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요 약. HubWA 단백질을 모델로 삼아 소수성 아미노산이 folding 반응에 끼치는 영향을 탐색하기 위하여 HubWA에 있는 I와 L

을 V로 치환한 변이 단백질의 folding kinetics를 측정하였다. 변이 단백질의 folding kinetics는 HubWA 단백질과 마찬가지로 three-

state on-pathway mechanism(U ⇌ I ⇌ N, U는 unfolded 상태, I는 중간단계, N은 native 상태를 의미한다)을 따르는 것으로 나타났

다. Folding kinetics 분석을 통하여 three-state 반응의 elementary 반응과 전체 반응의 자유에너지인 ΔGo
UI, ΔGo

IN, ΔGo
UN을 얻었고,

변이 단백질의 자유에너지와 HubWA 단백질의 자유에너지의 차(ΔΔGo
UI = ΔGo

UI(변이 단백질) – ΔGo
UI(HubWA), ΔΔGo

UN = ΔGo
UN

(변이 단백질) – ΔGo
UN(HubWA))의 비인 ΔΔGo

UI/ΔΔGo
UN를 통하여 중간단계가 전체 folding 반응에 끼치는 영향을 각 소수성 잔

기 별로 알아볼 수 있었다. HubWA의 입체구조에서 α-helix와 β-sheet가 상호작용하는 소수성 코어에 위치하는 아미노산인 I3, I13,

L15, I30, L43, I61, L67을 V로 치환한 변이 단백질의 ΔΔGo
UI/ΔΔGo

UN 값이 ~0.5로 나타난 점은 이들 아미노산이 중간단계에서

native 상태보다는 느슨하지만 비교적 견고한 구조를 이루는 것으로 해석되었다. HubWA 입체구조에서 α-helix의 아미노말단에

위치하는 I23, 특정 이차구조가 없는 부위에 위치하는 I36, β-strand 5의 카복실말단에 위치하는 L69를 V로 치환한 변이 단백질

의 ΔΔGo
UI/ΔΔGo

UN 값이 0.4 이하로 나타난 것은 이들 아미노산 잔기가 중간단계에서는 비교적 느슨한 구조를 이루다 중간단계

에서 native 단계로 진행하는 folding 과정의 후반부에 HubWA의 입체구조에 견고하게 편입되는 것으로 해석되었다. HubWA의

입체구조에서 두 번째 β-strand의 카복실말단에 위치한 V17, 짧은 네 번째 β-strand의 카복실말단에 위치한 L50, 짧은 310-helix의

아미노말단에 위치한 L56이 중간단계에서 서로 상호작용을 하는 점은 이들 아미노산을 V로 치환한 변이 단백질의 ΔΔGo
UI/ΔΔGo

UN

값이 0.8 이상으로 나타난 점을 통하여 알 수 있었다. L50과 L56은 짧은 β-strand와 310-helix를 제외하고 특별한 이차구조가 존재

하지 않는 부위(46번째 아미노산 잔기부터 62번째 아미노산 잔기 까지)에 위치하는데, 이들 아미노산이 V17과 더불어 folding 반

응의 초기에 견고하게 상호작용을 하는 것은 HubWA단백질이 folding 과정의 초기에 응집체를 형성하는 것을 막아주는 역할을

하는 것으로 생각되었다. 

주제어: 소수성 상호작용과 단백질 접힘, 단백질 접힘 중간단계

ABSTRACT. The contribution of hydrophobic residues to the protein folding reaction was studied by using HubWA variant
proteins with I and L to V mutation. Folding kinetics of all V variant proteins was observed to be satisfied by a three-state on-
pathway mechanism, U ⇌ I ⇌ N, where U, I, and N represent unfolded, intermediate, and native state, respectively. Three-
state folding reaction was quantitatively analyzed and the free energy of folding of each elementary reactions and overall fold-
ing reaction, ΔGo

UI, ΔGo
IN, and ΔGo

UN, were obtained. From the ratio of free energy difference between the variant protein and
HubWA, ΔΔGo

