ん

軸に垂直な成分の も の で あり . 200 n m 付 近 の 負 の も

の はらせ ん軸 に 平行な成分の も の で あ る . 2 2 2 n m の

n が 遷 の 旋光強度 は実験値か ら得 ら れ る も の の お お

よ そ3 分の 1 で あ る . こ の 旋光強度の 分布か ら ( 5 )

式を使っ て C D 曲線を 得 る こ とが で き る .

Ⅰ . α ･ Ⅲeli x の 長さに よる C D の 変化

図 4 に n = 1 0 , 1 5 , 2 0 . 3 0 , 4 0 と 変 化 さ せ た と き

の a ･ h e li x の C D 曲線 の 変化の 様子を描 い た . n が 大

きく なる に つ れ て 方 が 遷 移の 2 っ の ピ ー

ク が 高 く あ

るい は深く な る .
こ の 効果は大き い の で後 の α口C C の

C D と a -h eli x の C D の 比較や ,
た ん ば く質 の C D を

図3 . α
一日eli x の 旋 光強度

n = 1 0 . p
= 1 .5 Å . 0 = 1 0 0

0

. 単 位 D B M は

D e b y e ･ B o h r M a g n e t o n .

5 2 9

考え る隙 に 留意し な けれ ば な らな い .

Ⅲ . α
- H eli x の 構造変化と C D

図5 は α - h eli x ( n 去 20 ) で P = = 1 . 5 Åと固定 し回

転角β を96
0

か ら100
0
へ と変 えて い っ た と き の C D

曲線の 変化の 様子を描 い た もの で あ る . 表1 に β の 変

化 に伴 う 甲, ¢の 値の 値 を記 した . β の 変 化 に よ っ て

α
一 h el i x の C D は 7 T7 r

*

遷移の み な ら ず n が 遷 移 に も

同程度の 変化が生 じる こ と が 図5 で 示され て い る .

図6 は β = 9 8
0

と 固定 し , P を1 . 4 8 Åか ら 1 .52 Å

へ と 変え て い っ た と き の C D 曲線 を 描 い た も の で あ

る . 表2 に p の 変化に 伴う 甲. ¢ の 催を記 した . p の 変

化 は α ･h eli x が らせ ん軸 の 方向に 伸縮する こ と を意味

す る . こ の とき C D で は n が に あ まり 変化が生 じず ,

打が 遷 移 . と く に 207 n m 付近の らせ ん 軸に平行な成分

がか な り の 変化 を受け る こ とが 図6 で 示され て い る .

図 5 . 図6 の 結果か ら , α - h eli x の 構 造が 少 し 変化

す れ ば . そ れ に 伴 っ て そ の C D パ タ ー ン もあ る 範囲内

で 様々 な形を と る こと が 予想さ れ る . 長さ まで も変化

する と 一 層そ の 傾向が 増す . した が っ て 球状た ん ば く

質中の α - h eli x の よ う に こ れ ら3 っ の パ ラ メ ー

タに か

12

1!

10

9

8

(

｣

0

∈
P

盲
u
.

曾
p
)

†

〇
一

×

琶

t 90 200 21 0 22 0 2 30 2 40 2 50

A( n m )

図4 . 残基数 n に よ る C D の 変化

p
= 1 . 5 Å . ∂ = 1 00

0

∴L n = = 1 0 ; 2 , n = 15

. 3 , n = 2 0 ; 4 , n = 30 ; 5 . n = 40 .
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図 5 . 回転角 β に よ る C D の 変化

n
= 2 0 . p = 1 .5 Å . 1 ～ 5 , ∂ = 96 ～ 1 00

0

,
∂

は 1 度ず つ 変化 .

表 1 回転角 β に よ る 甲, F の 変化

p
ニ 1 . 5 Å｡ β

, 甲 , ¢ の 単位数 は度

β 甲 少

ロ 96 . 0
-

3 6 . 3 9 2 ｡
-

7 0 . 9 3 2

2 9 7 . 0
-

3 9 . 3 0 5
-

6 7 . 0 8 8

田 9 8 . 0 -

4 2 . 6 1 1
-

6 2 . 9 2 3

4 9 9 . 0 - 4 6
. 5 1 1

-

5 8 . 2 6 8

5 1 0 0 . 0
-

5 1 . 4 3 8
- 5 2 . 7 5 6

な り の ば ら つ きが あ る も の はそ の C D パ タ ー

ン もか な

り 変化 に 富ん で い る こ とが 予想さ れ る .

