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GENERAL　nNrTRODUCTION

P「oteins肛・lin・ar・P・1皿…assemb1・d丘。m・・m・20・different・typ…f舳n・acid・by　p。1yp，pdde

linkages．　ln　general，　they　can　be　divided　into　two　categories．　One　is　fibrous　protein，　and　it　has　a

static　function　in　providing　one　of　the　structural　elements　of　living　matter．　The　other　is　globular

protein，　and　has　a　dynamic　fimction　that　is　highly　related　to　their　three－dimensional　structure．　The

globular　proteins　exhibit　a　highly　convoluted　structure　with　one　or　more　polypeptide　chains　within

an・v・・ail　f・・m・Theref・・e・止・mechぬ・m・by・whi・h・an・un・tm・財・d　p・1脚dde　ch恋燃t。　it，

血曲ee一曲・n・i・nal・㎞・血・i・・n・・f血温・・p・・bl・ms血m・lecUlar・㎞・血・l　b・。1。gy（1）．

　　　　　　　Ly・・騨e一α一lactalb面n・up・血mily　i・・n・・f止・m・・t　inv・・dg・t・d　p・・t・in，up，㎡atnili，、

with　biophysical　and　biochemical　methodologies　（2－4）．　Lysozyme　and　ct－lactalbumin　are

h・m・1・9・u・　t・each・th・・and　h・v・皿d・ubtedly　div・㎎・d丘・m　a　c・mm・n　・nce、圃P，。t，in．

Lysozyme　is　distributed　widely　in　animal　kingdom　and　especially　occurs　in　some　avian　egg　white．

It　catalyzes　the　hydrolysis　of　glycosidic　bonds　between　N－acetylmuramic　acid　and

N－acetylglucosamine　residues　of　peptidoglycans　in　bacteriai　cell　walls．　ln　contrast，　ct－lactalbumin

i・f・皿d血血・milk・f　lact・dng　m㎝副・，　and・itS・9・n・i・exp・essed・皿y　i紬・m・mm。，y、gl、nd．

The　role　of　ct－lactalbumin　is　to　modifY　the　enzymatic　specifricity　of　galactosyl　transferase；　it　fomis　a

complex　with　the　enzyme　and　converts　the　complex　into　lactose　synthase　（5－b．　Thus，　the

丘mctions　of　these　two　proteins　are　quite　different±n　spite　of　similarities　hl　their　amino　acid

sequence・（8）・出・in甘・n－ex・n　di・面buti・n・f血・廿9・n・・（9），　an曲ee・曲・n・i・n・1・㎞・血。，（10，

1！）．　The　calcium－binding　propenies　of　the　two　proteins　are　also　knovvn　to　be　different．　Nl　the

丘nd血9・t・d・t・・h・w　th・tα一lact・1b皿in・甘・ngly　bind・acal・ium・i・n（12，13），　wherea・c㎞、k，n、typ，

（c－type）ly・・zym・d・e・n・t・peci負ca11y　bind・al・ium・i・n・血m・・t・a・e・．　Th・p畑。u、、加山，、。f

o曲b・・at・帥・ve　a1…evea1・d，　h・w・v・・，　th・t　th・・e　i・a・9r・up・f　cal・i㎜一binding　ly・。zym，，，

although　only　several　such　examples　have　been　identified　at　present　（14，　15）．　These

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3



calcium－binding　lysozrymes　are　especially　important　in　understanding　the　evolutional　relationship

between　lysozyme　and　ct－lactalbumin，　because　they　seem　to　provide　an　evolutionary　1ink　between

出etwo　proteills（15），

　　　　　　　Canine　milk　lysozyme　（CML）　belongs　to　the　family　of　calciurn－binding　lysozymes　（！6，

1乃・and　it・phy・i…h・mi・訓P・・P・㎡・・ar・㎞・蝋・be　c・nsid・・ably　different丘。m　th。，e。f

non－calcium－binding　c－type　lysozyme　（conventional　lysozyme）．　A　notable　difference　has　been

observed　in　their　unfolding　profiles　（ID．　A　stable　equilibrium　intermediate　has　been　shown　to

accumulate　during　the　guanidine　hydrochloride－induced　unfolding　of　CML，　although　conventional

ly・⑳・・醐1y面・ld血ac・・peradv・伽・一・t・t・m・㎜・・輌th。ut血e　accumul。ti。n。f　an

mtem・di・t・・Thu・・血・mi・lding　b・h・vi。・・f・thi・p・・t・血i・m・re、imil。，・t。出。t。fα一lactalbumin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

which　has　been　shown　to　exhibit　a　well－characterized　molten　globule　state　in　its　equilibrium

unfolding　（2，　4，　18，　19），　and　the　unfolding　intermediate　of　CML　may　also　be　in　the　molten　globule

state・㎞on帥・㎞・一x御1…fca1・i㎜一binding　ly・・Zym・，・n・y　CML　、nd，qu血，　milk

lyso職（EML）ar・㎞・㎜t・・h・w・・t・ble　eq磁1ib舳m・lt・n　g1・b皿，、t。t，（2・一22）．　h

α願lactalbum血and　EML・th・m・lt・ng1・b皿・・t・t・h・・been・h・剛・b・id・n姻t。鋤，町ly幡i，nt

mtemediate蜘・ti・飴1面ng丘・m出・飢ly噛ld・d・t・t・（2，4，23－2η，　htere、tingly，血。　m。1t，n

glob岨e　stat・・fEMhs　st・bilized，・t　least血P飢，　by　n・tive－lik，，peci五、　in偽，acti。n、　and　i、　m。，e

・t・b1・th・n　th・t・fα一lact・lb皿血（2乃．

ln　this　thesis，　1　have　demonstrated　the　folding　mechanism　and　calcium－binding　property　of

CMZL　by　using　several　biophysical　techniques　such　as　calorimetry，　CD　spectroscopy，　NMR

spectroscopy，　and　X－ray　crystallography．　The　thesis　censists　of　four　CHAPTERs．　ln　CHAPTER

Uhavedeschbed・b・uttheexp・essi・n・y・t・m・fCML　by囎ing鋤。。伽。。〃血。，dert。，加dy

lts@physicochemic訓P・・P・而・・as・h・wn　in　th・f・11・Wing・CHAPTERs．　In　C臥PTER．II．and　III，　I

have　sho蝋h・t㎝醐ng　int・㎜・面・t・・fCML　i・ex仕…曲面1y、t。ble　c。mp肛，d　with出。t。f

4

出eothe「m・mber・・f血・ly・・叩ne一α一lactalbumin・up・㎡atnily，　whi・h　has　been・舳，d　p，e舳、ly

And　the　fmal　CHAPTER．　1　have　investigated　the　conformational　changes　of　CML　by　inducing

calcium　ions．　Each　content　in　the　thesis　has　been　published　or　submitted　in　the　following　j　oumals．

　　　　　　　CHAPTER　I：　Koshiba　et　al．，　（1999）．　Protein　Engmeering，　12，　429－435．

　　　　　　　CHAPTER　II：　Koshiba　et　al．，　（2000）．　Biochemist，　y，　39，　3248－3257．

　　　　　　　CHAPTER　ill　：　Koshiba　et　al．　，　submitted．

　　　　　　　CHAPTER　IV：　Koshib　a　et　al．　，　submitted．
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Abstract

A　high－expression　plasmid　of　the　canine　milk　lysozyme，　which　belongs　to　the　famiiy　of

calcium－binding　lysozymes，　has　been　constmcted　in　order　to　study　its　physicochemical　propenies．

Because　the　cDNA　sequence　of　the　protein　has　not　yet　been　determined，　a　400　base－pair　gene

encoding　canirie　milk　lysozyme　was　first　designed　on　the　basis　ef　the　known　amino　acid　sequence．

The　gene　was　constmcted　by　an　enzymatic　assembly　of　21　chemically　synthesized　oligonuc　leotides

and　inserted　into　an　Eschen’chia　coli　expression　vector　by　stepwise　ligation．　The　expression

plasmid血us　cons血cted　was　transformed　into　BL21（DE3）／pLysS　cells．　The　gene　product

accumulated　as　inclusion　bodies　in　an　ins　olub　le　fraction．　Recombinant　canine　milk　lysozyme　was

obtained　by　purification　and　refolding　of　the　product　and　showed　the　s　ame　characteristics　in　terms　of

bacteriolytic　activity　and　the　far一　and　near－UV　CD　spectra　as　the　authentic　protein．　The　NMR

spectra　of　refolded　lys　ozyme　were　also　characteristic　of　a　native　globular　protein．　1　thus　conclude　d

that　recomb　inant　canine　milk　lysozyme　was　folded　into　the　correct　native　stmcture．　Moreover，　the

thermal　unfolding　profiles　of　the　refolded　recombinant　lysozyme　showed　a　stable　equilibrium

intermediate，　indicating　that　the　molten　globule　state　of　this　protein　was　extraordinarily　stable．

This　expression　system　of　cal血e　milk　lysozyme　will　ellable　us　to　extelld　the　biophysical　and

structural　studies　of　this　protein．

8
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Introduction

hth，丘，id。fp，。tein・h・mi・鳳it　i・d・・ir・bl・t・・btain・1arg・㎜・鵬・fd・・廿・d　p・・t・in・舳㎞gh

，缶、i，n、y　lh。du・ti・n・flarge　am・unt・・fd・・辻・d　p・・t・血・in酌・伽肋ω1ノ（E…1ノ）i・a丘・t

、t，p　in　th・・幡・fp・・t・in・h・mi・by．　H・w・v・r，・m・ny・泳町・d・p・・t・in・ar・・丘・n　p・・duced　in　E

。。1ゴas廊。lubl，　aggr・g・t・・，血・1囎i・n　b・面・・，　and出・・e　m・・t　b・・ef・ld・d　t・・bt曲㎞・d・nal

P，。t，i郎．　ln・e鉛1磁ng　P・・cess・価・皿丘de－c・n面㎡ng　P・・t・in…u・h・・RNaseへin　pぬ・ular・

disulfide　b　onds　must　be　rearreanged　correctly．　To　date，　the　refolding　of　such　proteins　has　been

carried　out　by　rapid　dilution　into　aqueous　s　olution　contaming　b　oth　oxidizing　and　reducing　reagent

（1－3）　or　by　gentle　dialisis　with　such　aqueous　s　olution　（4）．　ln　the　case　of　s　everal　lysozymes，　s　ince　it

is　di缶cult　to　refbld丘om　inclusion　body　with　high　efficiency　by　using　these　dilution　or　dialysis

methods　（Koshiba，　unpublished　results），　1　have　carried　out　the　refolding　process　using　E．　coli

thioredoxin，　a　known　catalyst　for　reducing　protein　disulfides　（））．

　　　　　　　ln　this　CHAPTER，　a　high－expression　plasmid　of　the　canine　milk　lys　ozyme　（CML）　gene

has　been　constructed　in　order　to　study　the　physicochemical　propenies　of　CML　in　relation　to

lysozyme－ct－lactalbumin　evolution　and　its　foldmg　mechanisms，　Because　the　cDNA　sequence　of

CML　has　not　yet　been　detem血ed，　chemically　synthesized　deoxyoligonucleotides，　the　sequences　o　f

which　are　b　ased　on　the　known　amino　acid　sequences　of　the　protein　（6），　were　used　for　constructing

the　plasmid．　1　show　that　the　protein　over－expressed　as　inclusion　bodies　in　Escherichia　coli　i　s

efficiently　refolded　to　the　native　state　through　the　use　of　an　E．　coli　thioredoxin　refolding　system　（b

and　that　the　refolded　protein　exhibits　fu11　enzymatic　activity　as　an　authentic　lysozyme．

Furthermore，　the　thermal　unfolding　trans　itions　of　the　protein　have　shown　that　the　molten　globule

state　of　CML　is　extraordinarily　stable，　even　more　stable　than　that　of　equine　milk　lysozyme　（EML）

（8，　9）．　Therefore，　CML　is　a　useful　model　protein　for　elucidating　the　molecular　mechanisms　by

which　the　molten　globule　state　is　stabilized　and　determming　the　role　of　this　state　in　protein　foldmg．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9

Materials　and　methods

Materials

All　enzymes　used　for　the　genetic　experiments　were　purchased　from　Takara　Shuzo　（Kyoto，　Japan）．

The　21　deoxyoligonucleotides　that　were　used　for　construction　of　the　CML　gene　（Figure　1）　were

synthesized　by　mm　Co．　Ltd　（Tokyo，　Japan）．　SP－Sepharose　FF　and　Sephacry1　S－200　were

obtained丘om　Phamacia　Biotech（Uppsala，　Sweden），ルficrococcus　lysodeikncus　for　measuring　the

enzymatic　activity　of　lysozymes　was　obtained　from　Sigma　Chemicals　（St　Louis，　USA）．　Hen　egg

white　lysozyme　and　human　lysozyme　were丘om　Sigma　Chemicals（St　Louis，　USA）．　Authentic

EML　and　CML　have　been　prepared　previously　（！0，　1！）．　All　other　reagents　were　of　biochemical

research　grade．

c・nstructi・n　・fa　synthetic（：ML　8επε

The　CM：L　gene　was　assembled丘om　three　gene　segments，　PS　l，　PS2，　and　PS3，　and　each　segment　was

constnlcted丘om　seven　ohgonucleotides（Figure　l　A）．

　　　　　　　To　prepare　the　PSl　segment，　each　of　the　seven　oligonucleotides丘om　PSl－1　to　PS1－7　was

phosphorylated　in　a　20μL　reaction　mixture　that　contained　50　pmol　of　the　purified　oligonucleotide，

50mM　Tris－HCI（pH　8。0），10mM　MgC12，10mMβ一merc　aptoethanol，5μM　ATP，　and　40㎜颪ts　of　T4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むpolynucleotide　kinase．　A丘er　being±nclubated　fbr　30　minutes　at　37　C，　the　kinase　was　inactivated

　　　　　　　　　　　　　む
by　heating　at　65　C　fbr　l　5　mimtes．　The　phosphorylated　oligonucleotides　were　then　mixed　a血d

annealed　in　a　l　OμL　reaction　mixture　that　collta童ned　1μ，：L　of　the　above　phosphorylation　reaction

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り

mlxture　of　each　oligonucleotide　and　3μL　of　water　The　oligonucleotide　mixture　was　heated　at　l　OO

Cfbr　3　minutes　and　then　cooled　slowly　to　room　temperature　over　a　period　of　l　hour　to　allow　the

complementafy　strands　to　anneal．　The　annealed　segment，　PS　1，　was　ligated　into　a　cloning　vector

（pMT7）；pMT7　was　double－digested　withハrco　1　and　Ba〃2　HI，　then　mixed　With　the　annealed　segment

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10



’臨ゴ難雛£i・二1難戦・魏’

with　a　molar　ratio　of　1：10　（vector　：　insert），　and　then　ligated．　The　ligation　was　canied　out　using　a

TAKARA　Version　2　ligation　kit　and　this　generated　a　plasmid　pMT7PSI　（Figure　IB）．　E　coli　strain

MVl184　w麗幡f。，m，d　by血・1ig・d・n　mix鵬and出・pMT7PSI　DNA　w・・p面・d丘・m血・

幡f。m、ed　ce11，．翫e並、e丘，d・e即・nt　w・・c・血m・d　by　DNA・equ・n・面9（Pharrnaci・・Sw・d・n）・

　　　　　　　The　other　two　segments，　P　S　2　and　P　S3，　were　prepared　in　the　s　ame　manner　as　shown　above．

The　PS2　segment　was　inserted　into　pMT7PSI　to　generate　pMT7PSI／2，　and　the　PS3　segment　was

inserted　into　pMT7PSI／2　to　generate　pMT7PSI／2／3，　which　contained　the　entire　canine　milk

lysozyme　gene　（Figure　I　B）．

Constru　ction　of　a　versan’le　exipression　pltzsmid　ipHK7ClvaL）

T。、。幽、t、ver、atil。　，xp，e，si。n　plasmid・f　C肌，止e　en血・g・n・・egm・nt・x・i・ed丘・m’

pMT7PSI／2／3　was　cloned　into　a　plasmid　pSCREEN　1－b（＋）　（Novagen　lnc．，　Madison，　USA）．　The

pMT7PSI／2／3　was　digested　with　Pvu　II　and　．￥Z，　a　1，　and　the　CML　gene　segment　obtained　was　ligated

into　the　Eco　RV－Xb　a　1　sites　of　p　S　CREEN　1－b（＋）．　The　resulting　plasmid　was　called　pHK7CML．

The　pHK7CML　contains　T7　transcription　and　translation　signals，　both　of　which　result　in　the　high

expression　of　CML，　and　the　fl　origin　of　replication，　which　allowed　us　to　prepare　the　single－stranded

piasmid　DNA．

Rψ1伽9　and　is・’αガ・πψ8ω〃めfπ側t（＝ML

The　refblding　of　recombinant　CML　that　had　been　partially　puri五ed　by　gel　mtradon（see　above）was

carried　out　by　the　method　of　Koshib　a　et　al．（7）with　slight　modifications．　Thioredoxin（20　mL；50

μM）was　frrst　preincubated　With　l　OμL　of　DTT（10　mM　fbr　30　minutes，　and　the　resultant　reduced

thioredoxin　soIudon　was　mixed　with　20　mL　of　oxygenated　thioredoxin（50μM）to　make　a　refblding

buf£er　soludon．　After　miXing　the　refolding　buiifer　solution，4．1m：L　of　denatured　recombinant　CML

（25μM）and　90μL　of　CaC12（0．5　M）were　immediately　added　to　this　refolding　bUiifer　s　olution．　The

　　　コ　　　　　　　　　ワ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぐ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

reactlon　mlxture　was　mcubated　fbr　4　days　at　25　C，　then　dialyzed　against　20　mM　Tris－HCI　buffer

ΦH8．0）contぬ血g　1　mM　CaC12　and　applied　on　a　S　P－Sepharose　FF　colunm（8×50　mm，　Pharmacia）．

Refblded　recombinant　CML　was　eluted丘om　the　cohmm　by　a　linear　NaCl　gradient丘om　O　to　O．3　M．

The　eluate　contaming　lysozyme　was　collected，　dialyzed　against　O。01　M　HCI，　and　lyophilized．

Measure加ε鷹oflys・ay〃ze・acti吻

The　b　acteriolytic　activity　of　lysozymes　was　as　s　ayed　by　the　method　of　Kumagai　et　al．　（12）．

乃卿7伽πげ4μレ側4」H・lo－pr・teins

Preparation　of　apo一　and　holo－proteins　were　performed　as　described　previous　ly　（D．

琢郷∫f・πα吻α所吻朋卯。鋤πψεc・加伽πκ肌

Recombinant　CML　was　overexpressed　in　E　coli　（BL21（DE3）／pLysS）　that　had　been　transforrned　by

pHK7CML．　The　protein　was　expressed　as　inclusion　bodies　and　was　solubilized　in　6M　guanidine

hydrochloride　contaming　S　O　mM　Tris－HCI　（pH　8．0），　1　mM　EDTA，　and　650　mM　B－mercaptoethanoi．

The　solubilized　protein　was　partially　purifried　by　gel　filtration　on　a　colum　of　Sephacry1　S－200　as

described　previous　ly　（b．

Measurements　OJ「（＝D膨。かα

The　CD　spectra　of　recombinant　CML（27．5μM）were　measured　on　a　Jasco　J－500　sp㏄tropolarimeter

（Tbkyo，　Japan）．　Far－and　near－UV　CD　spectra　were　measured　using　a　cell　with　O．1・and　1・cm

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むoptical　path　lengths，　respectively，　at　pH　4．5　and　25　C．

11 12

灘’幽
中
直
購
三灘

灘

灘
灘

轟
山

羊
灘
．



」

　．

n・
暑
〆
－
乱

　
懇
懇ギ
読

誠
ぐ
、
輪
鷲

舞
、

登
」
建
，

助伽漁1脚π痂9　cal・rime砂μ）3（り

Differenctal　scaming　calorimeuic　（DSC）　measurements　of　recombinant　CML　were　carried　out　with

an　MC－2　microcalorimeter（MicroCal　Inc．，　Northampton，　USA）at　a　sca皿ing　rate　of　1・O　K／min・

