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While irreversible aggregation or amyloid formation of denatured proteins are well known and studied in detail, 
the reversible oligomerization (RO) states of some monomeric proteins at high temperature have been recently 
discovered by DSC analysis. In this article, the RO states of horse cytochrome c and envelope protein domain 3 from 
dengue 4 virus were reviewed, and the essential points for the DSC analysis for such self-association/dissociation 
process were briefly introduced. The significance of RO was discussed as a key process for the kinetics of aggregation 
and/or amyloid formation, and the importance of the concentration dependence check was suggested for DSC analysis 
even for monomeric proteins.  
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1．はじめに 
 

蛋白質の中には，赤血球のヘモグロビンや免疫グロブリ

ンなど生体中で自発的に多量体（会合体）を形成するもの

が知られており，このような立体構造は 4 次構造と呼ばれ

る。また，球状蛋白質アクチンは，高塩濃度で自発的にら

せん状に規則正しく多数重合して繊維状の構造を形成し，

細胞の形を決めたり，力学的な仕事をしたりする。1) また，

通常は単量体の蛋白質が，ある条件では，3 次構造の一部

分を隣接分子と交換することで多量体を形成する例も知ら

れている。2) 
このような多量体蛋白質は，温度・pH・変性剤などで変

性させると，3次構造の喪失とともに 4次構造も無くなり，

通常は変性とともに単量体に解離する。これは，3 次構造

に特有の分子間相互作用が多量体を安定化していると考え

れば当然と思われる。例えば，我々は，T4 ファージ由来の

蛋白質 gp57A が，中性 pH で，安定な 6 量体を形成してい

る天然状態が，昇温に伴って途中 2 つに解離して 3 量体の

中間状態が出現するが，高温では変性して単量体へと可逆

的・平衡論的に完全に解離することを DSC や超遠心分析を

用いて明らかにした。3) 
一方で，変性した蛋白質は疎水性残基が溶媒に露出する

ため溶解度が低下し，会合（凝集）を起こしやすくなる。

実際に，蛋白質の種類や溶媒条件によっては，変性した蛋

白質が不規則な凝集体を形成し，溶液が白濁したり沈殿を

起こしたりする場合がある。4)  また，ある溶媒条件では，

分子間で βシートを形成し，繊維状の集合体（アミロイド）

を形成する場合も知られている。5)  これら凝集体やアミロ

イド形成は不可逆変化である。特に熱転移に伴って凝集体

が生じると大きな発熱が観測されることは良く知られてい

るが，これは完全に不可逆な反応であり，低温にしても凝

集が解離することはない。一度できたゆで卵が冷やしても

生卵に戻らないのと同様である。 
もし変性した蛋白質が可逆的に会合体を形成するのであ

れば，蛋白質立体構造の安定性を評価する際にこの点を考

慮しなければならない。しかし，単量体蛋白質の熱安定性

の測定では，可逆的な変性であれば，通常は高温での会合

体は生じていないとみなされる場合がほとんどである。こ

れは，DSC で熱転移を測定した場合，熱変性後に会合体を

形成する場合としては，発熱を伴った不可逆な凝集体を生

じ，熱変性が不可逆となる場合しか知られていなかったた

めと考えられる。 
本報では，DSC による解離・会合を含む熱転移の解析法

について解説するとともに，この方法を用いて，DSC の蛋

白質濃度依存性を測定することで，単量体蛋白質が，高温

で可逆的な多量体（オリゴマー）を形成することを明らかに

した最近の報告 2 件を紹介し，その意義について考察する。

以下，このような可逆的なオリゴマー形成過程を reversible 
oligomerization の略で RO，可逆的オリゴマーが形成された

状態を reversibly oligomerized（RO）状態と略称する。 
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2. 自己解離・会合を含む熱容量関数の解析法 
 
 本論文で紹介する 2 つの研究例は，6,7)  いずれも自己解

離・会合を含む多状態転移の熱容量関数の解析法を用いて

いる。8)  この手法については本誌でも解説があるが，9)  今

回紹介する研究に関係する部分に焦点を絞り，要点を簡単

に下記に述べる。ここで対象としているのは，自己解離・

会合過程を含む複数の熱力学状態の間の平衡であり，式(1)
で記述される。 

0 0 1 1A A ... A ... Ai i n nm m m m       (1) 

ここで，Ai は i 番目の状態の蛋白質の要素粒子（会合体），

mi はその化学量論係数である。例えば前述の 6 量体蛋白質

（N6），3 量体の中間状態（I3）と単量体の変性状態（D）

の 3 つの熱力学状態の間で平衡になっている場合は， 

6 3

1 1
N I D

6 3
    (2) 