Ⅳ . a
- H eli c al c oil e d ･

C Oil の C D

2 本の ポ リ ペ プ チ ド鎖が 同 じ 向 き を 持 っ た αH C C

( n = 20 × 2 ) に つ い て そ の C D を計算し た結果 を図7

に 描い た . α H C C を つ く る 瞭, そ の も と と な っ た α ･

b eli x に つ い て の 結 果も比 較 の た め に 入 れ て お い

た . a H C C の C D パ タ
ー ン は m aj o r ･ h eli x の 半 径 R

(

｣
｡

∈
P

盲
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訝
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図 6 . ピ ッ チ p に よ る C D の 変化

n
= 20 . ∂ = 9 8

0

. 1 ～ 5 , P = 1 .4 8 ～ 1 . 52 Å.

P は 0 . 0 1 Å ず つ 変化 .

表

芸三蒜て‡:笠詣昆
･

は鼠ア慧て
と

¢の 単位 は度

P 甲 ¢

口 1 . 4 8 - 5 6 . 3 7 1 - 4 8 . 6 4 5

2 1 . 4 9 - 5 3 . 7 4 6 - 5 0 . 8 3 2

3 1 . 5 0 - 5 1 . 4 3 8
-

5 2 . 7 56

4 1 . 5 0
-

4 9 . 3 5 1
-

5 4 . 4 97

5 1 . 5 2 -

4 7 , 4 3 1 - 5 6 , 1 00

を 5 .3 ～ 5 .6 Å と変化さ せ て も ほ とん ど変わ ら なか っ

た . 又 . α H C C の 1 本鎖だ け を と り だ して C D を 計算

して も α-h e li x ( 1 本) の C D と は とん ど変わ ら なか っ

た . こ の こ と は 図 7 に 見 られ る αH C C と α - h eli x の 問

の 加r 遷 移の 小 さ な相違が , αH C C の 2 本鎖間の 相互

作用 に よ っ て 生じ た もの で あ る こ と を示 して い る .

図 8 は 2 本鋭の 向きが 逆 にな っ た αH C C に つ い て

の 結果で あ る が 同じ 向き の もの と は とん ど差が な い .
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図7 . 8 の 計算結果 は次の こ とを 示唆する . C D 実験

から a H C C の 構造 を α - h eli x の 構造 と 区 別 し て 見 っ

けだす の はむ ず か し い . 仮 り に そ れ が で き た と し て

も , 2 本鎖の 向き ま で も識別 す る の は 不可能 で あ ろ

う .

図9 は ト ロ ポ ミ オ シ ン ( T M ) と マ レイ ル 化 ト ロ ポ ミ

オ シ ン ( M T M ) の C D 実験の 結果で あ る
3 5)

. T M は前

に述 べ た よ う に m i n o r -h eli x は1 回転 あ た り 3 .5 残

基で 上の 計算で 用い た もの と同 じ構造 を し て い ると 考

えられて い る . M T M は T M の リ ジ ン 残 基 の 8 ･ ア ミ

ノ 基を マ レイ ル 化 した もの で 超達成､ の 測定
3 5 )
に よれ ば

M T M の 濃度が 小さ い と き に は 大部分 の a H C C の 構

造が こ われ て , 1 本鋭の α -h eli x に な っ て い る も の と

思われ る . 20 7 n m 付近で は T M は M T M に 比 べ て わ

ずかば かり ピ
ー

クが 浅く なり 計算結果 と 一 致 し て い

る .
と こ ろが 19 2 n m 付近で は T M の 方が ピ ー ク が 大

きく なり , こ れ は計算結果と は逆 の 傾向で あ る .

こ の 実験 と計算結果の 食 い 違い に つ い て は次の よ う

な こ とが そ の 原因と し て 考え ら れ る . まず マ レ イ ン 酸

が210 n m 付近 に 吸収を 持っ て お り マ レイ ル 基 も こ の

ご
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図7 ･ α H C C の C D ( 2 本鎖の 向きが 同じ場合)

破線は a - h eli x で n = 20 . 実線 は αH C C で n =

20 × 2 .

5 3 1

付近 に 吸収が あ る と思わ れ る の で こ の 効果が C D に 現

わ れ て く る . し か し マ レイ ル 基 はリ ジ ン 残基 の み に結

合し . リ ジ ン残 基は T M 全体の 約7 分の 1 しか 含ま れ

て お ら ず , 側鎖の マ レ イ ル 基どう し. ある い は マ レイ

ル 基と 主鎖の ア ミ ド間の 距離は ア ミ ドどう し の 間の 距

離 に 比 べ て 大き い の で ,
マ レ イ ル 基の 影響は小 さ い も

の と 思わ れ る .