UI/ΔΔGo
UN (ΔΔGo

UI = ΔGo
UI (variant protein) − ΔGo

UI (HubWA) and ΔΔGo
UN = ΔGo

UN (variant protein) − ΔGo
UN

(HubWA)), the contribution of hydrophobic residues to HubWA folding was analyzed. The residues which are located in the
hydrophobic core between α-helix and β-sheet, I3, I13, L15, I30, L43, I61 and L67, showed ΔΔGo

UI/ΔΔGo
UN value of ~0.5

when each of these residues was mutated to V, indicating that these residues form relatively solid hydrophobic core in the
intermediate state. Residues located at the end of secondary structures and loop, I23, L69 and I36 showed ΔΔGo

UI/ΔΔGo
UN

value below 0.4 when each of these residues was mutated to V, indicating that the region containing these residues are loosely
formed in the intermediate state. V17A, L50V and L56V showed fairly high ΔΔGo

UI/ΔΔGo
UN value of ~0.8. Since L50 and

L56 are located in the region containing long loop (residue 46 to 62), it is suggested that the high ΔΔGo
UI/ΔΔGo

UN value of
these residues prevents the formation of aggregate at the early stage of folding reaction.
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서 론

단백질 접힘(folding) 반응은 아미노산이 펩티드 결합으로

연결된 사슬 형태의 단백질이 생물학적 기능을 수행하는

고유한 삼차원 입체구조를 이루는 과정이다. 단백질의 삼

차원 입체구조는 단백질의 native 구조라 하며 비공유결

합인 소수성 상호작용, 수소결합, 정전기적 상호작용, 반

데르 발스 결합에 의하여 안정성을 유지한다. 단백질의

native 삼차원 입체구조에 존재하는 비공유결합은 native

결합으로 불린다. 따라서 단백질의 folding 과정은 삼차원

입체구조를 안정화하는 native 결합이 형성되는 과정을

연구하면 이해할 수 있을 것으로 여겨진다. 오늘날 단백

질 folding에 관한 실험적 정보를 바탕으로 단백질의 삼차

원 입체구조를 예측하는 알고리즘이 개발되고 있으며 최

근에는 인공지능을 이용한 예측 방법이 단백질의 삼차원

입체구조를 실제에 가깝게 예측하는 것으로 알려졌다.1

단백질 입체구조 및 리간드의 결합에 따른 입체구조의 변

화를 예측하여 단백질의 기능을 탐색하는 알고리즘의 개

발을 위하여 folding 반응의 메커니즘을 탐구하는 실험은

필수적이라고 할 수 있으며, 따라서 단백질 folding 연구는

실험적 접근과 구조 예측 알고리즘의 개발이 병행되고 있다.

HubWA는 유비퀴틴 단백질의 26번째 위치에 존재하는

아미노산인 V를 A로 그리고 45번째 위치에 존재하는 아

미노산인 F를 W로 치환한 변이 단백질로서 변성력은

guanidine hydrochloride보다 약하지만 비이온성인 요소를

folding 반응 연구의 변성제로 사용할 수 있으며, 단백질의

구조에 따른 W의 fluorescence emission의 변화를 이용하여

단백질 folding 반응을 연구할 수 있게 고안된 단백질이다.2,3

비이온성 변성제인 요소는 이온성 변성제인 guanidine

hydrochloride와는 달리 정전기적 상호작용을 왜곡하지 않

고, lyotrophic 효과로 인하여 단백질의 구조적 안정성이

영향을 받지 않으므로 순수하게 단백질의 구조 변환만 연

구할 수 있는 장점이 있다.4,5 HubWA 단백질의 folding 반응은

경로상에 중간단계(intermediate state)가 관찰되는 three-

state on-pathway mechanism (U ⇌ I ⇌ N, U는 unfolded 상태,

I는 중간단계, N은 native 구조를 의미한다)을 따르는 것으

로 관찰되었다.3 따라서 HubWA는 folding 중간단계의 구

조적 특성을 통하여 반응의 진행 과정을 연구하는 데 적

절한 모델 단백질이다. 