The　sample　solution　for　DSC　measurement　was　prepared　by　dissolving　lyophilized　lysozyme　in　a　50

mM　sodium　acetate　buffer　（pH　4．5）．　The　lysozyme　concentration　used　was　1．5　mg／mL．　The　pH

of　the　s　ample　s　olution　was　checked　before　and　after　each　measurement．　The　calorimetric　enthalpy

（AiV．i）　was　evaluated　using　Origin　computer　software　（Microcal　lnc．）．

One－dimensi・nal　iH　NMR　spe伽

One－dimensional　1　H　NMR　spectra　were　obtained　on　a　JE　OL　ct－400　spectrometer　operatmg　at　400

MHz．　The　sample　s　olution　for　i　H　NMR　measurement　was　prepared　by　dissolving　lyophilized

lysozyme　in　D20　and　the　pH　was　adj　usted　with　sma11　quantities　of　NaOD　or　D　CI　to　pH　4．5．　in　all

experiments，　the　sweep　width　was　15．0　ppm，　and　the　digital　resolution　O．36　Hz／point．　The　water

signal　was　suppressed　by　DANTE　palse－sequence　（13）．

8D8－P・加cry’α〃iide　gel　elecカe・phoresis

The　expression　level　of　recombinant　CML　in　E．　coli　was　analyzed　by　SDS－polyacrylamide　gel

electrophoresis　accordng　to　the　method　of　Laemmli　（14）．

E5伽ation　ofprot伽coπc8庸αガ。π

The　protein　concentrations　were　estimated　spectrophotometrically　using　the　following　extinction

coefficients　at　280　nm：　EiO／O　t，．　＝　23．2　for　authentic　and　recombinant　CML　（10）　and　EiO／O　i．．　＝　11．4　for

E　coli　thioredoxin　（15）．

13

Design　ofthe　synthetic　CML　gene

The　cDNA　sequence　of　CrvfiL　has　not　yet　been　determined，　1　therefore　designed　a　synthetic　gene　that

encodes　CIVIIL　on　the　basis　of　its　known　amino　acid　sequence　（6）．　The　design　ofthe　synthetic　gene

progressed　as　follows．　First，　the　amino　acid　sequence　ofthe　lysozyme　was　reverse－translated　into　a

DNA　sequence　through　the　use　of　the　triplets　that　occur　most　frequently　in　E．　coli　（16）．　Second，

the　sequence　was　checked　by　a　computer　program　（GENETYX）　to　ensure　that　there　were　no

excessively　stable　secondary　structures　in　the　encoded　mRNA，　especially　in　the　upstream　region　of

the　gene．　Third，　for　obvious　convenience，　unique　restriction　endonuclease　recognition　sites　were

introduced　into　the　sequence　without　changing　the　encode　amino　acid　sequence．

Construction　ofthe　synthests　gene　and　the　expression　plasmid

The　three　segments　（PS1，　PS2，　and　PS3）　that　made　up　the　designed　lysozyme　gene　were　consrmcted

from　2101igonucleotides　ranging　in　size丘om　20　to　56（Figure　IA）．　The　three　segments　were：（i）

the　I　S2－bp　7Vco　YBam　HI　fragment　composed　of　seven　oligonucleotides　（PSI），　（ii）　the　133－bp　Bam

HVSph　I丘agment　composed　of　seven　oligonucleotides（PS2），　and（iii）the　l　15－bp　Sph　UPvu　II

fragment　composed　of　seven　oligonucleotides　（PS3）．　ln　order　to　use　the　7Vco　I　site　of　the　cloning

vector　pMT7，　PS　1　segment　had　a　Nco　1　cohesive　end，　and　the　initiation　codon　（ATG）　was　added　at

the　5’一end　of　the　synthetic　lysozyme　gene．　Thus，　the　recombinant　protein　expressed　in　E．　coli　had

an　extra　methionine　residue　at　the　N－terminus．

　　　　　　　The　assembly　of　the　synthetic　gene　was　carried　out　by　a　stepwise　ligation　ofthe　three　gene

segments　into　pMT7　that　had　been　used　for　the　overexpression　of　staphylococcal　nuclease　in　E　coli

（17），　to　create　the　plasmid　pMT7PS　I／2／3　（Figure　I　B）．　The　insert　of　the　assembled　gene　into　pMT7

was　confirmed　by　DNA　sequencing．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14
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　　　　　　　To　construct　an　expression　pidsmid　of　CML，　pMT7PSI／2／3　was　digested　with　Pvu　II　and

Xba　1，　and　the　lysozyme　gene　fragment　was　ligated　directly　into　an　expression　vector，

pSCREEN－lb（＋）　（Novagen），　which　had　been　digested　with　Eco　RV　and　Xba　1　（Figure　IB）．　The

map　ofthe　expression　plasmid　thus　obtained，　pHK7Clvff．，　is　shown　in　Figure　2．

即’ε∬∫・πα吻μr伽”・呵’εω醒伽πκMZ

The　expression　plasmid　pHK7CML　was　transformed　into　competent　BL21（DE3）／pLysS　cells，　and

the　protein　was　expressed　as　inclusion　bodies　（Figure　3）．　The　expression　level　of　the　protein　was

40－50　mg／L　of　culture　as　estimated　by　SDS－PAGE．　The　protein　expressed　as　inclusion　bodies　was

solubilized　in　6M　guanidine　hydrochloride　solution　and　purified　by　gel　filtration　using　Sephacryl

S－200．　Denatured　recombinant　canine　milk　lysozyme　with　more　than　900／o　purity　was　obtained，

and　this　sample　was　used　for　refolding　（see　below）．

Rψ〃∫π9ψεco〃！伽傭C肌

My　previous　study　has　shown　that　the　use　of　a　refolding　system　that　utilizes　E　coli　thioredoxin　is

very　effective　in　completing　the　refolding　of　denatured　and　disulfide－reduced　human　lysozyme　（b．

This　refolding　system　was　therefore　also　used　in　the　present　study　in　the　refolding　of　the

recombinant　CML，　with　the　following　modification；　1　mM　CaC12　was　added　to　the　refolding

reaction　mixture．　Because　CML　is　a　calcium－binding　protein，　calcium　ions　are　expected　to

promote　the　refolding．　ln　fact，　when　CaC12　was　present，　a　significant　decrease　in　the　turbidity　of

the　refolding　mixture　of　CML　was　observed　as　compared　with　the　refolding　mixture　prepared　in　the

absence　of　calcium　ions．

　　　　　　　　Figure　4　shows　the　refolding　process　of　CML　as　monitored　by　the　lysozyme　activity　as　a

function　of　the　refoiding　time．　Recombinant　CML　fully　refolded　at　100　hours　after　the　refolding

started．　The　refolding　of　recombinant　CML　was　found　to　be　faster　than　that　of　the　human

lysozyme　previously　studied　（b．

Characterization　ofrefotded　recombinant　Cl“6［L

I　measured　the　b　acteriolytic　lys　ozyme　activity，　far　（210－250　mm）　and　near　（250－310　rm）　UV　CD

spectra，　and　400－MHz　i　H　NMR　spectra　of　refolded　recombinant　CML．　The　thermal　transition　of

the　protein　measured　by　D　S　C　was　also　investigated．

　　　　　　　Figure　S　shows　the　b　acteriolytic　activities　of　various　lysozymes　including　refolded　CML

assayed　in　50　mM　sodium　phosphate　buffer　（pH　6．2）．　The　b　acteriolytic　activity　of　recombinant

CML，　which　was　found　to　be　the　s　ame　as　the　activity　of　authentic　CML，　was　two－fold　lower　than　the

activity　of　hen　egg　white　lysozyme．

　　　　　　　Figure　6　shows　the　CD　spectra　of　recombinant　apo一　and　holo－CMZL　measured　in　a　50　mM

sodium　acetate　b　uffer　（PH　4．5）　containing　1　mM　EDTA　or　1　mM　CaC12，　respectively．　B　oth　the

spectra　of　recombinant　ape一　and　holo－CML　in　the　region　from　210　to　250　mm　and　250　to　310　nm　are

very　similar　to　the　spectra　of　the　authentic　CML　studied　previously　（10），　suggesting　that

recombinant　CML　has　folded　into　the　s　ame　secondary　and　tertiary　structures　as　the　authentic

lysozyme．　The　native　stmctures　of　recombinant　lysozyme　in　the　apo一　and　holo－states　were　also

characterized　by　i　H　NMR　spectra　（Figure　8A　and　B）．　Both　the　apo一　and　holo－state　spectra　show

characteristic　chemical－shift　dispersions，　including　upfield　shifts　of　aliphatic　protons　between　O　and

－1　ppm，　for　a　globular　protein　having　the　folded　native　stmcture．

　　　　　　　DSC　meas　urements　of　the　thermal　unfolding　of　recombinant　CML　were　carried　out　in　50

mM　sodium　acetate　buffer　（pH　4．5）　contaming　I　O　mM　C　aC12．　Under　the　condition，　ct－lactalbumin

and　EML　are　known　to　show　a　single　heat　absorption　pe　ak　caused　by　a　cooperative　trans　ition　frem

the　native　to　the　thermal　ly　unfolding　state　（8，　9，　18，　19）．　Figure　7A　shows　a　D　S　C　curve　of　the
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thermal　transition　of　recombinant　CML．　The　results　indicate　that　the　unfolding　transition　of

recombinant　CML　occurs　around　680　C　in　a　highly　cooperative　manner，　which　is　characteristic　of　a

folded　globular　protein．　However，　unlike　ct－lactalbumin　and　EML，　CML　shows　the　second　heat

absorpdon　peak　centered　at　90。 @C，　indicat血g　that　there　is　a　stable　unfolding　intermediate　in　the

thermal　transition　（see　below）．

The〃ω伽globule　state　of（：M乙

The　molten　globule　state　of　CML　is　stably　populated　at　pH　2．0　in　the　ab　sence　of　denaturants　and　at

an　intermediate　concentration　（一2　M）　of　a　denaturant，　guanidine　hydrochloride，　at　neutral　pH．

Figure　8C　shows　a　i　H　NMR　spectrum　of　recombinant　CML　in　the　molten　globule　state　at　pH　2．0，

and　it　is　compared　with　the　native　spectra　（Figure　8　A　and　B）　and　the　spectmm　in　the　fully　unfolde　d

state　at　6　M　guanidine　hydrochloride　（Figure　8D）．　As　previously　observed　in　ct－lactalbumin　and

EML，　the　specmm　in　the　molten　globule　state　is　more　similar　to　the　spectrum　in　the　unirolded　state，

and　the　characteristic　chemical　shift　dispersion　is　mostly　disappeared．　The　spectral　width　is

broader　than　the　spectra　in　the　native　and　the　fully　unfolded　states，　and　this　is　also　a　characteristic　of

the　molten　globule　state　（8，　20，　21），　However，　it　should　also　be　noted　that　sma11　resonance　peaks

are　still　present　in　the　upfield　region丘om　O　to－l　pPm，　which　arise丘om　ring－current　shifts　of

aliphatic　protons　and　are　due　to　specific　packing　interactions　of　the　aliphatic　side　chains　around　an

aromatic　ring．　Whether　these　tmg　current　s　hifts　are　due　to　the　specifiic　interactions　in　the　molten

globule　state　or　the　incomplete　unfoldng　of　the　native　state，　has　not　yet　been　determined．

　　　　　　　ln　order　to　investigate　the　stability　of　the　molten　globule　state，　the　thermal　transition　of

recombinant　CML　in　the　apo　state　at　pH　4．5　was　investigated　by　the　D　SC　measurement　（Figure　7B）．

Under　the　condition，　EML　is　known　to　show　two　heat　absorption　peaks，　one　caused　by　unfolding

from　the　native　to　the　molten　globule　state　and　the　other　caused　by　unfolding　from　the　molten

17

globule　to　the　thermally　u㎡folded　state（8，9）．　This　behavior　has　also　been　observed　in　the　DSC

curve　of　CML（Figure　7B），　but　the　second　transition　of　the　protein　occurs　at　a　much　higher

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　temperatUre　than　the　correspondng　transition　of　EML（70　C）（9）；the　tWo　peaks　of　CML　are　located

　　　　　　　　　むat　45　and　90　C（Figure　7B）．　The　results　indicate　that　the　molten　globule　state　of　CML　is　much

more　stable．　Comparison　of　the　DSC　curves　in　the　holo　and　apo　states　of　CML　also　illdicates　that

the　extraordinary　stability　of　the　mo　lten　globUle　state　of　this　protein　has　led　to　the　appearance　of　the

second　heat　absorption　peak　ill　the　holo－proteill　observed　above（Figure　7A）．

Discussion

The　purpose　of　this　CHAPTER　is　to　build　up　an　expression　system　of　CML　in　E　coli　and　to

characterize　the　expressed　protein．　B　ecaus　e　the　cDNA　sequence　of　the　protein　has　not　yet　been

determinea　1　have　designed　and　comstructed　a　synthetic　gene　b　ased　on　the　reported　amino　acid

sequence　（6）．　The　protein．　which　was　overexpressed　from　the　synthetic　gene　in　E．　coli，　formed

ins　oluble　inclusion　b　odies，　but　it　was　efficiently　refo　lded　through　the　use　of　the　E　coli　thioredoxin

refolding　system　developed　by　Koshiba　et　al．　（D．　’lhe　refolded　recombinant　protein　showed　the

salne　enZymatic　activity　in　the　lysis　ofルticrococcus　lysodeiktt’cus　cells　as　the　authendc　lysoZyme

（Figure　5），　suggesthlg　that　the　prote血correctly　fbIded　into　the！1adve　and　active　co㎡formation．

　　　　　　　The　results　of　the　CD，　the　i　H　NMR　spectra，　and　the　D　S　C　measurements　（Figure　6，　7　and

8）　showed　that　the　recomb　inant　CML　refolded　from　the　inclus　ion　b　odies　have　the　correct　native

struc加［re．　It　also　has　secolldary　and　tertialy　stmctures，　as　indicated　by　the　CD　spectra，　very　similar

to　the　spectra　of　the　authentic　protein　in　both　the　far一　and　near－UV　regions．　The　typical　excess　heat

capacity　curve　of　the　thermal　unfolding　of　recombinant　CML　suggests　that　the　unfolding　transition

of　this　recombinant　lysozyme　occurs　highly　cooperatively　although　it　shows　the　two　different

thermal　transitions　（Figure　7）．　The　cooperative　thermal　transition　is　characteristic　of　a　globular

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18

繍灘撫閣・rN　’ど擢澱．．
，、　　ウ



き
晶

tt　一　一’4　t　．

暫　 ﾁ！曝卦1路滋馨鍵ソ

P，。t。血h、血9・・圃・tertiay・血・皿・血出・n・dv・・t・t・（18・22－24）・

　　　　　　　The　iH　NMR、p。、甘a　at　pH　2．0・h・w出・曲・・pec甘・l　fe・血…fth・m・lt・n　91・b皿e　state

訂，v，ry、imil肛t・th・・e　f・皿d　inα一lact・lbumin　・nd　EML（Fig可・8）・Th・血e「mal　unfolding

、urv，、　m，御，d　by血・DSC，　h・w・v・ち・h・w　th・曲・㎡・ld血9・f　th・m・lt・n　gl・b皿e　state　occ肛s

ar。皿d　90．　C，，。出、t　it　is　rem蜘bly　m・・e・t・bl・血励・m・lt・n　gl・b皿・・t・t・・f　EML・whi・h

、h。w，　the　u曲1出ng訂・皿d　70．　C（9）．　Th・・c・・P・・ativ・heat・b・・Φ廿・n丘・m血・m・1ten　gl・b皿・

、1、。、ug9，，tS・th・曲・m・lt・n　gl・b皿・・t・t・・f・thi・p・。舳is　st・bilized・at・least・in・P・「t・by　n・dve－like

，pec雌、　int・・acd・n・as　sug9・・t・d　in　EML・Th繭・e・・ec・mbin・nt　CML　i・au・e飢m・del　p「otem

f。，elu、id。血9出・m・lecUlar　mech・ni・m・by　w㎞・h　th・m・lt・n　g1・b皿・・t・t・i・・t・bilized　・nd

deternlil丘ng　its　role　hl　protehl　fold㎞9・

　　　　　　　My　prelimi呵・加dy　has，　h・w・v・r，　al…h・“m血・t血・th・rmal・t・bility・f　th・

recombinant　protein　is　sign元丘cantly　lower　than　that　of　authentic　CML；the　meltlng　temperatしres　ln

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む3．O・M・9U・nidin・hy血・・hl・dd・血th・p・e・ence・f　10mM　C・Cl・ΦH　45）肛・30・2　and　32・4　C　f・・th・

recombinant　and　authentic　proteins，　respectively（Koshiba　8’aム，　unpublished　data）．　Automated

N－te㎡nal　a血no　acid（five　residues）sequencing　showed　that　the　recombinant　CM：L　expressed　in　E

oo”possesses　an　extra　methiolline　residue　at　the　N－temina1（data　not　shown）．　This　was　made　clear

because　the　methio血1e　aminopeptidase　does　not　remove　the　N－terminal　methionine　residue　when

the　mature　sequence　begins　with　lysine，　which　does　not　occur　with　the　sequence　of　the　CML（25）・

It　is　very　likely　that　the　decrease　ill　the　themal　stability　of　the　recombinant　protein　compared　with

　Ule　authendc　protein　arises　丘℃m　the　presence　of　the　extra　methionhle　residue　at　the　proteln

N－temimユs．　Mineθ∫α1．（26）have　reported　that　the　presence　of　the　extra　methionhle　residue　at　the

N－terminus㎞recombinant　hen　eg9－white　lysozyme　bdngs　about　a　decreased　refblding　yield　and　a

decreases　solubility　in　comparison　With　the　authentic　protein（27）．　Recently，　Ishikawaθ’al・（28）

and　Chaudhuri　et　al．（29）have　also　shown　that　the　extraneous　N－tem血al　methionine　residue　in

19

recombinantα一lactalbumin　destabilizes　the　protein　through　an　entropic　effect　and　that　the　en廿opic

destabilization　arises丘om　an　increase　in　the　confbmational　entropy　of　the　recombinant　protein　in

the　unfolded　state．

　　　　　　　ln　conclusion，　the　expression　system　of　the　synthetic　gene　that　encodes　CML　should

enablc　us　to　extend　the　biophysical　and　stmctural　studies　of　this　protein　and　its　molten　globule　state．

The　high　level　of　recombinant　CM：L　expression丘om　the　expression　plasmid（pHK7CML）will

飴cilitate　the　puriflcation　of　large　amounts　of　mutant　proteins　req血ed　fbr　such　studies．　As

mentioned　above，　however，　the　recombinant　protein　possesses　an　extra　N－terminal　methionine

residue　that　affects　the　protein　stability　Therefore，　it　may　still　be　necessary　to　modifY　thi　s

expression　system　if　complete　removal　of　the　extra　methiotme　residue　is　required．
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Figure　IA．　The　DNA　sequence　of　the　synthetic　CML　gene．　Each　box　indicates　each　of　21

01igonucleotides　used　to　assemble　the　lysozyme　gene．　The　thick　lines　indicate　the　ends　of　three

gene　segments　（PSI，　PS2，　and　PS3）　（see　text）．　The　amino　acid　sequence　is　shown　above　the　DNA

sequence．
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Figure　1B・Assembly。f　th・PS　g・n・・egm・n舳d・・舳・d・n・f血e　exp，essi。n　p童。、mid

（pHK7CML）　ofrecombinant　CML．　A　total　of　21　oligonucleotides　was　used　to　assemble　the　three

gene　segments　（PSI－3）　that　varied　from　115　to　152　bp　in　length．　Each　DNA　fragment

corresponding　to　each　gene　segment　was　iselated　and　used　to　ereate　the　functional　PS1／2／3　gene　that

en・・d・・CM踊・・t・画・e　lig・ti・n・int・出e　c1・血g　vect・らpMT7．
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Xba　I
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T7　trans／exp

Bam　HI
Eco　RI

Sal　I

Hin　d　III

　XZio　I

Sma　I

　（3524bp）

fl　origin

Aat　II

ベ
ト
｝
F

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T7　promotor

AGATerCGATCCCocGAAArrAATACGAerCAerAfAGGGAGACCACAACooT

　　　　　2glza．．ILI　一bs　M　K　IT’rCCerJ（1！rt）1（iiiAIAATAArmGTTTAAenTAApmTACCA’T”GA’AAA”TC

F　S　i23aa　N　L　，B4．gzli［1m　HI．4，cQLIUo　RI　LS．a．1．！…．　＝S．g！．I

TTCTcr．　．　．　369bp．　．　．　AACCTG　lis（liillp￥TiSli．ftipCAGATCCK　｝ATCCGAArl”rCGA（　｝erCCGTCGA