次に T M と M T M 申の α ･ h el i x 含 量 の 相 違が 原因

と な っ て い る こ と が 考 え ら れ る . T M と M T M の

〔β〕2 22 の 値は ポ リリ ジ ン 等の 合成 ポリ ペ プチ ドの α -

h eli x で 得 られ る もの の 約 4 分の 3 で あ り . し た が っ

て 両者と も100 % α ･ h e li x の 構造をして い ると は 思わ

れ な い . と い う こ と は両者で の α ･ h eli x の 含量が異 な

る こ と もあ り 得る わ けで あ る . し か し〔∂〕2 2 2 の 両者の

値 はほと ん ど同じ で あ り .
こ の 値が α ･ h e li x の 含急に

依存する もの と す る と両者の 問の h eli x 含量 に差が あ

ると し て もわ ず か で あ ろう . 又 , h eli x 含量が 多 て た

れば 汀が 遷 移の 2 つ の ピ ー

ク は どち ら も 大
､

ち
′

っ

はず で あ り , 実験結果の よう に 一 方だ けが大 きく な る

と い う こ と は あり 得な い .
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図 8 ･ a H C C の C D ( 2 本鎖の 向きが 逆の 場合)

図7 の 説明参照 .
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図9 . T M と M T M の C D
9)

T M t 2 ･ 4 m g/ mL ･ M T M
. 0 .1 r n g / mL a) 上 野 ｡

窪田 ( 未発表)

谷

3 番EI Lこ T M と M T M 申の a ･ h eli x の 構 造 が 異 な

る こ と に よ る 可能性が あ る . こ れ は図 4 ～ 6 の 結果か

らし て 充分考 え られ る こ と で あ る .

最後 に こ の 計 算で 扱 っ た 方が 遷移 , n が 遷移以外の

遷 移が 微妙な影響 を及 ぼ して い る こ と も考え られ る .

もち ろ ん 上に 述 べ た原因の い く つ かが 複合 して い るこ

と もあ り う る . い ず れ に せ よ計算の 方 は単純化し たモ

デ ル , 方法で行 な っ て い るの で 現 時点 で は断定を下す

こ と はで きな い .

Ⅴ . 球状たんばく質の C D の r e f e r e n e e s p e c t r a

X 線解析に よ り3 次構造が明ら か に な っ て い て , し

か も C D が 文献 に 載 っ て い る11 こ の 球状 た ん ば く 質

を 選 び( 表3 ) , C D 測定値の m a t ri x r a n k a n al y si s

を 行な っ た ･ 各 たん ばく 質の 分子楕 円率〔∂〕の 値 は文

献 に 載 っ て い る数値 を用 い , 数値 の 載 っ て い ない もの

は グ ラ フ か ら 読 み と っ た . 実 際 に m a t ri x r a n k

a n a l y si s を 行な っ た 際正確に 0 に な る こ と は な い か

ら , C D 実験 に よ る誤 差を 測定値の 絶対値の 5 % と し

e r r o r
-

P r O p a g a ti o n の 式
1 9J
を 用い て 0 の 判 定 を 行 な

っ た .

1 1 こ の 球状 た ん ばく 質 に つ い て 測定点を 適当 に 選

ん で m at ri x r a n k a n al y si s を 行な っ た と こ ろ2 10 ～

2 40 n m の 波長範囲 で r = 3 と な っ た . 200 n m 以 下 の

領域 で はた ん ばく質 の 数 を減 らし て も r > 3 と なり ,

こ の 波長領域で重ね あわ せ の 方法を適用す るの は困難

な こ とが わ か っ た . 2 1 0 ～ 2 40 n m の 範囲で は m a tr i x

r a n k a n al y si s に 用 い る測定点の 数 を変化さ せ て も r

= 3 で あ る こ と に変 わり は なか っ た . し たが っ て こ の

表 3 M a t ri x r a n k a n al y si s に 用い た11 個 の 球状 たん ばく質

P r o t ei n O ri gi Ⅲ R e f e r e n c e s

M y o g l o b i n S p e r m w h al e 田

L y s o z y m e E g g w h it e 田

L a c t a te ･d e h y d r o g e n a s e D o g fi s h 1 6

R i b o n u cl e a s e B o vi n e p a n c r e a s e 1 6

P a p ai n P a p a y a 1 6

I n s ul i n P o r ci n e 田
F e r r o c y t o c h r o m e c T u n a 3 8

E l a st a s e P o r ci n e 3 9

C h y m o t r y p si n B o v i n e 田
Al k ali n e s e ri n e p r o t e a s e B 5 わ喀 ね 別 井俗 g γぬざβ猥 40