と記述される。DSC 測定では，温度変化によって平衡定数

が変化し，これによって溶液中の各 Ai の濃度（Ai）が変化

する。このとき，会合体の構成要素の溶液中の総量は不変

なので，化学量論係数が 1 となる要素粒子の濃度に換算し

た換算蛋白質濃度（次式）M は一定であり，保存される。 
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従って，各状態のモル分率を次式で定義すると，モル分率

の総和は 1 となる。 
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   (4) 

式(1)の任意の 2 つの状態 i と j の間の平衡定数を Kij とする

と，この平衡定数は，標準自由エネルギー変化
0
ijG を用

いて  
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と表される。なお
0
ijG は，各 Ai の標準化学ポテンシャル

0
i により，次式のように定義される。 

0 0 0
ij j j i iG m m      (6) 

 ここで，式(4)で定義したモル分率を使って式(5)を表すと 
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となる。また，上式の両辺の自然対数をとって整理すると

次式を得る。 
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(8) 

ここで，化学量論係数変化 ijm  は次式で定義される。 

ij j im m m     (9) 

また，蛋白質濃度 M の関数である見かけの自由エネルギー

変化
a
ijG を下記のように定義すると， 

a 0 lnij ij ijG G m RT M      (10) 

式(7),(8)は下記のように簡単に表され便利である。 
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これらの式は，化学量論係数が異なる場合には，蛋白質濃

度 M によってモル分率が変化することを示している。さら

に式(12)の両辺を温度で微分すると， 
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           (13) 

となる。ここで標準エンタルピー変化
0
ijH は，各 Ai の部

分モルエンタルピーHi により， 
0
ij j j i iH m H m H     (14) 

と表される。一般にモル分率 fi やその温度微分は蛋白質濃

度によって変化するが，式(13)の左辺のような差（の温度

微分）をとることで濃度依存性がなくなることがわかる。 
次に式(13)の両辺に fjをかけて添え字 jについて総和を計

算する。ここで，全系の部分モルエンタルピーH が次式 
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であることを用いて 
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という関係式が得られる。ここで右辺の iH は次式で定

義される。 

i i iH H m H     (17) 

この iH は，状態 i を基準にした過剰定圧熱容量

, ,p i p i p iC C mC   を温度で数値積分することで得ら

れる DSC の観測量である。式(16)の関係を使って実験値か

らモル分率を直接評価する手法（deconvolution 法）が開発

されている。 
 式(16)には各状態の化学量量係数 mj が含まれているため，

解析にはこれらの値が必要となる。実験的に化学量論係数

が不明な場合などでは，様々な値を仮定して，式(16)から

モル分率を求め，式(8)を用いてこれらのモル分率から評価

した標準自由エネルギー変化
0
ijG が，様々な蛋白質濃度

で変わらないことを実験的に確認することが必要である。 

この， iH からモル分率を解析的に評価する方法とは

別に，各状態の化学量論係数，熱容量関数，状態間のエン

タルピー変化，ギブズエネルギー変化をパラメターを使っ

て表現し，定圧熱容量関数 pC が観測量を最もよく近似す

るよう（残差 2 乗和が小さくなるよう）にパラメターを調

整する方法（非線形最小 2 乗法）も有効である。ここでは，

全てのモル分率の和が 1 となることを式(11)を用いて表し

た次式 

  / a
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iji i
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が fi についての方程式とみなすことができることを利用す

る。全てのモル分率は，0 と 1 の間に必ず 1 つの解を持つ
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ため，この方程式は比較的容易に数値解を得ることができ

る。これらのモル分率が決まれば，蛋白質の部分モル熱容

量 pC は次式で計算できる。 
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  (19) 

 一つの熱容量関数だけを用いて最小二乗法でパラメター

を決定する方法を個別解析と呼ぶ。この方法で化学量論係

数についてある程度情報を得ることは可能だが，式(1)のよ

うな解離・会合を含む多状態熱転移の解析では，様々な蛋

白質濃度で測定した複数の熱容量関数について，同じ熱力

学パラメターに式(10)で個別の蛋白質濃度を補正すること

で，複数の蛋白質濃度の熱容量関数から共通の熱力学パラ

メターを決定するグローバル解析が有効である。化学量論

係数が実験的に不明確な場合には，化学量論係数を変えて

グローバル解析を行い，実験値を最もよく説明する係数を

採用することが行われる。 
 どの程度の濃度依存性を測定する必要があるかは，熱転

移に伴う化学量論係数の変化やエンタルピー変化に依るが，

濃度を n 倍にしたときの転移温度の変化を近似的に示す次

式 
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  (20) 