　Hind　lll　Not　l　Xho　l　Sma　l
CAAGC’r’1’GC（］K［jCCocAerCGAGCCCGGGTGAATGArlTGAGT’T’rAAACCGCTGAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T7　terminator

CAATAAerAGCATAACCCCT’T（K｝（K｝CCTerAAAC（KiK　iTCT’1’GAG（vaGrmG

T7　trans／exp　region

Figure　2．　A　schematic　representation　of　the　E　coli　expression　plasmid，　pHK7CML，　for　CML．

The　plasmid　contains　a　T7　transcription　expression　region　to　regulate　the　expression　level　of　the

recombinant　protein．
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Figure　3．　The　SDS－gel　electrophoretic　pattern　of　recombinant　CML　expressed　in　E．　coli

BL21（DE3）／pLysS　cells．　The　lanes　shown　are：　（a）　natrve　human　lysozyme；　（b）　the　whole　cells

grown　in　LB　media，　after　3　hours　of　IPTG　induction；（c）s叩ematant　of　the　ultrasonicated㏄五ls；（d）

precipitate　of　the　ultrasonicated　cells　that　includes　inclusion　bodies．　The　concentration　of

polyacrylamide　gel　was　18．80／o．
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Figure　4　Kmetlcs　of　the　refoldlng　of　denatured　recombmant　CML　in　the　thloredoxln　refoldlng

system　contammg　l　mM　CaCl2　A　20　mL　of　50　pM　dnoredoxln　was　premcubated　with　10　pL　ef

10mM　DTT　fbr　30　mln　and　added　to　20血L　of　S　O　pM　thloredoxln　that　was　bubbled　wlth　oxygen

lmmediately　pnor　to　the　addltion　of　4　1　mL　of　25　pM　denatured　recombmant　CML　The　refoldrng

reactlon　was　camed　out　m　20　mM　Tns－HC1　buffer（pH80）contammg　l　mM　CaCl2　and　O　2　M　NaCl

　　　むat　25　C
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Figure　5　Bactenolytic　acttviues　of　vanous　lysozymes　and　refolded　recombinant　CML　The

relative　actrvities　are　expressed　by　taking　the　actrvity　of　hen　egg　white　lysozyme　as　1000／o　Aut
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Figure　6．　CD　spectra　in　the　near　and　far　UV　regions　of　refolded　recombinant　apo。　and　holo－CML

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り

in　the　presence　of　l　mM　EDTA　or　CaC12　at　25　C　and　pH　4．5．　Solid　line　and　dashed　llne　represent

apo。　and　holo－CML，　respectively．
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Figure　7．　The　thermal　unfolding　transition　of　refolded　recombinant　apo－and　holo－CML　at　pH　4．5．

The　unfolding　transition　is　expressed　by　excess　heat　capacity　as　a　fimction　of　temperature．　（A）：

Holo－lysozyme　in　the　presence　of　10　mM　C　aC12　（B）：　Apo－lysozyme　in　the　absence　of　CaC12
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Figure　8．　i　H　NMR　spectra　of　recombinant　CML　at　250　C　in　D20．　The　spectra　shown　are：　（A）；

Holo－lysozyme　with　1　mM　CaC12　at　pH　4．5　（B）；　Apo－lysozyme　at　pH　4．5　（C）；　Apo－lysozyme　at

pH　2．0　（D）；　Apo－lysozyme　in　6　M　guanidne　hydrochloride　at　pH　4．5．
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　　　Structure　and　Thermodynamics　of　the

Extraordinarily　Stable　Molten　Globule　State　of

　　　　　　　　　　Canine　Milk　Lysozyme
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Abstract

Here　I　show　that　an　unfblded　intermediate　of　canine　milk　lysozyme　is　extraordinarily　stable

compared　with　that　of　the　other　members　of　the　lysozyme一α一1actalbumin　superfamily，　which　has

been　studied　previously．　The　stability　of　the　intermediate　of　this　protein　was　investigated　using

calorimetry，　CD　spectroscopy，　and　NMR　spectroscop》～and　the　results　were　interpreted　in　tems　of

the　structure　revealed　by　X－ray　crystallography　at　a　resolution　of　1．85　A　to　an　R－factor　of　l　7．8％．

Based　on　the　results　of　the廿lermalしmf（）lding，　this　protein　unfblds　in　two　clear　cooperative　stages，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
and　the　melting　temperature　from　the　intermediate　to　the　unfblded　states　is　about　20　C　higher　than

that　of　equine　milk　Iysozyme．　Furthermore，　the　iH　NMR　spectra　of　canine　milk　lysozyme　at　60。　C，

essentially　l　OO％of　which　exists　in　the　intermediate，　showed　that　small　resonance　peaks　that　arise

肋mring－current　shif㌃s　of　aliphatic　protons　are　still　present　in　the　upfield　region　f｝om　O　to－1　ppm．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む
The　protein　at　this　temperature　（60　C）　and　pH　4．5　has　been　fbund　to　bind

1－anilino－naphthalene－8。sulphonate（ANS）with　enhancement　of　the　fluorescence　intensity　compared

with　that　of　native　amd　the㎜ally　umfolded　states．　I　interpret　that　the　extraordinarily　stable

intermediate　is　a　molten　globule　state，　and　the　extraordinary　stabilization　of　the　molten　globule　state

comes　from　stronger　protection　around　the　C－and　D－helix　of　the　aromatic　cluster　region　due　to　the

residue　of　His－21．　The　conclusion　helps　to　explain　how　the　molten　globule　state　acquires　its

structure　and　stability．
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Introduction

T。　unders伽d　th，　p，。t，in　f・lding　mechanism，　the　c・ncept・f・f・lding　int・mediate・suchおa

molten　globule　state，　is　extremely　important．　The　molten　globule　state　has　been　thought　to　be　an

equilibrium　and　kinetic　intermediate　between　the　native　and　unfolded　states　of　a　number　of　globular

P，。t，ins（1一の．　F・・s・m・tim・，血・m・lt・n　gl・b皿・・㈱・f・p・・t・in　has　been　assumed　to　be　a

compact　intermediate　that　possesses　a　stable　secondary　structure　without　native　tertiary　contacts，　and

α一la、talbumin，、yt。、㎞・me・，・p・my・gl・bi脚d・ev・・al・th・・p・・t・in・hav・・丘・n　been　utilizedおa

usefu1　modei　protein　for　studying　the　folding　mechanisms　（4一一11）．　However，　with　the　extensive

progress　in　studying　the　molten　globule　state，　new　evidence　has　been　accumulated　that　shows

，peci負・t・醐int・・acti・ns・・n飢ive－lik・t・P・1・gy・wi血in　th・m・lt・n　gl・bul・・tat・・f・u・h　p「oteins

asα．1。、励umin（12－19），・p・my・91・bin（20－23）and・quin・milk　ly・・Zym・（EML）（24「28）・

　　　　　　　　Canine　milk　lysozyme　（CML）　belongs　to　the　family　of　calcium－binding　lysozymes　（29），

and　its　physicochemical　properties　are　known　to　be　rather　different　from　those　of　conventional，

non£alcium－binding　lysozymes．　ln　particular，　notable　difference　has　been　observed　in　their

unfolding　profiles　（30）．　A　stable　equilibrium　intermediate　has　been　shown　to　accumulate　during

the　guanidine　hydrochloride－induced　unfolding　of　CML，　although　conventional　lysozymes　usually

unfo　ld　in　a　cooperative　two－state　mamer　without　the　accumulation　of　an　intermediate．　Thus，　the

unfolding　behaviors　of　this　protein　and　E！vflL　are　rather　similar　to　those　of　ct－lactalbumin，　which　has

been　shown　to　exhibit　a　well　characterized　molten　globule　state　in　its　equilibrium　unfolding　（4，　7，　9）．

　　　　　　　　Recently，　the　expression　systern　for　CML　has　been　estab　lished　in　Escherichia　coli　（E．　coli），

and　1　have　found　that　the　intermediate　of　this　protein　shows　extraordinary　stabilization　（31）．　ln　this

CHAPTER，　1　show　that　CML　is　an　exceilent　model　for　elucidating　the　molecular　mechanisms　by

　which　the　intermediate　is　stabilized．　ln　order　to　investigate　the　stability　of　the　intermediate　of　Crvfi．，，

　its　unfolding　behavior　was　studied　by　differential　scaming　calorimetry　（DSC），　UV－CD　spectroscopy，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34

and　NMR　spectroscopy，　and　the　results　were　interpreted　in　terms　of　the　structure　revealed　by　X－ray

crystallography．　Moreover，　the　1－anilino－naphthalene－8－sulphonate　（ANS）　binding　experiment　was

also　performed　for　the　purpose　of　detecting　the　formation　of　the　loose　hydrophobic　core　and

investigating　the　hydrophobic　surface　accessible　to　solvent　of　the　intermediate　of　this　protein．　The

X－ray　crystal　structure　of　this　protein　was　determined　by　a　molecular　replacement　method　and

refined　at　a　resolution　of　1．85　A　to　an　R－factor　of　17．8　O／o　（free　R－factor　＝　21．5　O／o）．

　　　　　　　From　the　result　of　ANS－binding　experiment，　it　appears　that　the　intermediate　has　been

found　to　bind　ANS　with　enhancement　of　the　fluorescent　intensiry　compared　with　that　of　the　native

and　the　thermal　unfolded　states．　1　interpret　that　the　extraordinarily　stable　intermediate　of　this

protein　is　a　moiten　globule　state，　and　the　extraordinarily　stabilization　come　from　its　specific　packing

interactions　in　the　ct－domain．　ln　support　of　this　interpretation，　the　i　H　NMR　spectra　show　that　the

ring－current　effect　is　certainly　present　in　the　intermediate　of　CML．　The　re　levance　of　the　present

results　to　the　physicochemical　properties　of　CML　and　the　structural　origins　of　the　stability　of　the

molten　globule　state　will　be　discussed．

Materials　and　Methods

Materials

According　to　the　procedures　of　Koshiba　et　al　（1999），　expression　and　purification　of　CML　was

carried　out　using　the　expression　system　in　E．　coli　（31）．　EML　has　been　prepared　previously　（32）．

All　other　reagents　were　of　biochemical　research　grade．

Preparation　of　apo一　and　hoto－proteins

Apo一　and　holo－proteins　were　prepared　as　described　previously　（31，　33）．
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Dijferentiat　scanning　calorimetry　（ZDSC）

Differential　scanning　calorimetry　（DSC）　measurements　of　CIVflL　were　carried　out　with　an　MC－2

microcalorimeter　（MicroCal，　lnc．，　Northampton，　MA，　USA）　at　a　scan　rate　of　1．0　K／min．　Sample

solutions　for　DSC　measurements　between　pH　4．0　and　4．5　were　prepared　by　dissolving　the　lysozymes

in　50　mM　sodium　acetate　buffer，　and　solutions　between　pH　2．5　and　4．0　were　prepared　using　50　mM

glycine　hydrochloride．　The　lysozyme　concentrations　used　were　1．2－1．8　mg／mL．　The　pH　of　the

sample　solution　was　confirmed　before　and　after　each　measurement．　Calorimetric　enthalpies　（zV）r，al）

were　obtained　using　Origin　computer　software　（Microcal，　lnc．）．

MeasurementS｛of　cz）spectra

CD　spectra　of　CML　and　EML　were　measured　with　a　Jasco　J－500　spectropolarimeter（Tokyo，　Japan）．

The　protein　concentrations　were　O．5　mg／mL　fbr　all　measurements．　Far－and　near－UV　CD　spectra

were　measured　using　a　cell　with　O．1－and　l　cm　optical　path　lengths，　respectively，　at　pH　4．5　and　three

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　different　temperatUres（9　C，63　C　and　98　C）．

Measure〃38画面ん～s－binding

Fluorescence　spectra　of　50　s．LM　ANS　in　the　absence　and　presence　of　25　pM　apo－CML　were　collected

using　a　Hitachi　spectrofluorimeter　650－40　（Tokyo，　Japan），　equipped　with　a　thermostatically

controiled　cell－holder　to　keep　the　temperature．　ANS　fluorescence　was　measured　using　an

excitation　wavelength　of　380　nm．　The　emission　spectmm　was　recorded　over　the　range　of　400　to

640　nm．　An　ANS　stock　solution　was　prepared　in　methanol，　and　the　concentrations　of　the　ANS

stock　solutions　were　determined　using　an　extinction　coefficient　of　8．0　×　103　M’i　cm’i　at　372　nm　in

methanol　（49）．　Fluorescence　measurements　were　curried　out　using　a　cell　with　a　1－cm　optical　path

length　at　pH　4．5　and　three　different　temperatures　（90　C，　63e　C　and　980　C）．
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One－dimen伽al　iHNMR　spe伽

one－dimensional　iH　NMR　spectra　were　obtained　on　a　JEOL　ct－400　spectrometer　operated　at　400

MHz　and　several　temperatures　（30，　40，　50，　60，　65，　and　70e　C）．　The　sample　solution　for　the　i　H

NMR　measurement　was　prepared　by　dissolving　lyophilized　lysozyme　（of　apo－type）　in　D20，　and　the

pH　was　adj　usted　with　small　quantities　of　NaOD　or　DCI　solution　to　pH　4．5．　ln　all　experiments，　the

sweep　width　was　15．0　ppm，　and　the　digital　resolution　was　O．36　Hz／point．　The　water　signal　was

suppressed　by　a　DANTE　pulse－sequence　（34）．

Crysta〃如∫’0π，　data　cotlectio〃，　and・strUC伽e　refi〃e〃lent

A　dithaction－quality　crystal　of　apo－CrvflL　was　obtained　by　vapor　diffusion　of　hanging　drops　using

O．1　M　tri－sodium　citrate　buffer　（pH　5．6）　containing　10　mg／mL　protein，　O．2　M　ammonium　acetate，

30　O／o　（w／v）　PEG－4000，　and　1　mM　EDTA．　After　7－10　days，　a　crystal　with　the　size　of　O．8　×　O．2　×　O．2

mm3　was　obtained．　The　space　group　of　the　crystal　was　P6　i　22　with　cell　dimensions　a＝　b　＝　68．6　A，

c＝　107．1　A．　There　is　one　monomeric　mo　lecule　in　an　asymmetric　unit．　The　X－ray　diffraction　data

of　the　apo－CINtfiL　crystals　were　collected　from　a　single　crystal　at　room　temperature　using　a　Fuj　i

imaging　plate　detector　with　a　Rjgaku　IPR－4080　imaging　scanner　and　a　Weissenberg　camera　for

macromolecular　crystallography　（35）　on　B　L－18B　at　the　Photon　Factory，　KEK，　Japan．　lntegrated

intensities　were　obtained　with　DENZO　（36）　and　were　reduced　using　a　CCP4　package　（37）．　The

initial　model　of　the　apo－type　CrvflL　was　obtained　by　molecular　replacement　using　the　program

AMoRe　（38）．　A　search　model　was　constructed　from　the　atomic　coordinates　of　EIVflL　（39）．　The

structural　refinements　were　performed　using　the　program　X－PLOR　（40）．

Es伽lation　of〃otein　concen〃α吻π

The　protein　concentrations　were　estimated　spectrophotometrically　using　the　following　extinction
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coefficients　at　280　nm：　EiOiei　，．＝　23．2　for　CIVII．　（30）　and　EiOi“i　，．＝　23．5　for　EPvflL　（41）．

Resu豆ts

Diifferentia’∫伽痂9　cat・翻8妙ρ50げC肌

In　order　to　determine　the　thermodynamic　parameters　of　thermal　unfoiding，　DSC　measurements　of

the　CML　were　carried　out　at　acidic　pHs　between　2．7　and　4．5　in　the　absence　ofcalcium　ions．　Figure

1　shows　that　the　temperature　dependence　of　the　partial　heat　capacity　of　CIVfiL　in　acidic　solutions

without　calcium　ions．　Under　these　conditions，　CML　is　in　apo－type．　ln　this　pH　region，　the

unfolding　of　CML　is　reversible，　and　the　protein　exhibits　a　cooperative　therrnal　unfolding　with　two

・emark・bly　p・・itiv・heat・b・・ゆti・n　p・dS，　as・P・evi・u・ly・ep・貢・d　in　EML（25・2の・lt　i・indicating

that　the　first　peak　represents　the　unfolding　transition　from　the　native　state　to　an　unfolded

intermediate，　and　the　second　peak　represents　the　unfolding　transition　from　the　intermediate　to　the

thermally　unfolded　state．　The　melting　temperatures　（T．），　at　which　both　heat　absorption　peaks

reach　their　maximum，　decreases　at　lower　pH　values　in　almost　the　same　manner．

　　　　　　　The　temperature　dependence　of　the　partial　heat　capacity　of　CINtfiL　in　50　mM　sodium　acetate

buffer　in　the　absence　（apo－type）　and　presence　（holo－type）　of　10　mM　CaC12　at　pH　4．5　is　shown　in

Figure　2．　in　this　pH，　the　thermal　stability　and　enthalpy　of　unfolding　of　Cmu　are　insensitive　to

variations　in　ionic　strength　（sodium　acetate　buffer；　from　10　to　100　mM）　（data　not　shown）．　The

temperature　dependence　of　the　fractional　population　of　apo－CIVfiL　at　pH　4．5，　which　was　estimated

from　F　igure　2，　is　shown　in　Figure　3．　From　this　figure，　we　can　easily　see　that　the　intermediate　is

extraordinarily　stable，　and　essentially　100　O／o　of　the　protein　is　in　this　state　at　600　C，　compared　with

70　O／o　of　EML　（26）．　Under　the　presence　of　10　mM　CaC12　conditions，　ct－lactalbumin　and　EML　are

known　to　show　a　single　heat　absorption　peak　caused　by　a　cooperative　transition　from　the　native　to

the　thermally　unfolded　states　（25，　42－45）．　However，　unlike　ct－lactalbumin　and　EML，　CML　shows

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38

the　second　heat　absorption　peak　centered　at　850　C，　indicating　that　there　is　a　stable　intermediate　even

in　the　thermal　unfolding　in　the　presence　of　10　mM　CaC12．　Thus，　the　comparison　ofthe　DSC　curves

in　the　apo・・　and　holo－types　of　CrvflL　also　indicates　that　the　extraordinary　stabilization　of　the

intermediate　of　this　protein　has　led　to　the　appearance　of　the　second　heat　absorption　peak　in　the

holo－protein　Qbserved　above　（Figure　2）．

Measurements　of　CD　spectra

The　far一　（215－250　nm）　and　near－UV　（250－310　nm）　CD　spectra　of　apo－CMI．　and　apo－EML　at　pH　4．5

and　the　temperature　indicated　by　arrows　（i－iii）　in　Figure　2　are　depicted　in　Figure　4A　and　B．　The

far－UV　CD　spectrum　of　apo－CrvflL　at　630　C　still　shows　the　presence　of　the　secondary　structure，　much

as　in　the　native　state　（i）；　moreover，　the　near－UV　CD　spectrurn　at　this　temperature　shows　the　presence

of　elements　of　tertiary一｝like　structure　（Figure　4A）．　ln　Figure　4B，　however　for　EML，　we　can　see　that

CD　intensity　around　220　nm　at　63。　C　is　half　as　much　as血at　of　native　state（i）．　Thus，　the

intermediate　of　EML　has　already　started　to　disorder　at　this　temperature．　Therefore，　it　appears　that

the　intermediate　of　CML　still　possesses　a　partially　native－like　structure　and　is　highly　populated　at

elevated　temperatures　（70－100e　C）　both　in　the　absence　and　the　presence　of　Ca2’　（Figure　2，　3，　and

4A）．

粥伽4’π9

The　fluorescent　hydrophobic　moiecule，　1－anilino－naphthalene－8－sulfonate　（ANS），　is　commonly　used

as　a　probe　of　the　hydrophobic　su血ce　exposed　to　solvent（47，48）．　The　fluorescence　spectra　of

apo－CML　at　pH　4．5　and　the　temperatures　indicated　by　arrows　（i－iii）　in　Figure　2　are　depicted　in