F l a v o d o x i n C l o s t ri d i u m 四
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波長領域で は11 こ の 球状 たん ば く質の C D は 3
つ の

r ef e r e n C e
S p e C t r a の 重ねあ わ せ と し て 表 わす こ と が

可能で あ る ･

そこ で こ の 波長領域で の r ef e r e n c e s p e c t r a を求 め

て みた . まず Le v i tt ら
3 6Jに よ る Ci h の 値( 彼 らの 方法

による t u r n 構造 は こ こ で は 不規則構造 と し て 扱
っ

た) を 用 い て 各波長 ご と に 最小 2 乗 法 で 求 め た

r ef e r e n c e s p e c t r a を図 10 . a に 示した ･
そ こ で 二 三

のたん ば く質 に つ い て こ の r ef e r e n c e s p e c t r a ( X 扇

と Cノ烏 と で 計算 した C D を実験か ら 得 ら れ た も と の

c D と比較し て み た . ( 図10 . b . c , d ) . 最小2 乗法で

求めた r ef e r e n c e s p e c t r a で は必ず し も重ね あ わせ が

うまく い っ て い な い こ とが わ か る .

次に 理論の と こ ろ で 述 べ た よ う に 瑚 を 未知数 と

して 扱 っ て 得 られ た r e f e r e n c e s p e c t r a を 図 1 1 ･
a に

示した .
こ の と き 求ま っ た 招 と ∬む と で 計 算 し た

M Y O G L O B I N

図10 . 最小2 乗法 に よる r ef e r e n c e s p e c t r a

a . 1 . a
･ h eli x ; 2 . β- S t r u C t u r e ; 3 , 不 規則

構造 . b
, C , d . 実線 は実験で 得 られ た .

C D
, 破線

は計算 に よる C D ‥ 点線 は両者の 差 を表わ す . 横軸

は波長 ( n m ) . 縦 軸は分子楕円率 ( d e g ｡ C m
2
｡

d m o l~ l) . L D H は 1 a c t a te d e h y d r o g e n a s e の

略 .

53 3

C D と もと の 実験 の C D と比 べ た も の を 図 11 . b
.
c
.

d に 示 した . こ の 方法で 求め た r ef e r e n c e s p e c t r a を

用 い れ ば , 重ね あわ せ が う ま く い く こ とが わ か る . 蓑

4 に こ の 方法で 求ま っ た Cjk と L e v itt ら
3 6)
に よ っ て

求め ら れた もの を比較 して お い た .

最後 に こ の r e f e r e n c e s p e c t r a を 用 い て , E . c o H

の R N A ポ リメ ラ ー ゼ
42)
の 2 次構造 の 比率を計算 し て

み た と こ ろ , a
･ h eli x 3 4 % , β- St r u C t u r e 3 4 % . 不

規則構造3 2 % と な っ た . 図12 に 重ね あ わせ の 結果を

示し た . 重ね あ わ せ て 計算 した C D と 実験 の C D の
一

致の 程度は良好で あ る .

考 察

1 . a
- H eli x の 構造と C D

競則的な構造 をも っ た α - b eli x は パ ラ メ
ー

タ と し

て . p , 乱 丁, 甲,¢ が 与え られ れ ば そ の 構造 は 決 まる( 図

1 ) . こ れ らの パ ラ メ ー タ の う ち3 っ だ け が 独立で後の

2 っ は そ れ ら の 従 属変数 に な る
2 7 )

. こ こ で は T = =

109 . 4 7
0

と 固定 して しま い , P , ∂ を独立変数 と して 扱

っ た . そ れ はら せ んの 構造を特徴づ け る パ ラ メ ー

タと

M Y O G L O B 】N

図 11 . 修正さ れ た r ef e r e n c e s p e c t r a

図 10 の 鋭明参月軋



5 34

(

｣

｡

∈
で

盲
〇

.

曾
p
)

†

〇
一

×

す
]

R N A P O L Y M E R A S E

A( n m)

図 12 . R N A ポ リメ ラ q

ゼ の C D

実線 は実験 で 得ら れ た C D . 破線 は計算に よ る C D .

谷

して は p , β の 方が 適当だ か らで あ る .