が濃度範囲の検討に有効である（この式は式(8)から得られ

る）。10)  同じ n 倍の濃度変化でも，化学量論係数変化が   
小さい場合や，エンタルピー変化が大きい場合には Tm の変

化が小さく，濃度依存性の観測が困難となる。例えば，     
n = 2 の場合，単量体から 2 量体への熱転移（Δm = 

－0.5）
で ΔH(Tm)が 400 kJ/mol，Tm = 320 K では ΔTm = －0.74 K と，

高精度の DSC であれば十分に観測可能な転移温度の変化

が期待されるが，6量体から3量体（Δm = 0.16…），ΔH = 1000 
kJ/molとするとΔTm = 0.098… Kと変化はかなり小さくなる。

ここで，式(20)を n について解いた次式 

 m
m2

m

exp
H T

n T
RT m

 
   

  (21) 

を用いると，後者の場合，0.5 K の Tm の差を出すためには，

34 倍の濃度変化が必要であることがわかる。ここで，Δm
や ΔH は，ともに蛋白質の物質量を計算するための要素粒

子の大きさに比例するが，式(20), (21)はともにこれらの比

となるため，要素粒子の取り方にはよらないことに注意さ

れたい（上の例では，蛋白質の単量体を物質量の要素粒子

としているが別の取り方も可能である）。これらの例が示す

ように，RO 状態の解析には，ΔH が直接測定可能な DSC
測定で蛋白質濃度依存性を評価することが有効であること

がわかる。 
 
3．シトクロム c のモルテングロビュール状態の熱転移で

観測された，高温での可逆的オリゴマー形成 
 
 シトクロムｃは分子量約１万の小さな球状蛋白質で，分

子内部にヘム鉄を 1 つ共有結合している。このため，立体

構造変化に伴う分光学的な情報が多く，また，弱酸性から

酸性条件下では，温度・pH・変性剤など様々な条件で可逆

的な変性が観測されるため，従来から蛋白質の立体構造変

化の研究対象として使われている。11) また，2 次構造はほ

とんど巻き戻り，分子鎖の広がりも天然構造と同等である

が，側鎖がまだ変性状態と同程度に大きく揺らいでいる，

モルテングロビュール（MG）状態と呼ばれる巻き戻り中

間体が観測され，かつ，この構造が，酸性・高塩濃度の条

件で安定化されることから MG 状態の研究対象としても用

いられている。13) 

また，この蛋白質の場合，MG 状態は温度を上げること

で，熱変性状態（D 状態）へと可逆的・協同的な熱転移を

示すことでも MG 状態の熱力学的研究には大変有利であ 
る。11)  これは，可逆的な熱変性であれば DSC 測定によっ 
て直接ギブズエネルギー変化が評価できるからである。実 

 

 
Fig.16) (A) Heat capacity profiles of the transition of horse 
cytochrome c at 50 mM glycine buffer, pH 2.5, 500 mM KCl. 
Open squares, circles, triangles, diamonds, and crosses show the 
heat capacity profiles at 18, 10, 4, 1, and 0.5 mg/mL cytochrome 
c, respectively. Solid lines show the fitting data calculated with 
the six-state model (see the text in detail). (B) Reversibility of 
the thermal transition of the molten globule state of cytochrome 
c with the protein concentration of 18.0 mg/mL. Open circles 
show the first heating of DSC (scanning up to 353.15 K). Solid 
line shows the second heating of DSC. (C) Scanning rate 
dependence of DSC profile of the thermal transition of the 
molten globule state of cytochrome c with the protein 
concentration of 18.0 mg/mL. Both data of the down scan 
(broken lines) with the scanning rate of 0.5 K min1and the up 
scan (Thick solid line) with 1 K min1 were indicated in the 
figure. The down scan was started from 353.15 K to 283.15 K, 
and the up scan was done just after the down scan in the same 
temperature range. (Reprinted with permission from American 
Chemical Society). 
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際に，弱酸性・低塩濃度のシトクロム c の N 状態から D 状