Figure　5．

　　　　　　　The　fluorescence　intensity　of　50　pM　ANS　in　the　presence　of　25　pM　apo－CML　at　630　C　is
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greater　than　that　of　the　temperatures　at　9　and　980　C．　This　is　the　characteristics　of　the　moiten

gl。bul，，鵬whi、h・has・th・hyd・・ph・bic　c・・e　exp・・ed　t…lv・nt（19・28・48・49）・The　f’exible

nature　of　the　molten　globule　state　permits　some　internal　non－polar　groups　to　become　exposed　to

solvent，　thus　making　the　surface　of　this　state　more　hydrophobic　than　that　of　the　native　or　unfolded

、t。t，，（48，5。）．　Th，，ef。，e，　th・・e・ult・fANS－binding　m・asu・em・nt　indi㈱・血at　the　inte「mediate

of　this　protein　has　a　characteristic　of　the　molten　globule　state．

One－dimensionat　iH　NMR　spectra

Figu，e6、h。w、th，出em訓un魚lding脚・iti・n・・fap・一C鳳・whi・hwerem・nit・・edwith　1H㎜・・

Heating　of　the　apo－CML　induced　a　major　change　in　the　NMR　spectra　between　40　to　500　C；　this

temperature　was　comparable　to　the　temperature　（30－550　C）　at　which　DSC　and　CD　spectra　show　their

first　thermal　transition　（Figure　2，　3　and　4A）．　The　highly　dispersed　resonances　in　the　chemical　shifts

from　O　to　一1　ppm　corresponding　to　the　native　conformation　show　a　decrease　in　intensity　concurrent

wi舳，　d。㎜伍，ld、h，mi、al，hi丘（31）．　Similar・dec・ea・ing・in・int・n・ity・and・h・mi・al・hi丘・hang・・

、、。釦n、ti。n。ft，mp・伽・hav・been・b・erv・d　inα・lactalbumin・and・EML・H・w・v・らunlik・the

iH　NMR　spectra　of　ct－lactalbumin　and　EML，　which　show　no　resonances　from　O　to　一1　ppm　above　600

C（25，28，51つ3），th・・pectr・・f　ap・一CML・h・w・m・ll・e・・n・nce・P・dS・till　p・e・ent　in　th・upfi・ld

region　from　O　to　一1　ppm　above　600　C　（Figure　6）．　Thus，　the　structure　of　the　intermediate　of

apo－CML　is　more　order　than　that　ofthe　other　members　of　the　lysozyme・pct－lactalbumin　superfamily．

in　Table　2．

　　　　　　　Figure　7　shows　the　ribbon　diagram　of　apo－CML．　A　deep　cleft　containing　the　active　site

divides　the　CML　molecule　into　a　1arge　domain　（ct－domain）　and　a　small　domain　（S－domain），　both　of

which　are　similar　to　those　previously　reported　for　the　lysozyme－ct－lactalbumin　superfamily　（39，

54－59）．　The　ct－domain　comprises　residues　1－42　and　86－129，　and　it　is　composed　of　four　maj　or　ct

helices　（A－helix，　5－16；　B－helix，　25－36；　C－helix，　88－100；　D－helix，　109－113）　and　two　short　helices

（104－107；　123－126）．　The　B－domain　is　composed　of　a　series　of　loops　and　a　small　three－stranded

antiparallel　P－pleated　sheet　（Sl：　43－45，　S2：　51一一55，　and　S3：　58－61）．

　　　　　　　The　overall　structure　of　the　determined　apo－CML　is　shown　in　Figure　8，　together　with　those

of　apo－EML　（39）　and　guinea－pig　ct‘lactalbumin　（GPLA）　（58）．　The　three　proteins　compared　here

are　very　similar　to　each　other，　reflecting　their　high　similarity　of　their　amino　acid　sequences　（Figure

9）．　The　root　mean　square　deviations　between　Crvff．　and　Emu　and　between　CrvflL　and　GPLA　for　the

main－chain　C．　atoms　were　1．294　and　1．950　A，　respectively．　Differences　in　main－chain

conformation　are　observed　in　several　distinct　regions　of　these　structures，　the　largest　of　which　being

in　the　regions　between　residues　43　to　55．　There　are　also　considerable　differences　in　the　regions

between　residues　64　to　75．　One　of　the　features　of　the　crystal　structure　of　apo－CML　is　that　the　loop

region　of　the　P－domain　（residues　43　to　55）　is　much　closer　to　the　ct－domain　than　in　E）vfiL　and　GPLA．

Therefore，　according　to　the　structure　of　native　Cmu，　it　is　l　ikely　that　the　P－domain　structure　of　C　ML

may　be　more　stable　than　those　of　EML　and　GPLA．

x」ray　crystal　struc伽e　Of　apo－CML

Apo－C　ML　was　crystallized　in　space　group　of　P6　i　22，　and　the　three－dimensionai　structure　was

determined　by　a　motecular　replacement　method．　The　1．85　A　structure　was　refined　to　an　R－factor　of

17．8　O／o　（Rftc，　＝　21．5　O／e）．　The　crystallographic　parameters　and　refinement　statistics　are　summarized

40

Discussion

The　purpose　of　this　CHAPTER　is　to　elucidate　the　relationship　between　the　struc加tre　and　the

thermodynamics　of　the　intermediate　of　CML，　and　compare　the　intermediate　with　those　of　the　other

Members　of　the　lysozyme－ct－lactalbumin　superfamily，　which　have　been　studied　previously．　ln　order

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　41
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t。fUlly、und，枷th，，伽・n血e　c・nf・・mati・nal・tability・f・p・・t・in・it　is　necessa’y　to　elucidate

th，　th，m。dynami、脚，ters・fth・unf・lding・舳・m・d脚i・脚・te「s　fo「血e噛lding

岡の，瑚η，and△α乃1・fth・CML　and　ErvflL・t41・5．　C（tr・n・iti・面・mthe　native　stateto　the

intermediate；　N－1　transition）　and　66．40　C　（transition　from　the　intermediate　to　the　thermally　unfoided

state；　1－U　transition）　were　obtained　according　to　the　following　equations　using　the　data　from　the

DSC　measurements　in　this　study　and　Griko　et　al．　（26）：

AH（b＝di（Tm）＋猛・△CpのdT，

A，S；［の＝、AS（Tm）＋猛・△C，のdln7，

△（］（T）＝△Hの一τ△sの，

（1）

（2）

（3）

wh，，e　T．　i、血，　m・lting　t・mp・加・e・and・AS（Tm）・qual・t・△H（Tm）／Tm・lh・△C・のvalu…fCML

and　EML　at　these　temperatures　were　obtained　using　the　data　ofKoshiba　et　al．　（46）　and　Griko　et　al．

（26），　respectively．　The　parameters　obtained　are　listed　in　Table　1．　The　AG　value　of　the　1－U

transition　for　CML　is　2．1　kcaVmol　more　stable　than　that　of　Emu　at　66．40　C，　although　the　AG　values

of　the　N－1　transition　between　two　proteins　are　quite　similar　（一〇．3　kcaYmol）　to　each　other　at　41．50　C．

It　is　indicating血a紬e血emal　stability　of山e　intemediates　between　CML　and　EML　is　very

different　in　spite　of　the　similarity　of　the　N－1　transition．　ln　the　1－U　transition　at　66．40　C，　the　AH

value　for　the　unfolding　of　the　intermediate　of　CML　（30．9　kcaVmol）　is　larger　than　that　of　Emu　（29．5

kcal／mol）．　ln　addition，　the　entropy　term　（TAS）　in　the　unfo　lding　of　the　intermediate　of　CML　（28．8

kcaYmol）　is　smaller　than　that　of　EML　（29．5　kcal／mol）．　These　evaluations　indicate　that　both　the

enthalpy　and　entropy　terms　seem　to　be　the　major　terms　for　stabilization　ofthe　intermediate　of　CML．

　　　　　　　From　the　results　of　this　study，　the　intermediate　of　CML　has　been　shown　its　extraordinary

stabilization，　and　1　propose　that　the　intermediate　is　a　molten　globule　state．　There　are　at　least　three

lines　of　strong　evidence　for　the　identification　of　the　intermediate　of　CML　as　the　molten　globule　state．

First，　the　intermediate　of　C　ML　is　stab　ly　populated　at　pH　2．0，　and　the　i　H　NMR　spectrum　is　more

similar　to　the　spectrum　in　the　unfolded　state　and　the　characteristic　chemical　shift　dispersion　has

mostly　disappeared　（31）．　The　spectral　width　is　broader　than　those　in　the　native　and　the　fully

unfolded　states，　and　these　are　characteristics　of　the　molten　globule　state　（25，　53，　80）．　Second，　CML

shows　a　three－state　unfolding　transition　in　guanidine　hydrochloride　（30）　with　the　unfolded

intermediate　state　very　similar　to　the　intermediate　of　the　thermal　unfolding　（this　study），　and　these

intermediates　are　stmcturally　very　similar　to　the　acid　state　（31）．　Such　unfolding　behavior　and　the

properties　of　the　intermediate　or　the　acid　states　are　essentially　identical　to　those　observed　previously

in　ct－lactalbumin　and　E）vflL　（4，　7，　9，　26，　27，　60，　61），　for　which　the　unfo　lding　intermediate　state　has

been　vvell　characterized　and　identified　as　the　molten　globule　state．　F　inally，　the　results　of　the

ANS－binding　experiment　presented　in　this　study　show　that　the　hydrophobic　fluorescence　probe

（ANS）　has　a　different　affmity　to　various　conformations　of　ClvflL　（Figure　5）．　This　probe　is　not

practicaily　bound　to　fully　unfolded　proteins　as　well　as　to　a　number　of　native　proteins　（48）．

Nevertheless，　the　results　of　this　study　show　a　very　good　correlation　of　the　highest　protein　affrinity　to

ANS　with　the　conformation　of　the　intermediate．　This　is　a　characteristic　ofthe　molten　globule　state，

which　has　the　hydrophobic　core　exposed　to　solvent　（19，　28，　48，　49）．

　　　　　　　Recently，　with　the　extensive　progress　in　the　study　of　the　molten　globule　state，　new

evidence　has　been　accumulated　that　shows　the　presence　of　native－like　tertiary　fold　within　the　molten

globule　state　of　ct－lactalbumin　（12－19）．　Peng　and　Kim　（1994）　have　shown　that　the　helical　domain

（ct－domain）　of　human　ct－lactalbumin，　in　isotation，　forms　a　molten　globule　state　with　the　same　overall

teniary　fo　ld　as　that　found　in　intact　ct－lactalbumin　（12）．　The　same　group　has　also　reported　that　the

ct－heiical　domain　forms　a　helical　structure　with　a　native－like　tertiary　fold，　while　the　P－sheet　domain
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is　1argely　unstructured　（14）．　The　studies　indicate　that　the　molten　globule　state　of　ct－lactalbumin　has

a　native－like　overall　fold，　even　though　it　lacks　the　extensive　fixed　tertiary　interactions　that　are

characteristic　of　native　proteins　（12，　62）．

　　　　　　　Fu曲，m。，e，　D。b，。n・and、。一w・・k・rs　h・v・・evea1・d　th飢EML・unlik・・the「lysozymes・

、an．b，　tran、f。rm，d　int。　the　equilib・ium・m・1t・n　gl・bu1・・t・t・（24・25・2Z　28）and出at　this　state　is

more　similar　to　the　native　state　than　the　equilibrium　state　of　apo－type　ct－lactalbumin，　which　is

usual！y　regarded　as　a　“classical”　molten　globule　state　（62，　63）．　Moreover，　it　has　been　reported　that

the　molten　globule　state　ofEML　is　stabilized，　at　least　in　part，　by　native－like　specific　interactions　and

is　more　stable　than　that　of　ct－lactalbumin　（60）．　The　ct－helices　A，　B，　and　D　of　ElvflL　are　especially

strongly　protected　in　the　molten　globule　state　（2　7，　28）．

　　　　　　　Thus，　the　intermediate　of　CML　can　be　identify　as　the　molten　globule　state，　and　it　is

thought　to　be　similar　to　the　molten　globule　state　of　EML，　which　has　been　distinguished　from　a

・、lassical・m。lt・n　gl・bul・・t・t・．　H・w・v・・，　the　1H㎜・pe伽m・fCML・at・60。　C（Figu・e　6）・th・

temperature　at　which　100　O／o　of　the　protein　exists　in　the　stable　molten　globule　state　（Figure　3），　has

shown　interesting　characteristics　as　compared　with　that　of　the　other　lysozyme－ct－lactalbumin

superfamily．　Small　resonance　peaks　are　still　present　in　the　upfield　region　from　O　to　一1　ppm．

These　peaks　arise　from　ring－current　shifts　of　methyl　protons　and　are　due　to　specific　packing

interactions　of　the　aliphatic　side　chains　around　the　aromatic　rings；　moreover，　this　characteristics　has

previously　been　observed　in　the　acidic　folding　intermediate　（pH　2．0）　（31）．　Recentiy，　we　have

sequentially　assigned　the　chemical　shifts　of　CML　using　isN－labeled　protein　（unpublished　results），

and　these　peaks　appear　to　come　from　the　methyl　protons　of　Val－98　and　PH　of　Met－105，　as　shown　in

Figure　6．　Therefore，　the　NMR　studies　suggest　that　the　extraordinary　stabilization　of　the　molten

globule　state　of　CML　is　due　to　the　specific　packing　interactions　of　C－helix　（Val－98）　and　Met－105

　around　the　aromatic　rings．
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　　　　　　　However，　why　can　CML　fold　to　the　extraordinarily　stable　molten　globule　state　as

compared　with　that　of　EML？　ln　the　following，　1　address　this　question　and　show　possible　reasons

that　interpret　such　difference　in　the　molten　globule　stability　between　the　proteins．

The　role　ofHis－21　for　the　stabilization

The　hydrophobic　c　luster　of　CML　（Figure　10A），　which　originates　from　the　aromatic　residues　（Tyr－23，

Trp－28，　一63，　一64，　一108，　and　一111）　around　Val－98　and　Met－105，　is　compared　with　that　of　EINiilL　（Figure

10B）．　ln　the　crystal　structure　of　CIVflL，　His－21　is　located　at　the　turn　region　between　the　A一　and

B－helices，　and　is　ciose　to　the　C－helix；　however，　this　position　in　ErvflL　is　replaced　by　glycine　（Figure

9），　The　distance　between　the　Ned　atom　of　His－21　and　O　atom　（C－O）　of　Val－99　is　3．13　A，　and　a

hydrogen　bond　is　formed　between　these　two　atoms，　as　shown　in　F　igure　11．　As　a　result，　the　A一　and

B－helix　become　much　closer　to　the　C－helix，　and　hydrophobicity　around　this　region　is　increased，

Thus，　the　substitution　of　Gly－21　with　His－21　can　be　suggested　to　have　two　effects　on　the

stabilization　of　the　molten　globule　state．　First，　by　forming　a　hydrogen　bond　between　the　side　chain

of　His－21　and　the　main　chain　of　Val－99，　the　ct－helices　A　and　B　are　connected　to　the　C－helix，　and

these　chains　become　less　flexible．　Second，　the　involvement　of　the　His－21　residue　on　the

hydrophobic　cluster　makes　the　structure　more　stab　le，　and　the　molten　globule　state　of　Crvfi．　i　s　further

stabi1ized．　lndeed，　substitutions　of　some　residues　in　the　ct－domain　of　ct一・lactalbumin　with　more

hydrophobic　amino　acids　increase　the　stability　of　the　molten　globule　state　of　ct－lactalbumins　（16，　18，

61）

舗撚り，ofD－he倣l

Residue　109　is　located　in　the　N　terminal　of　the　D－helix；　these　residues　are　lysine　and　valine　in　EML

and　CML，　respectively　（Figure　9，　10A　and　B）．　lt　is　well　known　that　a　protein　is　stabilized　by　an
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electrostatic　interaction　between　a　negatively　charged　side　chain　in　a　helical　N　terminal　and　a

positively　charged　side　chain　in　a　helical　C　terminal　due　to　the　ct－helix　dipole　（64一一6D．　ln　the　case

。f　E趾，　th，，e㈱，e、idu・・，　whi・h肛・1・cat・d　in血・h・li・al・N・and・C・t・minal・・f血e　D．helix・a「e

both　lysine　（Lys－109　and　113）．　From　the　results　of　the　X－ray　structure　of　EML，the　distance

between　the　N〈　atom　of　Lys－109　and　the　N（　atom　of　Lys－113　appears　to　be　3．08　A．　The　pK，　value

of　lysine　residue　at　250　C　is　10．5　（68），　so　both　lysine　residues　（Lys－109　and　113）　are　protonated

under　this　experimental　condition　（acidic　pH；　4．5）　ofDSC　（26），　UV－CD　spectra　（Figure　4B）　and　iH

NMR　spectra　（25）．　Thus，　these　two　positively　charged　side　chains　are　thought　to　destabilize　the

D－helix　due　to　electrostatic　repulsion．　However，　this　helical　N－terminal　residue　of　CINalL　is　valine，

so　that　this　ct－helix　dipole　is　thought　to　give　more　stability　to　the　D－helix　compared　thaii　that　in　EML．

In　addition，　the　distance　between　the　CP　of　Val－109　and　the　N‘　atom　of　Lys－113　is　5．58　A，　which

might　relieve　the　steric　compression　（Figure　10A）．

Di：fference　ofamino　acid　sequences

Moreover，　1　have　previously　noted　the　differences　between　CML　and　EML　in　their　amino　acid

sequences　（Figure　9），　and　these　differences　should　be　responsible　for　the　differences　in　the　stability

of　the　mo　lten　globule　state　（16，　18，　61，　69一一・72）．　CrvfiL　has　23　amino　acid　substitutions　in

comparison　with　EML．　Among　these　substitutions，　that　at　residue　93　seems　to　be　important　in

relation　to　difference　in　the　stability　of　the　molten　globule　state　for　the　following　reason．　Residue

93　is　located　in　the　middle　position　of　the　C－helix　（Figure　10A　and　B）．　Residue　93　is　serine　in

EML，　and　alanine　in　CML．　A　lanine　is　thought　to　be　more　favorable　for　forming　an　ct－helix　than

serine　when　the　alanine　residue　is　located　in　the　centrai　position　of　an　ct－helix　（73）．

　　　　　　　Thus，　it　seems　likely　that　such　substitutions　（from　GEy－21　to　His－21；　from　Lys－109　to

Vaレ109；from　Se卜93　to　Ala－93）in　the　aromatic　cluster　around　the　C。helix　and　D－helix　increase　the

stability　of　the　molten　globule　state　of　CML．　Therefore，　the　molten　globule　state　of　CML　is

probably　strongly　protected　by　the　aromatic　cluster　around　the　C－helix　and　D－helix　as　compared　with

EML．　This　is　one　of　the　main　reasons　why　CML　has　an　extraordinarily　stable　molten　globule　state

as　compared　with　other　proteins　in　the　！ysozyme－ct一・lactalbumin　superfamily．

　　　　　　　In　conclusion，　the　thermal　unfolding　equilibrium　of　CML　is　well　represented　by　the

three－state　mechanism　in　which　only　the　native，　the　intermediate，　and　unfolding　states　are　populated．

Both　CD　and　NMR　data　indicate　that　the　intermediate　of　this　protein　has　secondary　structure　and

elements　of　teniary　structure．　Moreover，　the　results　of　ANS－binding　experiment　show　the　highest

affinity　of　ANS　to　the　intermediate．　From　these　results，　1　interpret　that　the　extraordinari　ly　stab　ie

intermediate　is　a　molten　globule　state．　The　molten　globule　state　of　this　protein　is　extraordinarily

stab　le　compared　with　those　of　the　other　members　of　the　lysozyme－ct－lactalbumin　superfarnily，　and

this　stabilization　comes　from　the　stronger　protection　around　the　C一　and　D－helix　of　the　aromatic

cluster　region．　This　molten　globule　state　may　be　more　appropriate　to　define　as　native－like　tertiary

folded　state．　The　structural　and　thermodynamically　information　will　facilitate　the　study　of　protein

folding．
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Table　1．　Thermodynamic　Parameters　for　the　Unfolding　of　CML　and　EML　in　the