結晶解析か ら得 られ る ポ リ ア ラ ニ ン の α ･h d i x に っ

い て は p = = 1 ･ 4 9 5 Å , ∂ = 9 9 .57
0

で あ る
4 3 )

. 溶液中の

α
･ h d i x に つ い て は 水溶液中, 有機溶媒申で 各種アミ

ノ 酸の h o r n o p o l y m e r . c o p o l y v e r の C D が と ら れ

て い るが そ れ らの 間に あ まり 大き な相違 は見られず ,

せ い ぜ い 図 5 , 6 の 程度 で あ る . こ の こ と か ら α - h eli x

の C D が
, 側鎖の 違 い に よ る影響 は あま りなく

, 主と

して主鎖 の 構造で決ま り
,
ま た溶液中 で の p , ♂ の変

化の 幅 は こ の 計算で 用い た程度 以上に は生 じて い ない
こ と が 推測さ れ る .

2 . a H C C の C D に つ い て

計算 で は αH C C の C D と α -h eli x の C D の 差は小さ

か っ た ･ こ の 差 は2 本鎖間の 相互作用に よ っ て 生じた

もの で あ り ･ こ れ が小 さ い の は2 本鎖の 残基問の 距離

が 10 Å以 上離れ て い る もの が 多く て 相 互作用 が弱 い

か らで あ ろ う ･ とく に n が 遷移に 関す る相互作用を計

算す ると き ,
そ の m o n o p o l e は四 重梅 モ ー メ ン トとな

る の で 残基間の 距離が大きく な っ た場合 にそ の 効果は

非常に 小 さ く な る .

α H C C と a - h eli x の C D の 差が小さ い と い う こ と は

次の よ う な こ と を 示唆す る . た ん ば く 質申 で は α.

h eli x が 何本か あり , そ れ ら が β･ S t r u C t u r e とと もに

S u p e r S e C O n d a r y st r u c t u r e と い っ た もの を っ く っ

て い る も の が あ る . こ の よう な もの も含め て い く っ か

の 2 次構遵が集ま っ て さ ら に 大き な構造 を つ く っ た場

合 で も , そ の 位置関係 に よ っ て C D が 大き く変わ るよ

表4 計算に よ る 各球状 た んば く質の 2 次構造の 含有量 ( % )

P r o t ei n
C al c u l a ti o n L e v i tt a n d G r e e r

α β β α β β

M y o g l o b i n 9 4 8
-

2 8 8 0 1 2

L Y S O Z y m e 4 2 3 1 2 7 4 6 1 9 3 5

L D E 4 6 2 7 2 7 4 3 2 5 3 2

R N a s e 3 5 5 2 1 3 2 3 4 6 3 1

P a p ai n 3 5 3 2 3 3 2 8 2 9 4 3

I n s uli n 4 1 3 5 2 4 61 1 5 2 4

F e r r o c y to c h r o m e c 4 7 3 1 2 2 4 9 1 1 4 0

E l a s t a s e 1 0 4 6 4 4 1 0 4 6 4 4

C h y m o t r y p s i n 1 3 3 6 5 1 7 5 5 3 8

S
,
G . P r o t e a s e 1 3 3 9 4 8 1 1 5 8 3 1

F l a v o d o xi n 4 6 1 4 4 0 4 5 3 4 2 1

a は α -h eli x
, P は β- S t r u C t u r e

,
P は不規則構造を表わす.
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う なこ と は な
い で あ ろ う . した が っ て 球状 た ん ばく質

の C D は主 と して 各2 次構造 の 重ね あ わ せ で 決 ま り .

逆に たん ば く質の C D か ら そ の 2 次構 造を 予測す る の

も妥当で あ る と い え るで あ ろう .

3 . 計算方法 の 検討

さ て こ の 節で は今回の C D の 計算で 用 い た B a yl e y

ら
8
吻 方法並び に その パ ラ メ

ー

タ に つ い て 検討する . ま

ず α -h eli x に つ い て 計算し た C D 曲線を 見て すぐ に 気

がつ く こ と ば n が 遷 移の ピ ー クの 大 き さ が 実測値 の

3 分の 1 に しか な らな い こ と で あ る . n 7こ
★

遷 移 の C D

は主と して
- 電子理 論の 効果, す なわ ち励起状態 に あ

る電子が 遷 移す ると きの モ ー メ ン トと 基底状態に あ る

他の残基の 荷電分布と の 相互作用 に 起因す るもの で あ

る . こ こ で 用い ら れ た n が 遷移 の 磁気 モ ー メ ン トの 大

きさ は1 .1 4 B o h r M a g n e t o n で あり , け っ し て 小 さ な

値で は な い . 又 , そ の モ ー メ ン ト の 方向を C O 軸と平行

として い るが こ れ も妥当で あ ろう . 基底状態の ペ プ チ

ドの 荷電分布は求 め方に よ っ て 変わ るが 大き く 変わ る

こ と はな い .