態の DSC 測定から，酸性・高塩濃度の MG 状態と同様の

中間状態を検出するのに成功している。14) 
シトクロム c は天然状態（N 状態）の他，MG 状態や D

状態も単量体であることが，溶液Ｘ線散乱実験から示され

ており，15)  この蛋白質の可逆的な熱転移で蛋白質の濃度

依存性が示された報告は筆者の知る限りなかった。また，

シトクロム c に限らず，Ｎ状態で単量体の蛋白質が熱転移

の際に可逆的に多量体を形成するという報告もなかったた

め，単量体の可逆的な熱転移については，可逆的な多量体

形成は，従来想定されていなかったと思われる。 
しかし，Fig.1(A)に示すように，酸性・高塩濃度（pH 2.5, 

500 mM KCl）の 50 mM グリシン緩衝液中で測定したシト

クロム c の MG 状態（厳密には低温側で安定な MG1 状態）

からの熱転移では，0.5 mg/mL～18 mg/mL の濃度範囲で顕

著な濃度依存性が観測された。Fig.1(B),(C)からは，18 
mg/mL という高濃度の測定でも，熱転移は可逆的であり，

昇温速度に依存しない，各温度で平衡が成立していると見

なせる測定であることがわかる。また，最も濃度の高い 18 
mg/mLは1.5 mMの蛋白質濃度になるが，本論文では50 mM
グリシン緩衝液 pH 2.5 で 500 mM KCl 溶液条件で十分に透

析を行うことで，蛋白質濃度以外の pH やイオン強度など

蛋白質安定性に影響を与える外部条件が一定になるように

している。 
最も濃度の薄い 0.5 mg/mL は，従来から提案されている

単量体の 3 状態モデル（式(22)）による個別 fitting は可能

であるが，もちろんこのモデルでは，濃度依存性は全く説

明できない。 

MG1 MG2 D    (22) 

式(20)から，高濃度にした時（ln n > 0）に Tm が減少する

吸熱反応（ΔH > 0）が起きるためには Δm が負となる（会

合数が増加する）ことが必要なことがわかる。そこで，2  
 

量体，3 量体などの多量体をモデルに追加したところ, 4 量

体の状態を含む下記の 6 状態モデル（式(23)）で全ての DSC
データが説明できることがわかった。 

2 3 4

1 1 1
MG1 MG2 D I I I

2 3 4
       (23) 

 すなわち，今回の DSC のデータ（濃度依存性）は，少な

くとも 4 量体程度の会合体が高温で可逆的に形成されてい

ることを示している。5 量体以上の可逆的会合体の形成は

否定できないが，もし会合数の大きな安定な状態があると

すると，式(20)から，4 量体までのモデルよりもさらに濃度

依存性は大きく観測されるはずであり，5 量体以上の可逆

的会合体の形成の可能性は小さいと考えられる。 
 さらに，この DSC の結果を利用して同条件で測定した

PPC（圧力摂動熱量測定）結果を解析し，部分分子体積が，

単量体間では MG1 < MG2 < D と構造が壊れるとともに増

加するのに対し，会合数が大きくなるほど部分体積は減少

することが示されている。蛋白質の疎水性表面が溶媒に露

出することで疎水水和した水分子の分子体積が増加する寄

与を考えると上記の結果は大変合理的であるが，温度を上

げた時に単分子では疎水水和が増加する方向に，分子間で

は疎水水和が減少する方向へと変化している可能性を示唆

しており，大変興味深い。 
 

4. デングウイルスの外殻蛋白質ドメイン 3 の 
高温での可逆的なオリゴマー形成 

 
 デング熱の原因ウイルスの外殻を形成する蛋白質の一部

（ドメイン 3, 以下 ED3 と省略）は，分子量約 1 万の球状

蛋白質である。Ｘ線結晶解析で N 状態の立体構造が決定さ

れ，また溶液中では，超遠心分析で単量体であることが確

認された。7)  この ED3 の DSC 測定では，Fig.2 に一例を示 
 
 

 
Fig.27) (A) DSC thermogram of envelope protein domain 3 (ED3) wild type from dengue 4 virus with three-state model fitting (see 
text in detail) and V380K mutant with two-state model fitting at 1 mg/mL, pH 4.6, and a scan rate of 1 K/min. Dots represent the 
raw data, and lines represent the fitting curve. (B) Concentration dependence of the DSC thermogram of wild type ED3 and 
V380K mutant at 0.5−1 mg/mL protein concentration in 50 mM acetate buffer, pH 4.6, and a scan rate of 1 K/min. The filled and 
open circles show DSC thermograms at 1 and 0.5 mg/mL, respectively. (Reprinted with permission from American Chemical 
Society). 
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すように，弱酸性から中性 pH で，明確な 2 つの吸熱ピー