Absence　of　Ca2’　at　pH　4．5

Lysozyme Type　of　transitiona 副
TZxsb AGb ACp

oC kcal／mol kcal／mol kcal／mol kcal／mol／K

at　41．50　c

EMLC

CML

N－1

N－1

41　．5

39．0

36．6

44．6

36．6

44．9

o．o

一〇．3

1　．20

1．03d

at　66．40　c

EMLc

CML

1－U

1－U

66．4

86．9

29．5

30．9

29．5

28．8

o．o

2．1

O．61

O．70d

aN，　1，　and　U　mean　native，　intermediate，

values　are　extrapolated　to　41．5　or　66．40　C．

al．，　（46）．

and　unfolded　states，　respectively．　bThese

CFrom　Griko　et　al．　（2　6）．　dFrom　Koshiba　et
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Tab豆e　2． Crystallographic　Data，　X－ray　Processing　Statistics，

and　Refinement　Statistics　of　the　apo－CML

　　　　　　　　　　　Cり～stal　data　co〃ection

Space　eroup

Cell　constants　（A）

　　　　　a

　　　　　b

　　　　　c

Resolution　（A）

No．　of　measured　reflections

No．　of　independent　reflections

R　merge　（o／o）“

　　　　　　　　　　　　　Re77nement

Resolution　used　（A＞

No．　ofused　reflections　（F＞　26）

Data　completeness　（O／o）

A　bond　length　（A）

A　bond　angle　（O）

Average　B－factor　（A2）

　　　　Main－chain

　　　　Side－chain

R－factor　（o／o）b

Free　R－factor　（O／o）C

P6，22

　68．6

　68．6

107．1

100胴1。85

199，512

13，034

　6．00

8．〇一1．85

12，679

　95．5

0．007

1．414

23．8

28．3

17．8

21　．5

aRmerge　＝　ZII’　｛／｝1　／　：£1｛11｝1　×　1000／o．

bR－factor　＝＝　ZIF．1　一一　IFcl／ZIFcl　×　1000／o・

CFree　R－factor　is　the　same　as　R－factor，　except　for　a　100／o

subset　of　a11　reflections．
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Figure　1．　The　thermal　unfolding　transition　of　CML　in　the　absence　ofcalcium　ions　at　various　pHs

（2．74，　3．00，　3．24，　3．48，　and　4．50）．　The　unfolding　transition　is　expressed　by　excess　heat　capacity　as

a　function　of　temperature．
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Figure　4．　CD　spectra　of　（A）　CML　and　（B）　EML　in　the　far－UV　（left）　and　near－UV　（right）　regions

at　pH　4．5．　Three　spectra　（i，　ii，　and　iii）　were　measured　at　the　different　temperatures　indicated　by

arrows　in　Figure　2．
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Figure　5．　Fluorescence　spectra　of　50　pM　ANS　in　the　absence　（open　symbols）　and　presence

（filled　symbols）　of　25　pM　apo－CML　at　pH　4．5．　The　spectra　of　the　complex　of　ANS　with　apo－CML

were　obtained　at　90　C　（diamonds），　630　C　（circles），　and　980　C　（triangles）．　The　spectrum　of　ANS

without　lysozyme　vvere　obtained　at　250　C．　These　three　temperatures　are　indicated　in　Figure　2　with

arrows．
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with　identity　being　indicated　by　a　dot．　Dashes　indicate　deletions　relative　to　the　other　sequences．
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and　（B）　EML．　Two　molecules　are　viewed　in　the　same　orientation　（Figure　produced　using

MOLSCRIPT　（74））．
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　　　　　　　　　CHAPTER　III

Energetics　of　Three一一state　Unfolded　of　a　Protein：

　　　　　　　Canine　Milk　Lysozyme
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1　studied　the　thermodynamics　of　unfolding　transitions　of　a　Ca2’一binding　lysozyme，　canine　milk

lysozyme　（CML），　obtained　measurement　by　differential　scanning　calorimetry，　and　compared　the

findings　with　those　for　sequentially　and　stmcturally　homologous　proteins，　human　ct－lactalbumin

（ct－hLA）　and　equine　milk　lysozyme　（EML）．　The　results　showed　that　CIVfiL　and　EML　exhibit　two

clear　heat　absorption　peaks　in　the　absence　of　Ca2“　ions　（apo－form），　although　the　cooperative　thermal

transition　of　ct－hlLA　is　apparently　absent　in　this　form．　The　first　peak　represents　the　unfo　lding

transition　from　the　native　to　the　molten　globule　state　（N－A　transition），　and　the　second　peak

represents　that　from　the　molten　globule　to　the　thermally　unfo　lded　state　（A－U　transition）．　lt　is

suggesting　that　the　molten　globule　state　of　CMI．　and　ErvflL　is　a　thermodynamic　state，　while止at　of

the　ct－hLA　is　thermodynamically　indistinguishable　from　the　unfolded　state．　Moreover，　CML　also

exhibits　two　clear　heat　absorption　peaks　in　the　presence　of　Ca2’　ions　（ho　lo－form），　although　ct－hLA

and　ErvflL　show　only　a　single　heat　absorption　peak　in　the　holo－form．　lt　is　shown　that　extraordinary

stability　of　the　molten　globule　state　of　CML　led　to　the　appearance　of　the　second　heat　absorption　peak

in　the　holo－form．　The　obtained　thermodynamic　parameters　were　discussed　in　light　of　the　results　of

CD　spectroscopy　and　hydrogen－exchange　experiments．　1　interpret　that　the　extraordinary　stability　of

the　molten　globule　state　of　ClvfiL　is　due　to　the　native－like　packing　interaction　in　the　state，　and　it

comes　from　the　highly　persistent　structures　existing　not　only　within　the　ct－domain　but　also　within　the

B－domain．　The　structural　and　thermodynamics　differences　between　the　molten　globule　state　of

ct－lactalbumins　and　that　of　Ca2“一binding　lysozymes　are　further　discussed．
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Introduction

One　of　the　major　goals　of　structural　biology　is　to　understand　the　protein　folding　mechanism，　and

clarification　of　the　concept　of　a　folding　interrnediate，　such　as　a　molten　globule　state，　is　an　important

part　of　reaching　that　goal　（1）．　The　molten　globule　state　has　been　thought　to　be　an　intermediate　state

berween　the　native　and　unfolded　states　in　many　globular　proteins　（2一一6）．　This　state　is　characterized

by（i）th・p・e・ence・f　a・ub・ta・ti・1・ec・nd・ry・蜘・加・e；（ii）出e　ab・ence・in・la・g・P・「t・・f・・pecifi・

tertiary　structure；　（iii）　a　compact　shape；　（iv）　the　formation　of　a　hydrophobic　core　when　the　protein　is

exposed　to　solvents；　and　（v）　the　lack　of　rigid　side－chain　packing　interactions　（7－10）．　However，

with　the　extensive　progress　in　studying　the　molten　globule　state，　some　of　the　new　evidences　have

been　accumulated　about血e　state．　There　are　a｛great　variety　of　the　fo　lding　intermediates，　which　are

including　almost　fully　unfolded　state　and　native－like　conformation　（11－19）．

　　　　　　　Canine　milk　lysozyme　（CML），　which　belongs　to　the　family　of　Ca2’一binding　lysozymes

（20－22），　and　ct－lactalbumin　have　a　similar　sequence　and　a　very　similar　three－dimensional　srmcture

characterized　by　the　presence　of　a　deep　cleft　that　divides　the　molecule　into　two　domains　（the　ct一　and

P－domains）　（Figure　1）　（23－29）．　Like　ct－lactalbumin，　CML　and　equine　milk　lysozyme　（EML）

exhibit　a　stable　molten　globule　state　at　equilibrium　（21，　22，　29－31，　although　most　of　the

conventional　lysozymes　usually　unfold　in　a　cooperative　two－state　manner　without　the　accumulation

of　the　molten　globule　state．　Despite　the　fact　that　the　molten　globule　states　of　CIVfi．　and　ErvflL　are

structurally　very　similar　to　that　of　ct－1actalbumin，　the　molten　globule　states　of　CrvflL　and　ETvtt　are

much　more　native－like　than　that　of　ct－lactalbumin；　they　are　thought　to　be　stabilized　by　non一一specific

interactions　and　by　specific　side－chain　packing　interactions　（29，　31－33，　36，　37）．　Thus，　although　the

considerable　attentions　have　been　paid　to　the　molten　globule　states　of　CML，　EML，　and

ct－lactalbumins　by　using　nuclear　magnetic　resonance　（NMR）　and　circular　dichroism　（CD）

spectroscopies，　there　are　still　lacking　the　enegetics　information　of　the　molten　globules．　For
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interpretation　of　the　protein　folding　mechanism，　the　thermodynamic　characterization　of　the　molten

globule　state　should　provide　critical　information．

　　　　　　　In　this　CHAPTER，　1　investigated　the　thermodynamics　of　unfolding　transitions　of　CML　by

differential　scanning　calorimetry　（DSC）　measurement，　and　compared　these　values　with　those

obtained　for　homologous　proteins，　human　ct－lactalbumin　（ct・一hLA）　and　EML．　The　results　represent

that　the　molten　globule　state　of　CrvflL　and　ErvflL　is　a　thermodynamic　state，　while　that　of　the　ouhLA　is

thermodynamically　indistinguishable　from　the　unfo　lded　state．　lt　may　be　generally　valid　that　the

native－like　packing　interaction　in　the　molten　globule　state　induces　a　remarkably　positive　heat

absorption　peak　with　thermal　unfolding．

Materials　and　Methods

Materials

Ail　enzymes　used　for　genetic　engineering　were　purchased　from　Takara　Shuzo　（Kyoto，　Japan）　or

Toyobo　（Osaka，　Japan）．　Oligonucleotide　DNA　primers　were　synthesized　by　Kurabo　（Osaka

Japan）．　Human　ct－LA　（ct－hLA）　and　equine　milk　lysozyme　（EINtflL）　have　been　prepared　previous　ly

（36，　38）．　All　other　reagents　were　of　biochemical　research　grade．

Site－directed　mutagenests　of　CML

PIasmid　pHK7CML，　which　contains　T7　transcription　and　translation　signals　and　DNA　encoding　the

chemically　synthesized　canine　milk　lysozyme　sequence，　was　used　as　a　starting　material　for

mutagenesis　（22）．　To　obtain　the　mutant　CMLs　（H21G，　156L，　A93S，　and　V　I　OgK），　His－21，　Ile－56，

Ala－93，　or　Val－109　in　CML　were　replaced　by　glycine，　leucine，　serine，　and　lysine，　respectively．

Site－directed　mutagenesis　was　performed　as　described　previously　（39）．　The　mutations　were

confirmed　by　DNA　sequencing．
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Overexpression　of　wild　type　and　mutant　CMLs　in　E．　coil，　as　inclusion　bodies，　and　refolding

procedures　using　E．　coli　thioredoxin　were　performed　as　described　previously　（22，　39）．

Preparation　ofapo一　and　holo－proteins

Apo・・　and　holo－proteins　were　prepared　as　described　previously　（22，　29）．

D｛酔7ε〃加1　scanning　catorimetry　（z）s（り

Differential　scanning　calorimetry　（DSC）　measurements　of　CML，　ct－hlLA，　and　EIVfiL　were　carried　out

with　an　MC－2　microcalorimeter　（MicroCal，　lnc．，　Northampton，　MA）　at　the　scan　rate　of　1．0　K／min．

Sample　solutions　for　DSC　measurements　between　pH　6．5　and　7．0　were　prepared　by　dissolving　the

proteins　in　50　mM　sodium　cacodylate　buffer；　solutions　between　pH　4．0　and　4．5　were　prepared　using

50　mM　sodium　acetate　buffer；　and　between　pH　2．0　and　4．0　were　prepared　using　50　mM　glycine

hydrochloride．　The　protein　concentrations　used　were　1．2－1．8　mg／mL．　The　pH　of　the　sample

solution　was　confirmed　before　and　after　each　measurement．　To　expand　the　temperature　range，　all

DSC　measurements　were　performed　under　an　excess　pressure　of　1　．5　atm．

Circular　dich　roism　（CD）　spectra

The　CD　spectra　of　CML，　ct－hLA，　and　EML　were　measured　on　a　Jasco　J－720　spectropolarimeter

（Hitachi，　Tokyo，　Japan）．　Far一　and　near－UV　CD　spectra　were　measured　using　a　cell　with　O．1　and　1

cm　optical　path　lengths，　respective　ty．　The　protein　concentrations　were　O．5　mg／mL　for　all

measurement．
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Struc伽e　analysts

The　atomic　coordinates　of　the　proteins　analyzed　here　were　obtained丘om　the　Protein　Data　Bank

［CML　（29），　ct－hLA　（26），　and　EML　（40）］．　The　hydrogen　exchange　rate　data　of　Cmu，　ct－hLA，　and

EML　at　pH　2．0　（5　and　250　C）　were　obtained　from　previously　reports　（31，　32，　37，　41）．　Molecular

graphics　were　produced　using　WebLab　Vriewer　（Molecular　Simulations　Inc．）　and　MOLSCRIPT　（42）．

Es伽lation　ofprotein　concentration

The　protein　concentrations　were　estimated　spectrophotometrically　us　ing　the　following　extinction

coefficient　at　280　nm：　EiO／Oi　，．　＝　23．2　for　wild　type　and　its　mutants　of　CML　（21），　EiO／e　i　，．　＝　i　8．4　for

ct－hLA　（43），　and　EiO／Oi　，，．　＝　23．5　for　EA，fi．　（36）．

Results

CD　spectra　of　CML，　a－hLt4，　and　EML

Figure　2　shows　the　CD　spectra　of　CML，　ct－hlLA，　and　Ervfi．　in　the　native　（N），　the　molten　globule　（A），

and　the　unfolded　（U）　states，　respectively．　The　N　state　of　all　proteins　shows　characteristic　CD　bands

in　the　far一　and　near－UV　regions，　indicating　the　presence　of　the　secondary　as　well　as　the　specific

tertiary　stmctures．　These　characteristics　of　the　native　CD　spectra　are　completely　lost　in　6　M

guanidine　hydrochloride，　where　all　proteins　are　in　the　fully　unfolded　states．

　　　　　　　As　shown　in　Figure　2C，　the　far－UV　CD　spectrum　of　the　molten　globule　state　（pH　2．0　and

250　C）　of　ct－hLA　shows　significant　negative　ellipticities　and　the　appearance　of　the　negative　shoulder

at　223　nm，　while　the　near－UV　CD　spectrum　shows　that　all　of　the　signals　are　lost．　This　clearly

indicates　that　the　molten　globule　state　of　ct－hLA　has　a　substantial　secondary　structure　but　lacks

extensive　rigid　packing　interactions　of　the　aromatic　side　chains　（7，　8，　44）．　However，　CD　spectra　of

CML　and　EML　at　pH　2．0　show　enhancement　of　the　positive　Cotton　effects　around　288　nm　and
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disappearance　of　the　troughs　observed　in　the　native　proteins，　indicating　a　conformational

rearrangement　around　the　aromatic　residues　in　the　molten　globule　state　（Figure　2A　＆　B）．　Further，

the　far－UV　CD　spectra　of　the　two　proteins　show　enhancement　of　the　negative　ellipticity　below　227

㎜，indicating　the　p・e・ence・f　a・igr・ifi・㎝t・ec・nd・・y・mU・加・e　in止・m・lt・n　gl・bul・・tat・・Thu・・

the　mo　lten　globule　states　of　CML　and　E）vflL　are　much　more　native－like　than　that　ofct－hLA．

Thermal　unf。tding‘ゾCMZ，　a－hLA，　andE肌’撹伽bsence‘ゾα2＋加∫

An　impo伽t　question　regarding　the　molten　globule　state　is　whether　it　is　a　thermod）mamlc　state．

To　address　this　question，　DSC　measurements　of　the　CML，　ct－hLA，　and　E）vflL　were　carried　out　at

acidic　pH　between　2．7　and　4．5　in　the　absence　of　Ca2’　ions　（apo－form）．　ln　this　pH　region，　the

thermal　unfolding　of　three　proteins　were　reversible．　lt　was　confirmed　by　reheating　the　protein

solution　in　the　calodmeter　cell　immediately　a食er　cooling丘om　the　first　scan．　Repeated　thermal

scans　of　the　samples　exhibited　similar　transitions．　As　shown　in　Figure　3　A　（top　of　the　Figure），　the

cooperative　thermal　trans　ition　is　apparently　absent　in　the　molten　globule　state　of　ct－hLA，　suggesting

that　this　state　is　thermodynamical　ly　indistinguishab　le　from　the　unfo　lded　state．　This　could　mean

that　there　are　no　energy　barriers　between　the　molten　globule　and　unfolded　states，　as　previously

reported　in　bovine　ct－LA　（45－47）．

　　　　　　　However，　CrvfiL　and　EML　exhibit　a　cooperative　thermal　unfolding　wnh　two　remarkably

positive　heat　absorption　peaks　（Figure　3A；　middle　and　bottom　of　the　Figure）．　lt　is　indicating　that

the　first　peak　represents　the　unfblding　transition丘om　the　native　to　the　molten　globule　state，　and　the

second　peak　represents　the　unfoiding　transition　from　the　molten　globule　to　the　thermally　unfolded

state．　Although　similar　behaviors　have　been　observed　in　Cmu　and　ErvflL，　the　transition　from　the

molten　globule　to　the　thermally　unfolded　state　of　CML　occurred　at　a　higher　temperature　and　the

z）LHA．u　was　1arger．　A　mong　the　caLA　and　lysozyme　fam　i　ly　of　proteins　studied　thus　far　（29，　34，　35，
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45－48），　CIVflL　exhibits　the　most　stable　molten　globule　state　with　the　1argest　AHA．u．

Thermal　unfolding　of　CML，　a－hLt4，　and　EML　in　thepresence　of　Ca2’　ions

The　temperature　dependence　of　the　partial　heat　capacity　of　CML，　ct－hLA，　and　Emu　in　the　presence

of　10　mM　CaC　12　is　shown　in　Figure　3　B．　The　thermal　unfolding　of　holo－proteins　was　also　reversible．

Under　this　condition，　ct－hLA　and　ErvfiL　show　a　single　heat　absorption　peak　caused　by　a　cooperative

transition　from　the　native　to　the　thermally　unfolded　state　（Figure　3　B，　top　＆　middle）．　ln　the　case　of

C］NtflL，　however，　two　clear　heat　absorption　peaks　have　been　observed　in　the　holo－form　（Figure　3　B，

bottom）．　Therefore，　the　comparison　of　the　heat　absorption　peaks　in　the　apo一　and　holo－forms　of

CbvflL　also　indicates　that　the　extraordinary　stability　of　the　molten　globule　state　of　this　protein　leads　to

the　appearance　ofthe　second　heat　absorption　peak　even　in　the　holo－protein．

Analysts　ofthe　excess　heat　capacityfunction　of　CML

To　fully　understand　the　stability　of　a　protein，　it　is　necessary　to　elucidate　the　thermodynamic

parameters　of　the　thermal　unfo　lding．　ln　order　to　estimate　the　thermodynamic　parameters　such　as

me　lting　temperature　（T．），　enthaipy　change　（zthl），　entropy　change　（AS），　or　G　ibbs　free　energy　change

（A（7）　of　a　three－state　unfo　lding　protein，　the　heat　capacity　changes　of　the　protein　in　a　thermodynamic

state　must　first　be　assumed．

　　　　　　　The　partial　molar　heat　capacity　of　a　macromolecule　under　conformational　equilibrium，

Cp，obs，　is　given　by　the　following　equation　（35）：

Cp，obs　＝　CpN　＋　｛〈Z1LH’2＞　d　〈AH＞2｝IR72　＋　£lriACpi （1）

where　CpN　is　the　partial　moiar　heat　capacity　of　the　native　state．　The　f　represents　the　popuiation　of
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the　molecules　in　the　ith　state　excluding　the　native　state，　and　ACp，　is　the　relative　heat　capacity　of　the

ith　state　compared　to　that　of　the　native　state．　The　second　term　on　the　right－hand　side　of　equation

（1）　is　represents　the　fluctuation　of　conformation　of　the　macromolecule　（35），　and　the　third　term

accounts　for　the　heat　capacities　of　conformers　other　than　the　native　state．

　　　　　　In　this　study，　the　thermal　unfolding　profile　is　that　of　a　three－state　reversible　unfolding　（N，