단백질 folding 반응의 초기에 소수성 아미노산이 서로

뭉치는 현상인 hydrophobic collapse(소수성 붕괴) 현상이

일어난다. 소수성 상호작용은 수소결합이나 정전기적 상

호작용과는 달리 명백한 수여자와 공여자가 없는 비공유

결합이다. 소수성 상호작용이 단백질의 삼차원 입체구조

를 안정시키는 비공유결합 중 하나이지만 단백질 folding

반응에 어떠한 기여를 하는지 잘 알려져 있지 않다. 소수

성 붕괴 현상이 folding 반응에 끼치는 영향을 연구하기

위하여 HubWA에 있는 소수성 아미노산인 I, L, V를 소수

성 상호작용이 더 약한 A로 치환한 변이 단백질의 폴딩을

연구하였다.6 HubWA에 있는 소수성 아미노산을 A로 치

환하였을 때, 네 개의 변이 단백질(V5A, I13A, V17A, I36A)

만 얻을 수 있었다. 나머지 변이 단백질은 HubWA와 입체

구조가 다르거나, 봉입체(inclusion body)를 형성하여 순수

정제가 불가능하여 연구하기에 적절하지 않았다. 네 개의

변이 단백질 중 V17A는 HubWA와 마찬가지로 three-state

on-pathway mechanism을 따르는 것으로 관찰되었다. V17A

의 폴딩 반응의 속도상수(rate constant)로부터 U ⇌ I, 반응과

I ⇌ N 반응 및 전체 folding 반응의 자유에너지인 ΔG°UI,

ΔG°IN, ΔG°UN을 각각 구할 수 있었다. V17A의 native 구조는

HubWA의 native 구조보다 안정성이 ~2.4 kcal/mol 약해진

것으로 관찰되었고, 중간단계 또한 그 안정성이 HubWA의

그것보다 ~2.1 kcal/mol 정도 약해진 것으로 관찰되었다.

즉 V17을 A로 변이시켰을 때 주로 중간단계가 형성되는

과정인 U ⇌ I 반응이 I ⇌ N 반응보다 더 크게 영향을 받

았다고 할 수 있으며, 이는 V17은 HubWA 폴딩 반응의 초

반부에 기여하는 아미노산임을 의미한다. V5A, I13A, I36A

변이 단백질의 폴딩 반응은 two-state mechanism을 따르는

것으로 관찰되었다.6 이들 세 개의 변이 단백질의 native

구조의 안정성은 HubWA에 비하여 ~4.3 kcal/mol 정도 불

안정해진 것으로 나타났는데, 이 에너지는 HubWA 중간

단계가 보이는 구조적 안정성(ΔG°UI = -4.2 kcal/mol)과 유

사한 값이었다. 만약 변이가 중간단계의 구조적 안정성에

주로 영향을 끼쳤다면 이들 변이 단백질의 중간단계의 에

너지 준위는 HubWA가 풀린(unfolded) 상태와 거의 같거

나 더 높아서 unfolded된 상태와 구분되지 않을 것이므로

folding kinetics 실험에서 관찰되지 않았다고 할 수 있다.

즉 three-state on-pathway mechanism이 중간단계의 구조적

안정성이 약해지면서 two-state mechanism으로 보여지게 된

것이라고 해석되었다. 소수성 아미노산을 A로 변이한 변이

단백질의 folding 연구는 얻을 수 있는 변이 단백질도 매우

적었고 변이 단백질 대부분이 two-state folding 반응을 보여

서 중간단계의 구조적 특징을 탐구하여 folding 과정을 탐

색하는 데 적절하지 않았다. 따라서 본 연구에서는 소수성

아미노산을 A보다는 소수성이 약간 더 강한 V로 변이한 단

백질을 제조하여 folding 중간단계의 특성을 탐색하였다. 