クが観測され，安定な中間状態が存在することがわかった。

これらの熱転移は完全に可逆であった。また，2 倍程度の 
濃度変化で明確な差がみられた。蛋白質濃度を上げること

で，低温側のピークはより低温に，高温側のピークはより

高温にシフトすることがわかった。すなわち，濃度が高く

なることで，中間状態は N・D 両方の状態に対して安定化

していることになる。0.5 mg/mL と 1.0 mg/mL の 2 つの濃

度のデータをグローバル解析することで，中間状態は 4 量

体，D 状態は単量体ということがわかった（下記式(24)）。 

4

1
N I D

4
    (24) 

本論文では，動的光散乱法を用いて，溶液中の蛋白質粒子

径（流体力学的半径）の温度変化を評価することで，この

高温での会合体の形成と低温に戻した時の可逆的な解離と

を確認している。 
また，分子表面にある疎水性残基の一つである 380 番の

バリン（V）を，より疎水性の低いアラニンや極性のアミ

ノ酸（セリン，トレオニン，アスパラギンなど）に置換し

たところ（Fig.2 ではリシン（K）に置換した V380K を示

す），吸熱ピークは 1 本となり，濃度依存性もなくなり，熱

転移は N と D の間の 2 状態転移となった。この N, D 間の

Tm や ΔH(Tm)は，380 番をどのアミノ酸に置換してもほぼ同

じなだけでなく，野生型の解析から得られた N, D 間の値と

も一致している。すなわち，野生型の 380 番目のバリンは，

N, D 状態の安定性には大きな影響を与えずに，中間体であ

る 4 量体の形成だけを安定化していることが示唆される。 
 

5．可逆的オリゴマー形成（RO）の意義 
 
 従来から，熱変性した蛋白質は会合体を形成しやすいこ

とは良く知られている。これらの会合体は凝集体あるいは

アミロイドと呼ばれ，非常に多数の蛋白質分子が不可逆的

に会合したものである。例えば，DSC で熱変性後に観測さ

れることのある凝集体の形成は発熱反応で，エンタルピー

の減少を伴う。定性的にはルシャトリエの原理によって，

定量的にはファントホッフの式で示されるように，もし反

応が可逆であれば，その反応の（定圧での）平衡定数は昇

温によって必ずエンタルピーが増加する（吸熱の）方向に

変化する。従って，もし昇温により発熱反応が生じる場合

には，この反応は不可逆過程でなければならない。 
今回観測された可逆的オリゴマー形成（RO）と不可逆過

程である凝集体やアミロイド形成反応との関係については

現在のところ不明であるが，大きく分けて 2 つの可能性が

考えられる。すなわち，(1) RO 状態が核となって，さらに

大きな会合体が形成される（すなわち，RO が凝集体やア

ミロイド形成を促進する）場合と，(2) RO が凝集体やアミ

ロイド形成に直接関与しない（凝集体やアミロイド形成は，

別の種類の初期会合体から成長する）場合である。(1)のよ

うに RO が必須の初期過程であるとすると，RO の形成・解

離の速度論的研究は凝集体形成やアミロイド形成反応に直

接関係することになる。また，これを不安定化させること

で，凝集体やアミロイド形成を抑制できる可能性がある。

また，(2)のように RO が凝集体やアミロイド形成過程に直

接関与しない場合には，より RO 状態を安定化させ，変性

した単量体蛋白質から積極的に RO 状態を作ることで，変

性した単量体の濃度を下げ，間接的に凝集体やアミロイド

の形成反応を抑えられる可能性がある。 
 また，RO がどのような機構で安定化されているか，立

体構造はどんな特徴があるのか，についても，今後の問題

である。前述の ED3 のアミノ酸置換の実験からは，RO の

ためには，分子間の疎水性相互作用が重要である可能性が

示唆される。今後，様々なアミノ酸置換体を調べることで

RO 状態安定化の機構を明らかにすることが可能と思われ

る。 
RO 状態の立体構造に関しては，MG 状態と同様に，結晶

化による構造解析は難しいと思われる。溶液状態での構造

解析（NMR 等の分光法，散乱法など）が有望である。近年

急速に進展した X 線結晶構造解析によって，我々は蛋白質

のN状態についての立体構造情報は非常に詳細に得られる

ようになった。しかし，それ以外の状態の立体構造につい

てはまだまだわからない部分が多いことを改めて痛感させ

られる。 
 さらに，今回の知見は，蛋白質立体構造転移の DSC 測定

では，従来から標準的に実施されている，可逆性や昇温速

度依存性の確認に加えて，蛋白質濃度依存性の確認を行う

ことの重要性を示している。現状では，単量体蛋白質につ

いては，濃度依存性の測定はほとんど行われていないが，

濃度依存性を確認することで，これまで見逃されていたRO
が発見されるのではないかと期待できる。 
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