A，　and　U）．　Therefore，　equation　（1）　can　be　rewritten　as　follows：

Cp，obs　＝　CpN　＋　ifAZV7N．A2　＋fuAHN．u2　d一　ifAAHN．A　＋fuzV7N－u）2｝IRd

　　　　　　　　＋fAACpN－A　＋fuACpN－u・　（2　）

　　　　　　The　CpN　and　the　ACpN．u　of　E［EL　are　temperature－dependent，　and　are　represented　as　a　linear

and　a　q岨dratic　fUnction　of　temperatUre，　respectively（35，46，49，50），　as　fbllows：

　　　　　CpNの＝bl＋わ2（7－T・）　（3）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2△CpN．uの＝わ3＋ゐ4（T一　To）＋わ5（7一τb） （4）

where　To　＝　298．15　（K），　bi　＝　4780．2　（caVmol／K），　b2　＝　21．334　（caVmol／K2），　b3　＝　6568　（caYmol／K），　b4

＝　23．84　（caVmoVK2），　and　bs　＝　一一〇．143　（callmol／K3）　（49）．　Given　that　the　heat　capacities　of

structurally　similar　proteins　are　similar　（35，　49），　1　assume　for　the　purpose　of　our　study　that　the　C，N

and　ACpN．u　of　CML　can　be　approximated　as　those　of　HEL．　The　heat　capacity　change　of　each

conformational　transition　of　CML　is　assumed　as：

　．　ACpN．A（　7）　＝　cut）LCpN．u（　7）　（6）

ACpA．u（　T）　”　（1　’　a）ACpN．u（　7）　（7）
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where　the　constant　a　represents　the　fraction　of　heat　capacity　change　of　the　N－A　transition　relative　to

that　ofthe　N・一U　transition，　and　is　assumed　to　be　independent　of　temperature．

　　　　　　The　enthalpy　and　entropy　changes，　from　the　native　to　the　molten　globule　state　｛tNHN．A（7），

zNgN．A（7）｝　and　from　the　molten　globule　to　the　thermal　unfo　lded　state　｛AHA．u（7），　ztsSA．u（T）｝，　can　be

wntten　as：

tlNHN．Aの＝・zNHN．A（Tml）＋α∫，．、T△C，N．uのdT（8）

△HA．面＝齪顧堀）＋（1一α）∫，m、τ△C，N．uのdT　（9）

　　　　　△HN．uの＝△HN．Aの＋△HA．uの　（10）

　　　　　　　　　　　　　ASN．Aの＝△HN－A（Tml）／Tml＋afTmiZ△C，N．u（7）dlnT　（11）

　　　　　　　　　　　AS・A－u（η一△HA．u（T，n2）／T，n2＋（1一α）∫Tnt2τ△C，N．uのdlnT（12）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　△3N．uの＝△SN．Aの＋△SA一〔Jの　　（13）

where　Tm　i　and　T．2　are　the　transition　temperatures　of　the　N－A　and　A－U　transitions，　respectively．　ln

actual　analyses　of　the　experimenta1　data　an　instrumental　ly　introduced　constant　A，　due　to　the　drift　of

base　lines，　etc．，　is　introduced　as　follows：

Cp，obs　＝　A　＋　CpN　＋fAACpN－A　＋fuACpN－u

　　　　　　　　　＋［fA△HN．。2の＋fuAHN．u2の一｛ムムHN－Aの＋fuAH．．uの｝2］／Rメ （14）

The　quantitiesノ気andんare　expressed　as　fUnctions　of△HN．A（Tm　l），△HA－u（Tm2），　Tml，　Tm2，αand

ACpN．u（7）．　The　constants　A“EIN．A（T．　i），　ZNHA－u（T．2），　T．　i，　T，．2，　a　and　A　were　determ　ined　for　each　set
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of　experimental　data　using　the　non－linear　least－squares　method．

Dε伽2伽伽ψんε伽7〃2・伽α〃1ゆαアα〃・eters‘ゾ膨∫〃type　and　mu伽κ：ML∫

First，　the　parameter　a　was　treated　as　an　unknown　constant　to　be　determined　by　the　non－linear

least－squares　method　for　six　data　sets　of　wild　type　apo－CIVflL　under　different　pHs　（Figure　4）．　The

mean　of　the　resulting　value　for　a　was　O．57　with　a　standard　deviation　of　O．05．　Then，　the

thermodynamic　parameters　were　recalculated　with　a　fixed　a　of　O．57，　because　the　heat　capacity

change　is　usually　independent　of　pH．　This　value　of　a　was　assumed　for　holo一　and　mutant　CMLs．

　　　　　　　Table　1　summarizes　the　thermodynamic　parameters　of　wild　type　CIVflL　obtained　by　the

above　methods　with　the　fixed　ct　at　several　pHs．　The　temperature　dependence　of　AH　N．A（Tm　i）　and

AH　A．u（Tm2）　is　shown　in　F　igure　5．　The　data　of　zNHN－A（T．　i）　and　tNH　A．u（T，．2）　are　taken　from　Tab　le　1．

These　plots　were　well　fitted　to　each　enthalpy　imction　as　follows：

AHN．A（Tml）＝△厚N．A（T。）＋al，。TAC，N．uのdT

zNHA．u（Tm2）　＝　AHA．u（To）　＋　（1　’　a）f7DTACpN．u（7）dT

（15）

（16）

　　　　　　　Table　2　shows　the　thermodynamic　parameters　of　the　wild　type，　H21G，　156L，　A93S，　and

VIOgK　mutants　of　CrvilL　and　of　ct－hLA　and　EML　in　the　absence　of　calcium　ions　at　pH　4．5．　The

thermal　stability　of　the　mo　lten　globule　state　of　all　mutant　lysozymes　decreased　relative　to　that　of

wild　type　CML．　ln　fact，　the　thermal　stability　of　the　molten　globule　state　of　the　H21G　and　V　I　OgK

mutants　was　about　3　or　40　C　less　stable　than　that　of　wild　type　CML．　Thus，　the　data　indicated　that

the　four　mutated　residues　in　CML　played　an　important　role　in　creating　the　extraordinary　stability　of

the　molten　globule　state．
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Despite　the　potential　importance　of　this　area　of　study　and　the　considerable　attention　already　received，

few　structural　details　of　the　molten　globule　state　have　been　obtained，　even　under　equilibrium

conditions，　because　the　fiexibility　of　the　state　itself　hampers　the　application　of　X－ray

crystallographic　studies　（molten　globules　have　not　been　crystallized　successfully）．　Thanks　to　the

progress　of　the　NMR　measurement，　however，　we　could　have　obtained　a　lot　of　evidences　for

protected　amide　hydrogens　and　hence　identified　regions　of　persistent　structure　in　helical　regions　of

several　molten　globules　over　recent　years　（11，　16，　31，　32，　37，　41，　51－56）．　However，　there　are　sti　l　l

lacking　the　enegetics　information　of　the　molten　globules　（1　7，　35，　46－48）　compared　with　those　of　the

structural　details　of　CD　and　NMR　methodo　logies．　The　purpose　of　this　CHAPTER　is　to　understand

the　energetics　of　the　molten　globule　state　of　three　homologous　proteins　（CrvllL，　ct－hLA，　and　EM［L）　by

using　calorimetry，　and　to　discuss　the　results　of　structural　details　obtained　from　CD　spectroscopy　and

hydrogen－exchange　experiments．

Non－native・and・na伽e－tike　packi〃9　ofthe〃20‘伽8’o∂μ’ε伽∫ε∫

Given　that　the　overall　crystal　structures　of　CIS／flL　（29），　ct－hLA　（26），　and　EML　（40）　are　very　s　imilar，　I

consider　that　the　difference　in　the　stability　of　the　molten　globule　states　among　these　proteins　is　not

due　to　a　difference　in　overa11　native　stmcture．　The　near－UV　CD　spectrum　of　the　molten　globule

state　（A－state）　of　ct－hLA　shows　an　apparent　loss　of　the　signal　relative　to　the　native　ct－hLA　（Figure

2C），　suggesting　disrupted　side－chain　packing　（7，　44）．　However，　the　difference　of　the　amplitude

between　N　and　A　spectra　for　C）vflL　and　EML　are　very　smal　l　relative　to　that　for　ct－hLA．　The

near－UV　CD　spectra　of　the　molten　globule　states　of　CINiff．　and　ErVfl．　indicate　an　intermediate　level　of

signal　between　the　N　and　U　spectra，　and　the　spectra　are　much　more　close　to　those　of　the　N　proteins

（Figure　2A　＆　B）．　ln　spite　of　a　disappearance　of　the　positive　Cotton　effects　around　294　nm，　the
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positive　bands　around　288　nm　show　sigriificant　sigrials　which　is　about　65　O／o　and　73　O／o　intensities　of

native　CML　and　EML，　respectively．　These　results　demonstrate　the　presence　of　packing　of　aromatic

side－chains　in　the　molten　globule　states　of　CrvflL　and　ErvflL，　while　the　absence　of　such　native－like

packing　interactions　in　the　molten　globule　state　of　ct－hlLA．　A　hydrophobic　cluster　involving　three

tryptophanyl　residues　（Trp－28，　108，　and　111）　seems　to　be　more　densely　packed　in　the　molten　globule

states　in　C　ML　and　ErVflL　than　in　ct－hLA　（these　three　residues　are　Leu－26，　Trp－104，　and　His－107　in

ct－hLA），　and　this　may　be　responsible　for　the　enhanced　near－UV　CD　band　（29，　31，　32）．

　　　　　　　The　thermodynamic　analysis　by　using　calorimetry　（DSC）　is　well　reflecting　the　results　of

CD　spectra．　The　non－cooperative　thermal　transition　of　the　molten　globule　state，　such　as　in　the　case

of　ct－hLA　（Figure　3　A；　top），　may　simp　ly　be　interpreted　in　terms　of　a　very　small　enthalpy　change，

because　the　enthalpy　change　of　the　protein　unfblding　primarily　arises丘om　the　disorder　of　the

specific　side－chain　packing　interaction　（57）．　The　cooperative　thermal　transition　of　the　molten

globule　state　in　the　case　of　ClvflL　and　EM　L　（Figure　3　A；　middle　and　bottom）　suggests　the　presence　of

specific　packing　interactions；　in　eontrast，　such　interactions　are　thought　to　be　minimal　in　the　molten

globule　state　of　ct－hLA．　ln　general，　typical　values　for　the　heat　capacity　change　（ACp）　for　the

reactions　of　the　proteins　show　that　thermal　unfolding　results　in　a　large　positive　change，　which　is

ascribed　to　the　exposure　of　hydrophobic　groups　to　the　aqueous　environment　（58）．　The　ACp　values

of　the　A－U　transition　of　CML　and　EML　were　2．9　kJ／mol／K　and　2．5　kJ／mol／K　at　66．40　C　and　pH　4．5

（Figure　5），　respectively，　although　that　of　the　ct－hLA　was　close　to　zero．　These　results　indicate　that

the　interactions　stabilizing　the　molten　globule　state　are　more　extensive　and　cooperative　in　CNflL　and

EML　than　in　ct－hLA．

Struc伽rat　basiS　ofthe　coopera伽ε伽7〃ta’transtrions

Cooperative　folding，　which　is　specific　to　globular　proteins，　results　from　tight　and　unique　packing　of

78

arnino　acid　residues　in　the　native　structure　（59－61）．　Therefore，　the　thermal　transition　of　the

“classical”　molten　globule　states　is　expected　to　be　a　weakly　or　non－cooperative　process，　since　they

do　not　possess　a　unique　tertiary　structure　（6－9，　44）．　However，　my　results　show　that　the　molten

globule　states　of　C｝vflL　and　EML　can　be　considered　as　the　highly　cooperative　intermediate，　while　that

ofthe　ct－hLA　can　be　considered　as　the　non－cooperative　intermediate　（Figure　3）．　ln　order　to　explain

the　cooperative　thermal　transitions　of　the　molten　globule　states　of　CINxllL，　ct－hLA，　and　EML，　the

hydrogen　exchange　properties　（protection　factors）　of　the　A－states　were　c　ompared　among　these

proteins　（Figure　6）．　There　are　several　important　features　of　the　am　ide　hydrogen　exchange

protection　exhibited　in　the　ct　and　P－domains　of　Cmu，　ct－hLA，　and　EML．　In　the　case　of　ct－hLA，　the

protected　protons　were　detected　only　within　the　ct－domain，　and　none　of　the　amide　protons　within　the

3－domain　were　significantly　protected　from　solvent　exchange　in　the　A－state　（41）　（Figure　6；　top）．　lt

is　indicating　that　molten　globule　state　of　ct－hLA　has　a　bipartite　structure　with　a　disordered　3－domain

and　an　ct－domain　containing　substantial　secondary　structure　and　a　native－like　tertiary　topology

（13－15，　41）．　Therefore，　the　cooperative　thermal　transition　of　ct－hLA　is　apparently　absent　in　this

state　because　of　the　compact　but　dynamic　structure　（low　order　stmcture）．

　　　　　　　In　contrast，　the　number　and　magnitude　of　protected　amide　protons　in　the　A－state　of　CrvflL

（64　amide　protons）　and　EMI．　（54　amide　pretons）　were　much　1arger　than　that　of　ct－hLA　（34　amide

protons）　（31，　32，　37）．　The　protected　protons　of　CIS！flL　and　EIVflL　in　this　state　were　observed　not　only

within　the　ct－domain　but　also　within　the　P－domain　（Figure　6；　middle　＆　bottom）．　lt　is　suggesting

that　highly　persistent　structures　exist　in　the　ct・｝　and　P－domain　of　CML　and　EML　in　the　A－state，　and

especially，　the　B－domain　of　the　two　proteins　are　more　ordered　than　that　of　ct－hlLA．　Thus，　it　can　be

proposed　that　the　cooperative　thermal　transitions　of　the　molten　globule　states，　which　have　been

observed　in　CML　and　EML，　may　come　from　a　highly　ordered　structure　of　the　P－domain　in　the

A－states．　This　is　one　of　the　main　reasons　vvhy　the　cooperative　thermal　transitions　are　observed　in
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the　molten　globule　srate　of　CML　and　EIVfl．，　and　not　in　that　of　the　ct－hLA．

伽ψ嬬・n　Ofthe　m・lten　globule　state　ofCML　with　EML

As　discussed　above，　it　has　been　shown　that　CML　and　EML　show　the　presence　of　native－like　tertiary

folding　in　the　molten　globule　state，　which，　in　these　two　proteins，　is　a　thermodynamic　state．　The

molten　globule　state　of　CML，　in　particular，　has　been　shown　to　be　extraordinarily　stable　in

comparison　with　that　of　EML；　comparatively，　it　was　shown　to　be　9．0　kJ／mol　more　stable　at　pH　4．5

and　66．40　C　in　the　absence　of　Ca2“　ions　（Table　3）．　However，　what　causes　these　differences　in　the

stability　of　the　molten　globule　state　between　Cmu　and　EIVflL？　One　way　to　investigate　the

differences　is　to　thoroughly　compare　the　physicochemical　properties　of　the　molten　globule　state　of

Crvfi．　and　ErvfiL．

　　　　　　　In　the　crystal　structure　of　CrvfiL，　shown　in　F　igure　7A，　His－21　is　located　at　the　turn　region

between　the　A一　and　B一　helices　and　is　close　to　the　C－helix　（also　see　Figure　1）．　The　distance　between

the　Ne2　atom　of　His－21　and　the　O　atom　（C＝O）　of　Val－99　is　3．13　A，　indicating　the　formation　of　a

hydrogen　bond　between　these　two　atoms　in　the　native　structure．　As　a　result，　the　A一　and　B一　helices

become　much　closer　to　the　C一　helix，　and　hydrophobicity　around　this　region　is　increased．　ln　fact，

hydrogen　exchange　rates　in　this　region　of　CrVflL　have　exhibited　uniforrn　behavior．　Eleven　aromatic

and　aliphatic　residues　within　this　region　（Arg－10，　Lys－11，　Leu－12，　Lys－13，　and　Met－15　of　the

A－he　lix；　Phe－20　and　Tyr－23　of　the　A－B　！oop；　and　Cys－30，　Met－31，　Ala－32，　and　Glu－33　of　the

B－helix）　exhibit　very　high　protection　factors　（P　〉　100）　in　the　A－state　（pH　2．0　and　250　C）．　ln　this

condition，　the　most　protected　residues　of　the　A一　and　B－helices　are　located　in　the　interface　of　these

helices　with　the　C－helix．　This　suggests　that　the　topology　of　the　A一・，　B一，　and　C－helices　in　the　A－state

might　be　similar　to　that　of　the　thermally　induced　molten　globule　state　at　pH　4，5．　However，

protection　factors　of　EML　in　this　region　were　much　lower（10＜Pく1）than　those　of　CML　in　the
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A一一state　（F　igure　7B）．

　　　　　　　Moreover，　residue　109　is　lecated　in　the　N　terminal　of　the　D－helix．　This　residue　is　valine

and　lysine　in　CML　and　ErvflL，　respectively　（Figure　8A　and　B）．　The　helix　contact　between　the　B－

and　D－helices　is　revealed　clearly　in　the　hydrogen　exchange　data　for　the　A－state　（pH　2．0　and　250　C）

of　CMI．　and　EINtflL．　Seven　aromatic　and　aliphatic　residues　around　this　region　（Cys－30，　Met－31，

Ala－32，　and　Glu－33　of　the　B－helix；　Trp－108　ofthe　C－D　loop；　Val－109　of　the　D－helix；　and　His－114　of

the　loop）　exhibit　the　highest　protection　factors　（P　〉　100）　at　pH　2．0　and　250　C　in　CML．　The　most

protected　residues　of　the　B－helix　are　also　located　in　the　interface　of　this　helix　with　the　D－helix．

The　Val－109　is　particularly　strongly　immobilized　in　the　A－state　（P　＝　330），　and　seems　to　stabilize　the

D－helix．　However，　the　residue　at　this　site　is　lysine　in　ErvflL，　and　such　high　protection　is　not

observed　in　the　case　of　the　A－state　of　EML．　This　may　suggest　that　the　hydrogen　exchange　kinetics

of　Lys－109　occurs　so　rapidly　that　the　protection　factor　cannot　be　determined．　This　exchange　of

Val－109　and　Lys－109　must　be　a　maj　or　reason　for　the　destabilization　of　the　D－helix　of　ErvilL．

　　　　　　　The　present　results　show　that　the　amino　acid　replacements　discussed　above　actually

decrease　the　stability　of　the　molten　globule　state　of　CML．　ln　particular，　the　values　for　H21G　and

VIOgK　are　considerably　lower，　2．0　kJ／mol　and　1．8　kJ／mol　lower，　respectively，　than　those　of　the

wild－type　C　rvflL．　The　thermodynamic　pararneters　suggest　that　the　G　ly－21　一　H　is－21　replacement

has　two　effects　on　the　stabilization　of　the　molten　globule　state．　First，　by　forming　a　hydrogen　bond

between　the　side　chain　of　His－21　and　the　main　chain　of　Val－99，　the　A一　and　B－helices　are　connected

to　the　C－helix，　and　these　chains　become　less　fiexible．　Therefore，　it　can　be　estimated　that　the

replacement　of　a　histidine　residue　by　a　glycine　residue　would　destabilize　the　protein　at　most　by　2．O

kJ／mol　in　the　AG　of　the　A－U　transition，　and　by　7．7　kl／mo　l　in　the　AH　of　the　A－U　transition．　Second，

the　involvement　of　the　His－21　residue　on　the　hydrophobic　cluster　makes　the　srmcture　more　stable，

and　the　molten　globule　state　of　CML　is　further　stabilized．　ln　the　case　of　the　V　I　OgK　mutant，　these
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two　positively　charged　side　chains　（Lys－109　and　一1　13）　are　thought　to　destabilize　the　native　structure

due　to　electrostatic　repulsion．　Among　the　thermodynamic　parameters　for　the　A－U　transition　of