실 험

재료

HubWA의 유전자가 들어있는 pET-HubWA 플라스미드를
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위치 특정 돌연변이 생성(site-directed mutagenesis)의 주형

으로 사용하였다.7 소수성 아미노산인 L과 I를 V로 치환한

돌연변이 단백질은 Stratagene (La Jolla, USA)의 QuikChange

site-directed mutagenesis kit를 사용하여 제조하였다. 돌연

변이 제조에 사용한 DNA oligomer는 Genotech(대전, 대한

민국)에서 구입하였다. 변이 플라스미드의 염기 서열을

측정하여 돌연변이를 확인하였다. 대장균 BL21(DE3) 균주에

변이된 플라스미드를 접종하여 형질 전환 균주를 제조하였

고, 형질 전환된 균주에 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside

(IPTG)를 처리하여 변이 단백질을 발현시켰다. 변이 단백질은

이전 실험에서 사용한 방법인 DEAE-sephacel column

chromatography를 실시한 후에 Sephacryl S-100 column

chromatography를 사용하여 분리 정제하였다.7 정제된 단

백질은 coommassie brilliant blue로 염색한 SDS-PAGE에서

하나의 밴드로 관찰되어서 folding 반응을 연구하기에 적

절한 순도를 지닌 것으로 판단되었다. 변이 단백질의 이

름은 변이 전 아미노산의 한 글자 약자, 아미노산 서열 숫

자, 그리고 발린의 아미노산 한 글자 약자로 명명하였다.

변이 단백질의 folding 실험에 ICN Biochemical Inc.(Aurora,

USA)에서 구입한 초고순도 요소를 사용하였으며, 그 외

시약은 시약등급(reagent grade) 또는 그보다 더 순도가 높은

것을 사용하였다.

Folding/unfolding 반응의 kinetics 측정

Folding/unfolding 반응의 kinetics는 fluorescence spectrometer

가 연결된 BioLogic SFM-4 stopped-flow 장치(Claix, France)를

사용하여 측정하였다. Folding/unfolding 반응의 진행 과정은

HubWA와 변이 단백질에 있는 트립토판(W45)을 295 nm로

여기 시킨 후 324 nm 이상에서 관찰되는 fluorescence emission

의 시간에 따른 변화로 측정하였다. Folding 반응의 kinetics는

고농도(~6 M)의 요소 용액에서 삼차원 입체 구조가 완전

히 풀린 단백질을 native 구조를 띨 수 있는 용액 조건이 되도

록 완충용액과 저농도의 요소 용액을 stopped-flow 장치를

사용하여 매우 빠르게 섞은 후 시간에 따른 fluorescence

emission의 변화로 측정하였다. Unfolding 반응의 kinetics는

완충용액에 들어있어서 native 구조를 띠는 단백질을

unfolding 반응이 일어나는 용액 조건이 되도록 완충용액과

고농도의 요소 용액을 stopped-flow 장치를 사용하여 빠

르게 섞은 후 시간에 따른 fluorescence emission의 변화로

측정하였다. 완충용액과 요소 용액의 비율을 변화시켜 다

양한 최종 요소 농도에서 일어나는 folding/unfolding 반

응의 kinetics를 측정하였다. 

변이 단백질의 folding kinetics는 세 개의 지수 함수로

관찰되었고 nonlinear least squares 방법으로 분석하여 반

응의 속도상수(rate constant)와 진폭(amplitude)을 얻었다.

HubWA 변이 단백질의 unfolding kinetics는 하나의 지수

함수로 나타났고, nonlinear least squares 방법으로 분석하여

속도상수와 진폭을 얻었다. Folding/unfolding kinetics 측정

결과는 rate profile (요소 농도에 따른 log (속도상수)의 변화)과

amplitude profile (요소 농도에 따른 표준화한 진폭의 변화)로

나타냈다. 단백질이 완전히 풀어진 상태의 fluorescence

emission을 1로, native 상태의 fluorescence emission을 0으로

하여 진폭을 표준화 하였다.

Folding/unfolding kinetics 분석

본 연구에 사용한 변이 단백질의 folding 반응은 three-state

on-pathway mechanism으로 분석하였다(Scheme 1). 