一 番 問題 と なる の は ハ ミ ト ル ト ニ ア ン の

行列要素と なる残基間 の 相互作用 エ ネ ル ギ ー の 求 め方

で あ ろう . こ れ は 前に も述 べ た よ う に 計算方法 , 波動

関数 に大きく依存 す る . こ の 項の 計算 は厳密に 行な え

ば4 中心積分と な り容易 に は行なえ な い . そ こ で 積分

を点電荷間の 相互作用 に置きか え る m o n o p o l e 近似

で 計算を行 なう の で あ る . 点電荷 の 位置 , 電気量 は波

動関数に 依存 し ∴ 波動関数が広が っ て い る ほ ど相互作

用 エ ネ ル ギーは大きく な る . W o o d y
4 4 )
は励起 状態 に

あ る 波動関数 が 広 が っ て い る こ と を 考 慮 し て

m o n o p o l e の 位置を 0 原子か らよ り遠 く へ 離 し 四 童

極モ ー メ ン トを 大き く す る こ と に よ っ て n が 遷 移 の

旋光強度を実測値に 近 く合わ せ て い る .

こう い っ た計算方法 の 問題以外に こ こ で は無視 して

きた他の 遷 移が n が 遷 移の 旋光強度 に 影響 を与 え る

こと は充分に 考え ら れ る . もち ろ ん 方 が 遷移の 方 に も

影響 があ る で あ ろう . 例え ば α -h eli x に つ い て の 計

算で は 185 Ⅲ m 以 下 の C D は 負 に な る が 実 験 で は

17 仙 m ぐ ら い ま で は 正で 両者で 食い 違 っ て い る .
こ れ

は19 0 n m 以 下 に 存在する遷 移 に よ る も の で あ ろう . し

かし こ の よ う な遷 移に つ い て の 知識は 現在 の と こ ろま

だ不 充分で あり C D の 計算に 組み 入れ る こ とが で き な

い . 最近で は n 軌道 , 花 軌道 に 加え て α 軌道 さ ら に は

3 s , 3 p 軌道も含め た 分子軌道法が発展 し て お り t 真空

紫外領域に お け る実験 と と もに ア ミ ドの 電子状態 の よ

り詳し い 研究が 望ま れ ると こ ろで あ る .

4 . 球状た んば く 質の C D に つ い て

M a t ri x r a n k a n al y si s に よれ ば球状た ん ば く 質 の

535

C D は 210 ～ 2 40 n m の 波長領域 で 3 つ の r e f e r e n c e

S p e C t r a の 重ね あ わせ と し て表 わす こ とが でき る . し

か し こ の 波長範囲で r e f e r e n c e s p e c t r a を 求め よ う と

し た瞭 , 最小2 乗法を 用い る と重ね あ わせ は う ま く い

か な い . こ れ ま で も最小2 乗法で 得ら れ た r e f e r e n c e

S p e C t r a を 用い て 満足 い く 結果が得ら れ なか っ た の で

単 な る重ね あ わ せ で はな い 改良 され た方法が考 えださ

れ た .

例え ば C h e n ら
17 1
は球状た ん ばく質申 の a - h eli x の

長さが 各 たん ば く質 で 異な る こ とを考慮 に入れ て 2 次

構造 の 予測を行な っ た . こ の 長さに よ る影響 は計算結

果か ら も示さ れ て お り . 球状た んばく質中の α ･ b eli x

の C D が 合成 ポリ ペ プ チ ドの も の と 異な る こ と は 充分

に 考え ら れ る . 彼 らの 方法で は 花が 遷移 . n が 遷移 の

C D の 比較か ら長さ の 見 つ もり を行な う の で あ る が .

もし こ の 見 つ もり が 正しく な け れば . 含量の 予測も 間

違 っ て し まう . 図 5 . 6 の 計算に よれ ば α ･ h eli x の 構造

変化に よ っ て も C D は少 なか らず変化する . 球状 た ん

ばく 質申の α竜 eli x の 構造 は詳細に み れ ばか な り 変化

に 富ん で お り , した が っ て こ れ ら を無視して 長さ だ け

を 正確に 読 み と るの は困難 なよ う に 思わ れ る .

α
- H C C の C D の 計算の 結果か ら球状 た ん ば く 質中

の 各2 次構造 の 相互作用が小さ い こと が 示唆さ れ た .