ErVflL　and　the　V　I　OgK　mutant，　the　maj　or　terms　to　destabilize　the　molten　globule　state　are　the　entropy

terms　（TAAS　＝　3．0　kJ／mol　for　ErvflL　and　TAAS　＝　5．8　kJ／mol　for　V　I　OgK）　（Table　3）．　The　enthalpy

terrns　seem　to　compensate　only　partly　for　the　entropic　destabilization　of　the　EIVflL　and　V　I　OgK．　lt

appears　that　the　destabilization　of　the　D－helix　is　caused　by　the　increase　of　chain　entropy　in　the

molten　giobule　state，　which　increase　is　caused　by　the　existence　ofthe　lysine　residue　at　the　N　terminal

of　the　D－helix．　This　may　indicate　that　the　helical　contact　between　the　B一　and　D－helices　of　EML　is

much　weaker　than　that　of　CML．

ConcRusion

I　have　shown　that　CML　and　EINtflL　exhibit　two　c　lear　heat　absorption　peaks　in　the　absence　of　Ca2’　ions

（apo－form），　although　the　cooperative　thermal　transition　of　ct－hLA　is　apparently　absent　in　this　form．

Moreover，　CML　also　exhibits　two　clear　heat　absorption　peaks　in　the　presence　of　Ca2“　ions

（holo－form），　although　ct－hLA　and　ErvflL　show　only　a　single　heat　absorption　peak　in　the　holo－forms．

My　data　indicate　that　the　molten　globule　state　of　CML　is　extraordinarily　stable　compared　wnh　those

of　ct－hLA　and　EML，　and　that　it　is　a　thermodynamic　state．　1　interpret　that　the　extraordinary　stability

of　the　molten　globule　state　of　CML　is　due　to　the　native－like　packing　interaction　in　the　molten

globule　state，　and　it　comes　from　the　highly　persistent　structures　existing　not　only　within　the

ct－domain　but　also　within　the　P－domain．
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T．　able　1．　Thermodynamic　parameters　of　the　thermal　transitions

（N’A　and　A－U）・f　the　wild　type　CML　in　the　absence（叩・．form）

and　presence　（holo－form）　ofCa2’　ions　at　several　pHs）

pH T．N’“（Oc） AHN’“（kl／mol） T．“一”（Oc） AH“’U（kJ／mol）

2．74

3．00

3．24

3．46

3．99

4．50

4．50　（holo）

20．54

28．40

33．74

36．39

39．74

39．01

65．13

　89．3

133．0

148．9

157．8

164．7

176．0

282．0

70．　1　3

73．98

78．58

81．54

84．97

86．92

86．25

158．0

154．4

1　79．7

175．8

168．1

185．8

185．8

Table　II．　Thermodynamic　parameters　of　the　thermal　transitions

（N－A　and　A－U）　of　the　wtld　type　and　mutant　CMZLs　and　those　of

ct－hLA　and　E］S（fiL　in　the　absence　（apo－form）　of　Ca2’　ions　at　pH　4．5．

Protein T．N’“（OC）　AHN’“（kl／mol） T．“’”（Oc） ztX，HA’U（kl／mol）

CML
wild　type

V109K

H21G

I56L

A93S

39．01

41．78

34．13

26．19

39．37

176．0

183．1

124．9

99．6

1　65．6

86．92　185．8

82．76　179．1

83．64　169．7

84．48　183．1

84．33　183．4
EML＃

ct・・hLA

4150

ND．

153．7

N．D．

66．44

N．D．

123．8

N．D．

”Previous　study　（Griko　et　al．，　1995）．

N．D．，　not　detected　by　the　present　method．
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Table　III．　Thermodynamic　parameters　of　the　thermal　transition

（A－U）　of　the　wild　type　and　mutant　CMLs　and　that　of　EML　in　the

absence　（apo－ferm）　of　Ca2“　ions　at　pH　4．5　and　66．4　OC．

Lysozyme T．　（OC）　AH“　TAS“　AG“　zMG“
　　　　　　（kl／mol）　（kJ／mol）　（kJ／mol）　（kJ／mol）

CML

wild　type

V109K

H21G

156L

A93S

86．93

82．76

83．64

84．48

84．33

129．5

133．5

121．8

133．1

133．7

120．5

126．3

114．8

125．1

125．8

9．0

7．2

7．0

8．0

7．9

o．o

一1．8

一2．0

一1．0

一1．1

EIN，flL＃　66．40　123．5　123．5　O．O　一9．0

“These　values　are　extrapolated　to　66．4　OC　by　equations　（9）　and　（12）．

”Estimated　from　previous　study　（Griko　et　al．，　1995）．
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Figure　1．　Schematic　representation　of　the　crystal　structure　of　apo－CML　（29）　showing　the

backbone　and　four　residues，　His21，　lle56，　Ala93，　and　Val　l　O9，　substituted　in　this　study．　ct－Helices

are　sequentially　labeled　from　A　to　D．　The　structure　shows　a　rainbow　color　（red　to　blue）　from　the

N－terminus　to　the　C－terminus．　This　figure　was　produced　using　MOLSCRIPT　（42）．
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Figure　2．　CD　spectra　of　native　（N，　solid　lines），　molten　globule　（A，　long　broken　lines），　and

unfolded　states　（U，　short　broken　lines）　of　（A）　CML，　（B）　ErVfl．，　and　（C）　ct－hLA　in　the　far－UV　（left）

and　near－UV　（right）　regions．　The　native　proteins　were　dissolved　in　50　mM　Tris－HCI　containing　10

mM　CaC12　（pH　8．0），　the　molten　globule　proteins　in　50　mM　glycine－HCI　（pH　2．0），　and　the　unfolded

proteins　in　6　M　guanidine　hydrochloride　（pH　8．0）．　All　spectra　were　measured　at　250　C．
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Figure　3．　（A）　The　thermal　unfolding　transition　of　CML，　ct－hLA，　and　EML　in　the　absence

（apo－form）　ofCa2“　ions　at　pH　4．5．　（B）　The　thermal　unfolding　transition　of　CML，　ouhLA，　and　EML

in　the　presence　of　10　mM　CaC12　at　pH　4．5　（CbvilL　and　EML）　and　pH　8．0　（ct－hLA），　respectively．　The

unfo　lding　transitions　are　expressed　by　excess　heat　capacity　as　a　function　ef　temperature．
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Figure　4．　Temperature　dependencies　of　the　partial　heat　capacity　of　CML　in　50　mM　sodium

acetate　or　glycine　hydrochloride　solutions　wnhout　Ca2’　ions　at　various　pHs．　Open　squares，　pH

2．74；　diamonds，　pH　3．00；　triangles，　pH　3．24；　reversed　triangles，　pH　3．46；　crosses，　pH　3．99；　circles，

pH　4．50．　The　thick　solid　and　broken　lines　represent　the　heat　capacity　functions　of　the　native　and

unfolded　states　of　HEL　（49），　which　are　assumed　to　be　applicable　to　CML　in　this　study．　The　dotted

line　represents　the　heat　capacity　fUnction　of　the　molten　giobule　state　of　CML　with　an　a　parameter　of

O．57　（see　text）．

92

轟轟鑛轟轟轟轟灘灘潔癖懸難鍛轟轟霧灘雛騒騒灘懸購魏魏麟驚鑛懸醗灘当盤灘鰯湊講繍鑛南開灘



録 鑛灘難鑛灘雛雛懸難i隷嚢懇懇灘懸簸麟轟雛難灘鍵繋灘欝欝讐籔羅難黛∴ξ肇芋驚饗：竃慧難馨羅讐難癖鑛1 懇懇繋懇懇慧麟離離翻灘鍵難欝欝嚢離離』藩　　“

（
ち
ヨ
＼
3
。
b
D
器
δ
葺
暑
自
国

300

200

100

　　　　　　　　　　　　　　

N－ATransltlon

e

　　　　　　　　　　！！！！

　　　　　　9・び

？σ

　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　．！ `－UTransltlon
！

30 60 90

Transition　Temperature　（OC）

．

Figure　5．　Temperature　dependencies　of　the　enthalpy　change　for　the　N－A　transition　（filled

symbols）　and　the　A－U　transition　（open　symbols）　of　CML　in　the　absence　（circle）　and　presence

（triangie）　of　Ca2’　ions．　The　solid　and　broken　lines　represent　the　enthalpy　change　functions

calculated　from　equations　（15）　and　（16）　with　ct　＝　O．57，　zX“HN．A（To）　＝　110．5　kJ／mol，　and　ALHA．u（To）　＝

4．2　kJ／mol，　respectively．
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Figure　6．　The　most　protected　amide　protons　（P　〉　20）　in　the　A－states　are　highlighted　on　the

crystal　structures　of　ct－hLA　（26），　EML　（40），　and　CML　（29）　with　the　CPK　models．　The　hydrogen

exchange　rate　data　of　CML　（37），　ct－hLA　（41），　and　E？vff“　（31，　32）　at　pH　2．0　were　obtai　ned　from

previous　reports．　Moiecular　graphics　were　produced　using　WebLab　Viewer　（Molecular

Simuiations　lnc．）．
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Figu　re　7．　Partial　structures　of　（A）　CML　and　（B）　EML　around　the　region　of　the　A一，　B一，　and

C－helices．　The　broken　line　indicates　a　hydrogen　bond．　The　structures　are　indicated　by　four　colors

that　represent　the　protection　factors　as　P　〉　100　（red），　100　〉　P　〉　10　（magenta），　10　〉　P　〉　1　（yellow），

and　1　〉　P　（green）．　The　figures　were　produced　using　MOLSCRIPT　（42）．
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The　structures　are　indicated　by　three　colors　that　represent　the　protection　factors　as　P　〉　100　（red），　l　OO
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’こで藤健

Calcium－lnduced　Conformational　Changes　of

Canine　Milk　Lysozyme　Revealed　by　Structural

　　　　　and　Thermodynamic　Evidence
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Abstract

In　order　to　demonstrate　the　conformational　changes　between　the　Ca2’　free　（apo一）　and　binding　（holo一）

forms　of　a　Ca2“一binding　protein，　the　thermodynamic　changes　of　canine　milk　lysozyme　（CML）　were

investigated　using　isothermal　titration　calorimetry　and　interpreted　in　terms　of　structural　information

obtained丘・m　nu・1・ar・m・9n・ti・・e・・nance（NMR）・pec甘・・c・py・a・d・Xイay・ry・tall。9，aphy．　On　the

basis　of　the　results　of　calorimetry，　1　determined　that　the　Ca2’一binding　reaction　to　CML　was　an

exothermic　process　and　the　enthalpic　contribution　for　the　reaction　was　1arger　than　that　of　the　entropy．

The　negative　heat　capacity　changes　（ACp　：　一一〇．21　kcaVmol／K）　ofCML　observed　upon　Ca2’一binding

suggesting　a　characteristic　of　a　prominent　hydrophobic　effect．　The　structure　analysis　using　iH－isN

HSQC　spectra　and　X－ray　diffraction　showed　that　two　large　conformational　changes　occurred　during

the　Ca2’一binding．　One　was　a　local　structurai　shift　in　the　vicinity　of　the　Ca2’一binding　site，　and　the

other　was　observed　in　a　hydrophobic　core　region　that　included　Lys－62，　Trp－63，　and　Trp－64，　as　if　the

hydrophobic　interaction　increased　around　the　cluster．　These　conformational　changes　are　consistent

with　the　thermodynamic　data　obtained　by　calorimetry．　This　is　the　first　example　ofinvestigating　the

Ca2“一induced　conformational　change　of　a　Ca2’一binding　protein　by　therrnodynamic　study，　NMR

spectroscopy，　and　X－ray　crystallography．

98

羅
　　　セ　　　　　　て

　懇馬　　　鰹

聴感灘1　　　　灘講欝鷺馬
　冒　　　“　　＃

　讐．羅購灘

灘鞭綴灘，
　　　　　　　　　　v
　　lt，　，　vvnlw7rJJt“wrEg？（FVreE



「

㌧

睡

欝綴灘灘i羨灘蕊灘：蕪騰蕪繍鰻輔懇懇饗琴響弩等轡欝∵く∵：’
ど孚』こ』1：’照臨受，瞥『響蒙⊇、

　　　　　　　　b　ゴ　　曳
r　　　‘　　　　　　　げ　　　　　　　　　o
　　、　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　丈
　、へ　　　　　　　　　　　　　　ト　　　　　　　ド

響i雛繊畿騰欝懲簸：灘灘罰

Introduction

The　calcium　ion　is　essential　for　living　organisms；　it　is　used　in　cells　as　a　sigrial　transduction　element．

An　increase　in　the　cytoplasmic　Ca2’　concentration　leads　to　the　binding　ef　Ca2’　by　intracellular

regulatory　proteins，　an　event　that　initiates　a　wide　variety　of　cellular　processes　（1－5）．　The

Ca2’一binding　reaction　sometimes　accompanies　conformational　changes　of　the　protein　between　the

ca2’一free　form　（apo－form）　and　the　Ca2’一bound　form　（ho　lo－form），　which　are　considered　to　be

responsible　for　biological　functions　such　as　signal　transduction　and　the　formation　of　macromolecular

complexes　（6－8）．　Therefore，　to　elucidate　the　Calmodulin　has　been　investigated　as　a　potential

model　protein　in　which　conformational　changes　can　be　studied　using　nuclear　magnetic　resonance

（NMR）　spectroscopy　（9－15）．　However，　there　is　a　lack　of　information　about　the　conformational

changes　of　proteins　between　the　apo一　and　holo－forms　by　X－ray　crystallography．

　　　　　　　My　approach　in　this　CHAPTER　is　to　investigate　the　conformational　changes　of　a

Ca2’一binding　protein　between　the　apo一　and　holo－forms　using　stmctural　（X－ray　crystallography　and

NMR　spectroscopy）　and　thermodynamic　analysis．　For　this　purpose，　1　chose　canine　milk　lysozyme

（CINifiL）　because　we　have　found　that　this　protein　is　one　of　a　Ca2’一binding　protein　（16），　and　have

recently　determ　ined　the　structure　of　apo－CrvflL　by　X－ray　crystal　lography　at　a　resolution　of　1．85　A　to

an　R－factor　of　17．8　O／o　（1　b．　ln　addition，　the　results　of　the　i　H　resonance　assignments　of　ho　lo－CML

have　been　reported　recently　（18）．

　　　　　　　1　noted　that　two　1arge　conformational　changes　occur　during　the　Ca2“一binding　of　CML．　ln

order　to　demonstrate　these　conformational　changes　of　CML，　1　investigated　the　thermodynamic

changes　of　the　protein　using　isotherrnal　titration　calorimetry　（ITC）　and　interpreted　the　findings　in

t・mls・f・tru・血・al　inf・rm・ti・n・bt・in・d丘・m　’H　NMR　and　X－ray・ry・tall・9・aphy．　Ca1・rim・t・i・

study　reveaied　that　the　heat　capacity　changes　（ACp）　of　CML，　which　are　most　closely　related　to　the

structural　changes　of　the　molecule　on　ligand－binding，　were　large　negative　changes，　suggesting　that

99

major　conforrnational　changes　have　occurred　between　the　apo一　and　holo－forms　of　this　protein・　ln

support　of　this　interpretation，　the　crystal　srmctures　of　apo一　and　holo－CML　show　that　the　side　chains

of　Lys－62　and　Trp－63　were　rotated　around　the　xl　angle　and　x2　angie，　respectively，　as　if　the

hydrophobic　interaction　increases　around　the　cluster，　and　the　results　were　substantially　consistent

with　the　lH　NMR・pec甘・inf・・mati・n．　Th・・e・u1捻P・・vid，　val岨bi，　in、ight，　ab。ut　the　s㎞、血，al

and　thermodynamic　evidence　of　Ca2’一binding　protein．

Materials　and　Methods

Materials

According　to　the　procedures　of　Koshiba　et　al　（1999），　expression　and　purification　of　CML　were

carried　out　using　the　expression　system　in　E．　coli　（19）．　Mutant　human　lysozyme　in　which　Glu－86

and　Ala－92　were　replaced　wnh　aspartic　acid　（HLD86／92）　was　prepared　previously　（20）．　All　other

reagents　were　of　biochemical　research　grade．

Preparation　ofApo一　and　Holo－proteins

Apo一　and　holo－proteins　were　prepared　as　described　previously　（20）．

Isothermal　Titration　Calorimetr　y　（ITC）

1　performed　isothermal　titration　calorimetry　（ITC）　to　determine　the　enthalpy　change　upon　the

binding　of　Ca2“　to　the　C！vfiL，　HLD86／92，　and　organic　chelator　（EDTA）　using　a　MicroCal　OMEGA

titration　calorimeter　（21）．　Sample　solutions　for　ITC　measurements　were　prepared　by　dissolving

lyophilized　apo－lysozymes　or　EDTA（Ca2＋一丘ee）in　50　mM　sodium　acetate　buffer（pH　55）to　make

O，1　mM　solutions，　and　each　1．6　mL　of　this　solution　was　injected　into　the　cetl　and　titrated　with　5　pL

portions　of　a　5　mM　CaC　12　solution　at　several　temperatures．　The　calorimetric　enthalpy　（ttLH），　the

100
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binding　constant　（Kb），　and　the　number　of　bound　Ca2’　ions　（n）　were　obtained　by　using　the　computer

program　ORIGIN　（MicroCal，　lnc．，　Nonhampton，　MA）．

Nuclear　Magnetic　Resonance　（7VMR）　Spectroscopy

NMR　spectra　were　obtained　on　a　JEOL　ct－500　spectrometer　（JEOL　Co．，　Tokyo，　Japan）　operated　at

500　MHz　and　200　C．　S　pectral　assignments　were　supplemented　by　temperature　titration　and

assigrtrnent　results　carried　out　at　pH　4．5　and　300　C　for　holo－CML　（18）．　Sample　solutions　for

multi－dimensionat　NMR　were　dissolved　in　100／o　D20／H20　to　1－1．5　rnM，　pH　was　adjusted　to　4．5　by

NaOH　or　HC　I．　For　the　sample　of　Ca2’一saturated　state　（holo－CINtflL），　C　aC12　was　added　to　10　mM．

Conventional　iSN－edited　spectr4　i．e．，　HSQC　（22），　TOCSY－HSQC　and　NOESY－HSQC　（23）；　were

acquired．　All　tsN－edited　spectra　were　gradient－enhanced．　The　NOESY　and　TOCSY　mixing　times

for　all　measurements　were　set　at　200　ms　and　80　ms，　respectively．　Sweep　widths　of　8000　Hz　were

used・f・・th・　iH・and・f　1800・Hz・f・・the　15N　dim・n・i・n・，　wi出由e伽・・丘・qu・n・y，et　at　th，　w。t，，

resonance．　Data　sets　for　isN－edited　TOCSY　and　NOESY　experiments　typically　comprised　512

（iH）　×　128　（iH）　×　64　（’5N）　of　8　scan．　Data　sets　for　HSQC　comprised　1024　（iH）　×　128　（isN）　of　8

scan，　with　a　sweep　width　of8000　Hz　for　the　iH　and　of2200　Hz　for　the　iSN　dimensions．　AII　proton

chemical　shifts　were　referenced　to　the　methyl　resonance　of　4，4－dimethyl－4－silapentane－1－sulfonic

acid　（DSS）　used　as　an　internal　standard．　The　isN　chemical　shift　was　indirectly　referenced　using　the

following　ratios　ofthe　zero－point　frequencies：　O．101　to　iH　（24）．　Data　processing　was　performed　on

a　Silicon　Graphics　Indy　Work　station　using　the　program　packages　NMRpipe　（25）　and　XEASY　（26）．

Cり7sta”た61tion・Data　Co〃8ction，　and　Sti・ucture　Refin　e〃昭π’げ」Holo。C肌

The　crystallization　of　holo－CML　was　carried　out　by　vapor　diffusion　of　hanging　drops　using　30　mM

potassium　phosphate　buffer　（pH　5．8）　containing　20　mg／mL　protein，　2．1　M　ammonium　sulphate，　and
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1．5　mM　CaC12．　After　3　weeks，　crystals　with　the　size　of　O．6　×　O．3　×　O．05　mm3　were　obtained　at　180

C，　and　the　crystals　were　hemihedrally　twinned．　The　space　group　was　P32　with　cell　dimensions　a　＝

b　＝　31．4　A，　c　＝　202．5　A　and　y＝　1200．　There　are　two　monomeric　molecules　in　an　asymmetric　unit・

The　X－ray　diffraction　data　of　the　holo－CML　crystal　was　collected　from　a　single　crystal　at　room

temperature　using　a　Fuj　i　imaging　plate　detector　with　a　Rigaku　IPR－4080　imaging　scanner　and　a