Scheme 1에서 U, I, N은 각각 unfolded 상태, intermediate

상태, native 상태를 나타내며, kUI, kIN, kIU, kNI는 각각 U ⇌ I

와 I ⇌ N elementary반응의 microscopic 속도상수이다.

Microscopic 속도상수에 자연로그를 취한 값의 요소 농도에

따른 변화는 수식 (1)과 같이 직선으로 나타나는 것으로

알려져 있다.8-10 

ln kIJ = ln kIJ° + (mIJ
‡/RT)C (1)

수식 (1)에서 kIJ°는 0 M 요소농도에서의 microscopic 속

도상수이며, C는 요소농도, mIJ
‡/RT는 기울기이고, T와 R은

절대온도와 기체상수를 각각 나타낸다. 수식 (1)을 사용하여

각 요소 농도에서 microscopic 속도상수를 구할 수 있다.

Three-state on-pathway mechanism에 따르는 folding 반응에

서 관찰되는 속도상수(apparent rate constant), 표준화된 진

폭, 평형상태에서의 folding transition은 rate matrix로부터

구할 수 있다.11 Rate matrix로부터 얻은 이론치를 folding/

unfolding kinetics 실험으로 얻은 관찰치에 적용(fitting)하

여 요소가 없는 용액에서의 microscopic 속도상수(kIJ°)를

구하였다. U ⇌ I와 I ⇌ N 반응의 자유에너지는 kIJ°를 사용

하여 계산하였고(수식 2, 3), 전체 폴딩 반응의 자유에너

지(ΔG°UN)는 ΔG°UI와 ΔG°IN을 더하여서 얻었다.

ΔG°UI = –RTln(k°UI/k°IU) (2)

ΔG°IN = –RTln(k°IN/k°NI) (3)

HubWA 단백질과 변이 단백질의 ΔG°UI, ΔG°IN, ΔG°UN의

차이를 각각 비교하면 변이를 도입한 각 아미노산 잔기가

폴딩 과정에 끼친 영향을 알 수 있다. 변이가 native 상태의

Scheme 1.
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안정성에 끼친 영향은 ΔGo
UN(변이 단백질)에서 ΔGo

UN(HubWA)

를 뺀 값인 ΔΔG°UN를 통해서 알 수 있고, 변이가 중간단계

의 안정성에 끼친 영향은 ΔGo
UI(변이 단백질)에서 ΔGo

UI

(HubWA)를 뺀 값인 ΔΔG°UI를 통해서 알 수 있으며, 변이가

folding 반응의 나중 단계인 I ⇌N 반응 과정에 끼친 영향은

ΔGo
IN(변이 단백질)에서 ΔGo

IN(HubWA) 뺀 값인 ΔΔG°IN을

통해서 알 수 있다. 변이를 도입한 아미노산 잔기가 folding

반응에 끼치는 상대적인 영향은 ΔΔG°UI를 ΔΔG°UN으로

나눈 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값으로 알 수 있다. 즉 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN

값이 1에 가까운 아미노산 잔기는 folding 반응의 중간단

계가 형성되는 folding 반응의 초기 과정인 U⇌I 반응에 크게

영향을 끼치는 것으로 해석할 수 있는 반면, 0에 가까우면

중간단계가 형성되는 과정에는 거의 영향을 끼치지 않고

중간단계에서 native 상태로 되는 과정인 I ⇌N 반응에 주

로 영향을 끼치는 것으로 해석할 수 있다. 