こ れ は球状 た ん ばく 質の C D を 各2 次構造 の C D の 重

ねあ わ せ と仮定す る の に 有利 な結果で あ る . しか し こ

れ まで の 経験か ら みて 実際に はそ う単純なもの で はな

い
, 球状た ん ばく 質 の C D に つ い て は主鎖 に 汀が , n 汀

遷 移以 外に も遷移が存在し . 又側鎖 ch r o m o p h o r e の

影響 もあ っ て 未知 の 部分が多い . さ ら に た ん ばく 質の

立体構造の 多様 さが ある . 現時点で は C D か らそ の 立

体構造に つ い て の 詳 しい 知見を 得る の は困難 で あ る .

し たが っ て 球状 たん ばく質 の 構造に つ い て らか の 知見

を得 る手段と し て 重 ねあ わせ の 方法も評価す べ きで あ

ろ う .

結 語

本研 究で は , ま ず α ･ h e li x の 構造を n . p . ∂ を パ ラ

メ
ー

タと し て 変化さ せ そ れ に 対応す る C D 曲線 を計算

で 求 め ,
こ れ ら パ ラ メ ー タ と の 関係を調 べ た . 次に よ

り大 き な らせ ん 構造 で あ る αH C C を っ く り t そ の C D

を計算 して α - h e li x の C D と 比較 した . さ らに 計算 に

よ る αH C C と a -h e li x の C D の 差 を T M ,
M T M の

C D 実験 の 結果と比較 して み た . そ して これ ら 一 連 の

計算 に 用 い た B a y l e y ら
8)
の 方法, パ ラ メ ー タ に 関する

検討 を行 な っ た .

ま た M a t ri x r a n k a n al y si s を 即 ､ て 11 こ の 球 状



5 3 6

た ん ば く質 の C D が a - h eli x
, β- S t r u C t u r e 不規則構造

の C D の 重ね あ わ せ に な っ て い る波長領域 を求め , そ

こ で の r ef e r e n c e s p e c t r a を 計 算 し た . 最 後 に こ の

r ef e r e n c e s p e c t r a を 使 っ て E . c p H の R N A ポ リ メ

ラ
ー

ゼの 2 次構造の 比率 を計算 し た . 以上か ら得 ら れ

た結論 は次の とお り で あ る .

1 ･ a
･ h e王i x の C D は その 長 さに 大 き く 依存 し . 7r が

遷移で そ の 効果は 著し い .

2 ･ p と β を パ ラ メ
ー

タと して α - h e li x の 構造を 変化

さ せ た ときの C D は両者で 方 が
,
n が 遷 移 に お け る

変化 の 様子が異 な る .

3 ･ α H C C の C D は a -h eli x の C D に比 べ て ,r ,r
･

遷

移 の ど - クが 少し小さ く な っ た
. α H C C の 2 本鎖 の

向きが 同 じ場合と逆の 場合 と で は ほと ん ど差が なか

っ た ･ こ の 程度の 差か らみ て , α H C C と α ▼ 鮎1i x を

C D で 区別す る こ と は困難 で あり . そ の 2 本鎖 の 向

き まで 識 別す る こ と は なお き ら む ず か しい で あろう .

4 ･ a H C C と α -h eli x の C D の 差 は a H C C の 2 本鎖 間

の 相互作用か ら生ずるもの で あ る . そ の 2 本鎖 間の

距離が 5 ･5 Å前後で は a H C C の C D は距離 の 変化 に

よ る影響を は とん ど受け な い . ま た こ の 相互作用 に

よ る効果が小 さい こ と は球状 たん ば く 質の C D は 基

本的に は 2 次構造の C D の 重ね あ わ せ とみ な して よ

い こ と を示唆す る .

5 ･ α H C C
.
a

･ h eli x に つ い て の 計算結果と T M , M T M

の C D 実験と は波長20 7 n m の ピ ー ク で は 合 っ た が

19 2 n m の ピ ー

ク で は合わ な か っ た . こ の 原因に つ い

て は現在の と こ ろ断言する こ と は で き ない .

6 ･ 上 の 一 連の 計算で 用い た B a yl e y らの 方法は ま ず

不充分 な もの で あ り 実験値 と の 一

致 をみ る よ う 改善

するた め に は t ア ミ ドの 電子状態 に関す る研究 をさ

ら に 進め る必要が あ ろう .