W・issenb・・g・㎝・・a　f・・ma…m・1ec曲・鵬ll・9r・phy（2乃・n　BL－18B　at　th・Ph・t・n　Fact・ワ，

KLEK，　Japan．　lntegrated　intensities　were　obtained　using　Denzo，　and　reduced　using　a　Scalepack　（28）．

Twin　was　detected　using　program　CNS　（29）．　The　twin　operator　was　two一一fold　along　a“　（b“）一axis

and　the　reflection　related　to　（h，　k，　b　was　（h＋k，　一k，　b，　which　gives　rise　to　a　diffiraction　pattern　of

pseudo　Laue　symmetry　of　一一31m．　The　initial　twin　factor　of　O．45　indicated　that　the　crystals　are

nearly　perfect　hemihedral　twining．　S　ince　the　two　molecules　in　an　asymmetric　unit　were　related

with　a　local　two－fbld　axis　p｛mllel　to　the　twin　axis（〆orが），　twimed　data　was　directly　used　fbr

solving　the　stucture　by　a　molecular　replacement　method　（30）．　The　initial　model　of　the　holo－CML

was　obtained　using　the　program　AMoRe　（31），　and　a　search　model　was　constructed　from　the　atomic

coordinates　of　apo－CML（17）．　The　s廿u伽ral　refinements　were　performed　using　the　program　CNS

by　perfect　twiming　protocol　（30）．

Determination　ofProtein　Concentration

The　protein　concentrations　were　estimated　spectrophotometrically　us　ing　the　following　extinction

coe伍cients　at　280㎜：Elcml％＝23．2　for　CML（16）and　Ei，mi％＝25．6　for　HLD86／92（32）．

Results

Isoth　er〃ta’1】trration　Cα」！orゼ〃霊8カツ（」「1てつげC：ル正乙

Thermodynamic　parameters　for　the　binding　of　Ca2’　to　CML，　EDTA，　and　HLD86／92　were
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investigated　by　isothermal　titration　calorimetry　（ITC）　using　a　MicroCal　OMEGA　calorimeter　in　50

mM　acetate　buffer　at　pH　5．5　and　several　temperatures．　This　condition　was　chosen　for　the　fo　l　lowing

reasons．　At　fust，　the　pH　of　the　solution　is　near　to　the　pH　conditions　at　which　the　tertiary　structures

for　these　proteins　were　determined　（17，　33）．　Second，　the　intermolecular　associations　of　lysozyme

are　negligible　below　this　pH　（34）．　Finally，　the　enthalpy　change　for　ionization　of　acetic　acid　is　so

small　that　the　proton　release　for　the　binding　reaction　of　Ca2“　can　be　omitted　（35）．

　　　　　　　In　Figure　1，　the　typical　titration　process　of　the　CML　at　200　C　is　shown　with　the　similar

titration　of　EDTA　and　HLD86／92．　The　Ca2’一binding　constants　（Kb），　the　numbers　of　bound　Ca2’

ions　（n），　and　enthalpy　changes　（AH）　were　obtained　from　the　analysis　of　these　curves　by　using　the

calorimetric　analysis　program　ORIGIN　（MicroCal　lnc．），　and　the　heat　capacity　changes　（AC，）　of　the

Ca2’一binding　were　estimated　from　the　temperature　dependence　of　the　enthalpy　changes．　The　Gibbs

free　energy　changes　（AG　＝　一RTIn“Kb）　of　Ca2“一binding　were　calculated　from　the　binding　constants，

and　the　entropy　changes　（TAS　＝　一AG　＋　zVil）　of　the　binding　could　also　be　estimated．　The　results　are

surnmarized　in　Table　1．

　　　　　　　For　the　binding　of　Ca2’　to　EDTA　and　HLD86／92，　the　binding　constants　were　determined　to

be　O．9－2×105　M●1　and　2。8×105　M　1，　respectively，　at　the　temperature　region丘om　20　to　40。　C．　The

conuibutions　of　AH　for　the　binding　of　Ca2’　were　unfavorable　（2－3　kcaVmol）．　A　large　release　of

entropy　term　（9－1　1　kcaVmol　as　TZNS）　was　found　to　drive　the　Ca2’一binding　to　EDTA　and　HLD86／92　in

these　conditions，　as　reported　previously　（36－38）．　From　the　temperature　dependence　of　tV7　shown

in　Figure　2，　the　ACp　of　EDTA　and　HLD86／92　were　estimated　to　be　O．05　and　O　kcaVmol／K，

respectively，　by　the　least－squares　fitting　method．

　　　　　　　In　contrasg　the　thermodynamic　parameters　of　CML　showed　different　and　interesting

behaviors　compared　with　those　of　EDTA　and　HLD86／92．　The　binding　constants　of　Ca2“　for　CML

w・・e2－9・10‘M’1　at　th・t・mp・・atu・e・egi・面・m　l　l　t・24・C，　whi・h　w・・e・li帥tly　high・・th・n・th・・e
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of　EDTA　and　HLD86／92（T・bl・1）・M・・e・v・らthe　c・ntributi・n・畑f，・th・blndi。g。fCa2＋was

favorable　（AH　＝　一5．1　±　1．3　kcal／mol）　compared　with　those　of　the　entropy　terms　（3．9　±　1，1　kcal／mol

as　TA“S；）．　Therefore，　the　binding　Ca2’　for　CML　is　primarily　driven　by　enthalpic　contributions．　The

ACp　values　of　CML　were　estimated　to　be　一〇，21　kcal／moUK，　suggesting　a　prominent　hydrophobic

effect　（39）．　Thus，　the　results　indicate　that　there　is　significant　conformational　change　accompanying

Ca2’@binding　in　the　case　of　CML，　although　no　significant　conformational　change　was　seen　in　the

HLD86／92　（33）．

iH－isN　HSeC　Spectra　of　CML

Figure　3A　and　B　show　the　’H－15N　HSQC　spectra　ofapo一　and　holo－CML　at　pH　4．5　and　200　C．　Due

to　the　solubility　problem　of　the　sample，　NMR　measurements　were　carried　out　at　pH　4．5　（solubility　＞

lmM）　instead　of　pH　5．5　（solubility　〈　O．6mM）．　ln　the　apo　and　holo－CML，　most　peaks　are

overlapped　between　two　species．　This　indicates　that　overall　structure　of　apo一　and　holo－CML　are

quite　similar，　although　some　spectral　differences　can　be　observed　（see　Figure　3　C　and　D）．　One　of

the　major　differences　between　the　iH－isN　HSQC　spectra　of　apo一　and　holo－CML　is　that　the　chemical

shift　of　indole　amide　protons　（Trp－63　and　Trp－64）　are　slightly　shifted　to　the　upfield　and　the

downfield　region　respectively，　and　indole　amide　proton　of　Trp－108　is　largely　shifted　to　the　downfield

region丘om　10．1　to　10．4　PPm（0．3　PPm）as　a　result　of　the　addition　of　Ca2＋ions．　Moreover，　the

chemical　shifts　of　main－chain　amide　protons　of　Asp－91　and　lle－56　were　also　shifted　to　the　downfield

and　upfield　regions，　respectively．　Most　of　these　residues　are　located　near　the　Ca2’一binding　site　and

the　hydrophobic　cluster　（in　the　P－domain）　consisted　from　Lys－62，　Trp－63，　and　Trp－64，　which　has

been　observed　in　the　X－ray　crystal　structure　of　apo－CML（17）．　These　shi丘s　also　lndicate　that　a

conformational　change　has　mainly　occurred　in　the　Ca2’一binding　site　and　B－domain　of　CML．　Thus，

the　addition　of　Ca2’　ions　for　apo－CML　is　not　only　restricted　a　significant　conformational　change　in
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the　Ca2’　binding　site　but　is　alse　affected　for　the　hydrophobic　cluster　consisted　from　Lys－62，　Trp－63，

and　Trp－64　in　the　P－domain．

x－ray　Crystat　Struc伽e　ofholo－CML

The　1．9　A　structure　of　holo－CML　was　determined　by　a　molecular　replacement　method　and　was

refined　to　an　R－factor　of　15．6　O／o　（Rfree　＝　25．7　e／o）．　The　crystallographic　parameters　and　refinement

statistics　are　summarized　in　Table　2．

　　　　　　　Figure　4　shows　the　ribbon　diagram　of　holo－CML　in　complex　with　a　Ca2“　ion．　A　deep

cleft　containing　the　active　site　divides　the　CML　molecule　into　a　1arge　ct－helix　rich　domain

（ct－domain）　and　a　small　B－sheet　rich　domain　（B－domain），　both　of　which　are　quite　similar　to　the

domains　previously　reported　for　the　apo－CML　（I　D．　The　root　mean　square　deviation　（r．m．s．d．）

between　apo一　and　holo－Cmu　for　the　main　chain　Cct　atoms　was　O．879　A．

　　　　　　　The　local　structures　in　the　vicinity　of　the　Ca2’一binding　site　of　apo一　and　holo－Cmu　are

shown　in　Figure　5．　The　Ca2“一・binding　site　in　the　holo－CML　structure　is　essentially　identical　in

terms　ef　both　conformation　and　ligand　coodination　to　the　binding　site　previously　reported　in　the

various　ct－lactalbumins　and　Ca2’一binding　lysozymes　（33，　40一一43）．　The　Ca2“　ion　is　coordinated　by　a

constellation　of　seven　oxygen　groups　that　form　a　distorted　pentagonal　bipyramid　（holo－form）．　F　ive

of　the　l　igating　groups　are　contributed　by　the　main　chain　（Lys－82　and　Asn－87）　and　side　chains

（Asp－85，　一90，　and　一91）．　The　remaining　coordinating　groups　are　supplied　by　two　water　molecules．

All　the　Ca2’一protein　ligand　（Ca－O）　distances　are　between　2．3　and　2．7　A，　corresponding　to　a　tight

Ca2’一bindi・g　l・・p　in　th・・tm・tu・e．　H・w・v・・，　in血・・伽・tu・e・f　the　ap・一CML，　th・・ide　ch・ins・f

Asp－85　and　一一90　are　rotated　around　the　x　l　angle　toward　the　solvent，　as　if　to　reduce　the　negative

charge　repulsion　in　the　Ca2’一binding　site．　The　water　molecules　occupied　the　same　position　as　the

b・und　Ca2＋．　Th・・e・ult・was・imilar・t・山・p・evi・u・・ep・nS・f・eve・a1・p・一f・・m・・f　Ca2＋一bindi・g
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1ysozymes　（33，　38，　44，　45），　which　is　thought　to　relieve　the　destabilization　of　apo－protein・

Discussion

The　Ca2’一binding　reaction　sometimes　accompanies　conformational　changes　of　the　protein　between

the　Ca2“一free一　（apo一）　and　Ca2’一bound－forms　（holo－form），　which　are　considered　to　be　responsible　for

biological　functions　（6－8）．　The　purpose　of　this　CHAPTER　is　to　elucidate　the　relationship　between

the　stmcture　and　thermodynamics　ofCa2’一一induced　conformational　changes　ofa　Ca2’一binding　protein．

For　this　purpose，　the　thermodynamic　change　ofCML　was　investigated　using　ITC　and　interpreted　in

t・㎜・・f・舳・tU・al　inf・・mati・n・b面n・d丘・m　NMR・pec甘・・c・py・and・X－ray・ry・tall・9・aphy．

　　　　　　　　The　results　of　ITC　measurement　showed　that　the　thermodynarnic　change　upon　the　binding

ofCa2“　to　CrvflL　showed　different　behaviors　from　those　of　binding　to　EDTA　and　HLD86／92．　The

Ca2“一binding　reaction　to　CML　was　an　exothermic　process，　and　the　enthalpic　contribution　for　the

reaction　was　larger　than　that　of　the　entropy；　the　binding　reaction　to　EDTA　and　HLD86／92　were

endothermic　processes，　and　the　contributions　were　driven　primarily　by　entropy　terrns　（Table　1）．

Previously，　Kuroki　and　co－workers　（1992）　revealed　that　the　binding　of　Ca2’　to　EDTA　and　HLD86／92

displayed　similar　thermodynamic　behaviors，　and　this　similarity　may　indicate　that　the　interaction

between　Ca2’　and　ligand　residues　does　not　depend　on　the　kind　of　ligand　（37）．　Kuroki　et　al　also

found　that　the　conformational　change　of　HLD86／92　contributes　little　to　the　thermodynamics

parameters　observed　upon　the　binding　of　Ca2“　by　the　results　of　ITC　and　X－ray　crystallography　（33，

37，　38），　Therefore，　the　enthalpy　term　（AH“）　of　CML，　EDTA，　and　HLD86／92，　shown　in　Table　3，

was　obtained　by　subtracting　the　thermodynamic　contribution　of　Ca2’一binding　observed　in　EDTA　as

the　intrinsic　contribution　of　Ca2’一binding　alone．　The　resulting　value　should　correspond　to　the

contribution　of　the　confbmlational　change　of　the　proteins叩on　Ca2㌔binding．　The△H＊of　CML

was　a　large　negative　value　（一8．8　kcaUmol），　although　that　of　HLD86／92　was　close　to　zero　（O．6
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kcaVmol）．　This　indicates　that　there－are　significant　conformational　changes　not　only　in　the

Ca2’一binding　site　but　also　in　the　other　region　of　CML　accompanying　Ca2’一binding．　The

thermodynamic　changes　（zlLH　and　ACp）　that　occur　when　Ca2’　binds　to　other　Ca2’一binding　proteins

（46－53）　determined　in　previous　studies　are　summarized　in　Table　3．　All　of　these　proteins　show

large　negative　AII　and　ACp　values　as　seen　in　those　of　CML．　ln　most　ligand　binding　processes　result

in　negative　values　for　ACp，　which　are　accounted　for　by　a　decrease　in　exposed　surface，　possibly　due

to　tightening　of　the　holo－structure．　My　results　following　the　ITC　measurement　of　CML　may

indicate　that　a　substantial　area　of　the　hydrophobic　groups　are　sequestrated　from　the　surface　to　the

interior　of　the　molecule．

　　　　　　　The　structural　analysis　using　i　H－iSN　HSQC　spectra　and　X－ray　dithaction　supported　the

thermodynamic　data　obtained　by　calorimetry　well．　As　shown　in　Figure　3　A　and　B，　the　chemical

shift　of　indole　amide　proton　（Trp－64）　and　main－chain　amide　protons　of　Asp－91　are　largely　shifted　to

the　downfield　region　from　11　to　10　ppm　as　a　result　of　the　addition　of　Ca2’　ions．　ln　the　aliphatic

region，　the　chemicai　shi丘ofγH（Lys－62）is　also　shifted　to　the　upfield　region　from　O　to－1　ppm　as　a

result　of　the　addition　of　Ca2’　ions　（data　not　shown）．　The　residues　of　Lys一・62　and　Trp－64　are　located

in　the　P－domain　and　exist　on　the　opposite　side　of　the　Ca2’一binding　site　（Figure　4）．　The　NMR

studies　suggest　that　the　conformational　change　between　apo一　and　holo－CML　has　occurred　not　only　in

the　Ca2’一binding　site　but　also　around　the　region　of　Lys－62　and　Trp－64．

　　　　　　　In　the　crystal　structure　of　apo一　and　holo－CML，　Lys－62，　Trp－63，　Trp－64，　and　Val－98　form　a

hydrophobic　cluster，　as　shown　in　Figure　6A　and　B．　However，　the　Ca2’　ion　influences　this

hydrophobic　cluster，　and　it　induced　a　conforrnational　change　between　the　apo一　and　holo－CML　at　this

region．　ln　the　structure　of　hoto－CML　（Figure　6B），　the　side　chains　of　Lys－62　and　Trp－63　were

rotated　around　the　）C　l　angle　（1000）　and　り（2　angle　（1200），　respective［y，　as　if　the　hydrophobic

interaction　increases　around　the　cluster．　The　value　of　the　accessible　surface　area　（ASA）　of
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1

holo－CINtflL　in　the　cluster　was　about　218　A2，　which　is　smaller　than　that　of　the　apo－CIVII．　（252　A2）．

The　hydrophobic　contacts　caused　by　the　Ca2“一binding　reaction　ofCML　contribute　about　30　A2　to　the

hydrophobic　interaction．　Moreover，　the　distance　from　the　C5　atom　of　Lys－62　to　the　CY　atom　of

Val－98　is　11．5　A　at　holo－CML，　although　that　ofthe　apo－CML　is　13．7　A．　We　can　see　it　like　a　“burst

int・bl・ss・m”・t　th・・㎞・加・e・f　h・1・一CML　a・d　・・　a・飴d…w・y　bi・ss。m・飢th，、伽、加，e。f

apo－CML．　These　conformational　changes　are　consistent　with　the　thermodynamic　results　obtained

by　ITC　measurements．　Therefore，　1　believe　that　the　large　negative　ACp　value　of　CML，　which　is

accounted　for　by　a　decrease　in　the　exposed　surface，　is　caused　by　the　decrease　ofthe　exposed　surface

area（△・4＆4＝30　A2）to　the　solvent　and　estimated　to　be　abouト0．21　kcal／moV：K．　This　is　one　of　the

main　reasons　why　the　Ca2’一binding　reaction　to　CrvilL　is　an　exothermic　process　and　why　the　ACp　is　a

negative　value．

　　　　　　　This　is　the　first　example　of　a　Ca2“一binding　protein　in　which　the　Ca2’一induced

conformational　change　was　thoroughly　investigated　by　using　therrnodynamic　study，　NMR

spectroscopy，　and　X－ray　crystallography．　1　hope　our　structural　and　thermodynamic　information　will

facilitate　the　study　ofthe　ligand－binding　mechanism．
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Table　2．　Crystallographic　data，　X－ray　processing　statistics，

　　　　　and　refinement　statistics　of　the　holo－fomi　CML

　　　　　　　　　　　Crystal　data　collection

Space　group

Cell　constants　（A）

　　　　　　　　　　　　　b

　　　　　　　　　　　　　c

Resolution　（A）

No．　of　measured　reflections

No．　of　independent　reflections

Averaged　I／6（b

aRmerge　（O／o）

P32

　　　　　31．3

　　　　　31．3

　　　　202．5

100－1．90　（1．97－1．90）

　　43072　（3326）

　　16169　（1423）

　　　11．1　（3．0）

　　　7．5　（29．0）
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　　　　　　　　　　　　　　Re77nement

Resolution　used　（A）

No．　of　used　reflections　（F　〉　26）

Data　completeness　（O／o）

A　bond　length　（A）

A　bond　angle　（O）

average　B－factor　（A2）

　　　　　　　　　　main－chain

　　　　　　　　　　side－chain

bR－factor　（O／o）

CFree　R－factor　（O／o）

10．O－1．90

15，524

　89．2

　0．006

　1．338

27．1

28．9

15．9

25．7

aRrnerge　＝　211一　｛1｝i　／　Z　l｛1｝1　×　1000／o．

bR－factor　＝　£IF，1　一　IFcl／£IFcl　×　1000／o・

CFree　R－factor　is　the　same　as　R－factor，　except　for　a　100／o

　　subset　of　all　reflections．
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Table　3・　Enthalpy　and　heat　capacity　changes　of　several　Ca2’　binding　proteins

upon　a　binding　of　ca2“

Protein Buffer　（pH） temp． tOLaH’

岬 ACp Ref．

EDTA

HLD86／92

CML
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Figure　1．　Typical　calorimetric　titration　of　CML，　EDTA，　and　HLD86／92　in　50　mM　sodium　acetate

buffer　at　200　C　and　pH　5．5．　The　sample　solutions　（about　O．1　mM）　were　titrated　with　50　mM

sodium　acetate　buffer　containing　5　mM　CaC12．
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Figure　2．　Temperature　dependence　ofthe　enthalpy　change　for　the　binding　of　Ca2’　of　CML　（filled

circ　les），　EDTA　（open　squares），　and　HLD86／92　（filled　triangles）．　The　straight　lines　were　obtained

by　a　least－squares　method　for　each　sample．
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Figure　3．　iH－isN　HSQC　spectra　of　（A）　apo一　and　（B）　holo－CML　at　pH　4．5　and　200　C，　indicating

backbone　assignments．　Assignments　of　the　backbone　resonance　are　showing　in　the　figures；　others

are　omitted　for　clarity．　The　indole　am　ide　protons　of　five　tryptophan　residues　are　indicated　by

WISIDE．　（C）．　The　chemicai　shift　differences　of　the　NH　and　i　SN　by　the　Ca2’　addition　of　CML．
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