결과 및 고찰

HubWA의 소수성 아미노산을 A로 치환한 변이 단백질의

폴딩 연구에서 얻은 변이 단백질(V5A, I13A, V17A, I36A)

중 V17A를 제외한 나머지 변이 단백질은 two-state folding

mechanism을 보여서 중간 단계의 안정성을 통한 folding

과정을 연구하기에 적합하지 않았다.6 본 연구에서는 A

대신 V로 치환한 변이 단백질을 사용하여 folding 중간단

계를 연구할 수 있는지 탐색하였다. 먼저 A로 치환하여도

folding 반응을 연구할 수 있었던 I13과 I36을 V로 치환한

I13V와 I36V를 제조하였다. I13V와 I36V의 far-UV Circular

Dichroic (CD) spectrum은 HubWA의 그것과 같은 것으로

관찰되었다(Fig. S1). 따라서 이들 변이 단백질의 펩티드

골격구조가 HubWA와 같으므로 연구에 적절한 것으로 판

단되었다. I13V와 I36V의 folding kinetics는 HubWA 단백

질의 folding kinetics 측정에서 관찰된 것과 같이 세 개의

지수 함수로 나타났다. 세 개의 지수함수로 나타난 과정

중 두 개의 빠른 과정은 요소 농도에 따라 속도상수와 진

폭이 변하는 것으로 관찰되었고 가장 느린 과정은 요소의

농도에 상관없이 속도상수(I13V는 ~0.05 sec-1, I36V는 ~0.1

sec-1)와 진폭(I13V는 전체 진폭의 ~2%, I36V는 전체 진폭의

~5%)이 일정한 것으로 관찰되었다(Fig. S2). 이 세 개의

folding 과정 중 속도상수와 진폭이 일정하게 나타난 가장

느린 과정은 folding 반응과 평행하게 일어나는 Xaa-Pro

펩티드 결합의 cis/trans isomerization을 반영하는 것으로

해석하여 folding 반응의 분석에서는 제외하였고, 처음 두

개의 빠른 과정만 분석에 사용하였다.3 두 개의 folding 과

정이 관찰되는 것은 I13V와 I36V의 folding 반응에 하나의

중간단계가 관여하고 있음을 의미한다. I13V와 I36V의

unfolding kinetics는 HubWA의 unfolding kinetics와 마찬가

지로 하나의 지수함수로 관찰되었고 요소 농도에 따라 속

도상수와 진폭이 변하였으므로 이들 변이 단백질의 folding

반응을 분석하는데 사용하였다. Fig. 1은 I13V와 I36V의

folding kinetics를 three-state on-pathway mechanism으로 분

석한 결과를 보여준다. 실선으로 보여진 분석 결과가 실

제 데이터를 만족하는 것이 Fig. 1에 잘 나타나 있다. 이러

한 결과는 이전에 HubWA를 분석한 결과와 상통하는 것

으로, I13V와 I36V의 folding kinetics는 HubWA의 그것과 마

찬가지로 three-state on-pathway mechanism을 만족하는 점

을 나타낸다.3 I13V와 I36V의 folding/unfolding kinetics 실

험을 통하여 소수성 아미노산을 V로 치환한 변이 단백질

을 사용하면 folding 중간단계를 관찰할 수 있으며 따라서

중간단계의 안정성 변화를 통하여 HubWA 단백질의

folding 반응을 탐색할 수 있는 점을 확인하였으므로, 소수

성 아미노산을 V로 치환한 일련의 변이 단백질을 사용하

면 HubWA 단백질의 폴딩 반응이 일어나는 과정을 세세

하게 이해할 수 있을 것으로 생각되었다. 본 연구에서 V

로 치환한 아미노산과 이들 아미노산과 소수성 상호작용

을 하는 아미노산 잔기를 Table 1에 정리하였다. 

HubWA의 소수성 코어에 위치하는 I와 L을 V로 치환한

모든 변이 단백질은 순수한 상태로 정제가 가능하였고,

far-UV CD spectrum으로 확인한 결과 삼차원 펩티드 골격

구조가 HubWA와 같아서 folding 반응을 연구하기에 적합

Figure 1. Folding kinetics analysis of I13V and I36V. Panels A
and B represent the folding kinetics of I13V and panels C and
D represent the folding kinetics of I36V. Circles and squares in
panels A and C denote the rate constant of the first and second
folding phases, respectively. Circles and squares of panels B and
D denote the normalized amplitudes of first and second phases,
respectively. Diamonds in panels B and D denote the normalized
signal at long time, which is equivalent to the equilibrium fold-
ing transition. Solid lines represent the fitted line for the I13V
and I36V folding reaction based on a three-state on-pathway
folding mechanism.
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한 것으로 판단되었다(Fig. S3). 변이 단백질 I3V, L15V,