7 ･ 1 1 こ の 球 状 た ん ば く 質 の C D に つ い て m a t ri x

r a n k a n al y si s を行 な っ た と こ ろ , 2 1 0 ～ 2 40 n m

の 波長範囲で 3 っ の r ef e r e n c e s p e c t r a の 重ね あ わ

せ に な る こ と が わか っ た .

8 ･ さ ら に こ の 波 長 領域 で の 3 っ の r ef e r e n c e

S P e C t r a の 形を求 め , こ れ を用 い て E c o li o R N A

ポ リ メ ラ ー ゼの 2 次構造に つ い て 分析 して み た と こ

ろ ･ a - h eli x 3 4 % , β-

S t r u C t u r e 3 4 % . 不規則構造

32 % で あ っ た .
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A b s t r a c t

T h e ci r c ul a r di c h r oi s m (C D) o f a
- h eli x w a s c al c u la t e d i n t e r m s of t h e st r u c t u r al

p a r a m et e r s s u c h as t h e n u m b e r of r e sid u e , n , t h e p it ch p e r r e sid u e , p , a n d t h e r o t a ti o n al

an g le of a r e si d u e a r o u n d t h e h eli c al a xi s , 0 . A lth o u g h t h e c al c u l at e d C D d e p e n d s o n all

st r u ct u r al p a r a m e t e r s (p , 8 , a n d n) , t h e w a y of it s d e p e n d e n c e v a ri e s a m o n g t h e s e

p a r a m e t e r s .

T h e c alc u l ati o n w a s e x t e n d e d t o t h e C D s p e c t r a of a c o il e d - C O il of t w o a - h eli c e s (αH C C) ,

W hi ch m a y b e cl a s si n e d i n t o t w o t y p e s , i .e .
,
O n e W i t h t w o p a r all el p ol y p e p ti d e ch ai n s

a n d t h e o t h e r w it h t w o a n ti - p a r all el p ol y p e p ti d e c h ai n s . T h e c alc ula t e d p a tt e r n s of t h e s e

t w o a H C C h a v e li ttl e , if a n y , diff e r e n c e b et w e e n th e t w o a n d sh o w sl i g h tl y s m all e r p e ak i n

t h e 7 r が r e g i o n t h a n th at of α - h eli x . T h i s diff e r e n c e i n t h e C D p att e r n of αH C C a n d a
-

h eli x i s n ot d u e t o th e c o nf o r m a ti o n al d iff e r e n c e , b u t t o t h e i n t e r a c ti o n of t w o c h ai n s i n

a H C C . T h e c al c u l at e d C D s p e ct r a o f a H C C a n d a
- h eli x w e r e c o m p a r e d w ith t h e

e x p e ri m e n t al s p e c t r a of t r o p o m y o s i n a n d m al e y l at e d t r o p o m y o si n .

F i n al 1y t h e C D s p e c t r a o f el e v e n g l o b u l a r p r o t ei n s w e r e a n aly z e d b y t h e m a t ri x

r a n k m et h o d w h e th e r o r n o t th e s e s p e c t r a c o uld b e s u p e r p o s e d b y t h e r ef e r e n c e s p e c t r a

Of t h r e e s e c o n d a r y s t r u ct u r e s i n p r ot ei n , i . e . , a
-

h eli x , β
-

S t r u C t u r e a n d i r r e g u l a r

C O nf o r m a ti o n . T h e a n aly sis s h o w e d t h at th e s u p e r p o s iti o n o f t h r e e r ef e r e n c e s p e ct r a

W a S f o u n d t o b e v al id i n t h e w a v e le n g t h r e g i o n of 2 1 0
- 2 4 0 n m , T h e r ef e r e n c e s p e c t r a

i n t h is r e g i o n w e r e c al c u l at e d b y th e l e a s t s q u a r e s m e th o d w it h s o m e m o di色c a ti o n . T h e

e x p e ri m e n t al C D s p e c tr a c o ul d b e r e p r o d u c ed b y s u p e r p o s iti o n of t h e r ef e r e n c e s p e ct r a
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W ei gh i n g th e e x t e n t of th e t h r e e s e c o n d a r y s t r u ct u r e s of e a ch p r o t ei n ･ T h e s e c o n d a ry

St r u C t u r e S Of E ･ C Oli R N A p o l y m e r a s e w e r e e sti m at e d t o b e c o m p o s e d of 3 4 % a
-

h eli x
,

3 4 % β
-

St r u C t u r e a n d 3 2 % i r r e g ul a r c o nf o r m ati o n b a s e d o n t h e r ef e r e n c e s p e ct r a

O b t ai n e d h e r e .