I23V, I30V, L43V, L50V, L56V, I61V, L67V, L69V의 folding

kinetics를 stopped-flow 장치로 측정한 결과 이들 변이 단백

질의 folding 반응도 I13V와 I36V와 마찬가지로 Xaa-Pro

펩티드 결합의 cis/trans isomerization을 반영하는 하나의

느린 과정과 더불어 두 개의 빠른 지수함수 과정이 관찰

되었고, unfolding 반응은 하나의 지수함수 과정으로 관찰

되었다. 이러한 결과는 이들 변이 단백질의 folding 반응이

하나의 중간단계를 거쳐서 일어나는 것을 보여준다. 따라

서 모든 변이 단백질의 folding kinetics 결과를 three-state

on-pathway mechanism으로 분석하였고 모든 변이 단백질의

folding kinetics는 I13V, I36V와 마찬가지로 three-state on-

pathway mechanism을 만족하는 것으로 나타났다. 변이 단

백질의 folding kinetics 분석으로 얻은 0 M 요소 농도에서의

microscopic 속도 상수(k°IJ)와 three-state 반응을 이루는

elementary 반응인 U ⇌ I 반응과 I ⇌N 반응의 자유에너지인

ΔG°UI와 Δ°GIN 그리고 전체 folding 반응의 자유에너지인

ΔG°UN을 Table 2에 정리하였다. 

Folding 반응의 각 단계가 전체 folding 반응에 끼친 상

대적인 영향을 반영하는 값인 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN과 ΔΔG°IN/

Table 1. Interaction of hydrophobic residues of HubWA

Residue Interacting hydrophobic residues

I3 (β1) L15 (β2), V17 (β2), I61 (t6), L67 (β5)

I13 (β2) L15 (β2), I30 (α)

L15 (β2) I3 (β1), V5 (β1), I13 (β2), V17 (β2), I30 (α)

V17 (β2) I3 (β1), L15 (β2), L56 (310)

I23 (α) L43 (β3), L50 (β4), L56 (310)

I30 (α) V5 (β1), I13 (β2), L15 (β2), I36 (us), L43 (β3), L69 (β5)

I36 (us) I30 (α), L69 (β5), L71 (β5)

L43 (β3) V5 (β1), I23 (α), I30 (α), L50 (β4), L67 (β5), L69 (β5)

L50 (β4) I23 (α), L43 (β3), I61 (t6), L67 (β5)

L56 (310) V17 (β2), I23 (α), I61 (t6)

I61 (t6) I3 (β1), L56 (310), L67 (β5)

L67 (β5) I3 (β1), L43 (β3), I61 (t6)

L69 (β5) V5 (β1), I30 (α), I36 (us), L43 (β3), L71 (β5)

The secondary structure where each amino acid is located is shown in parenthesis. α, β, t, us, and 310 denote α-helix, β-strand, turn, region without distinct sec-

ondary structure, and 310-helix, respectively. Number after β and t represents the sequence of β-strand and turn from the N-terminus.

Table 2. Kinetic parameters of HubWA and variant proteins with hydrophobic residue to A or V

Proteins k°UI m‡
UI k°IU m‡

IU k°IN m‡
IN k°NI m‡

NI ΔG°UI ΔG°UI ΔG°UI

HubWAa 95.0 -0.72 0.08 0.39 11.0 -0.35 0.25 0.20 -4.19 -2.24 -6.43

I3V 60.0 -0.78 0.33 0.36 7.50 -0.15 1.00 0.17 -3.08 -1.19 -4.27

I13V 65.1 -0.82 0.45 0.38 5.15 -0.05 1.03 0.19 -2.95 -0.95 -3.90

L15V 90.0 -0.75 1.00 0.32 5.20 -0.10 0.90 0.25 -2.66 -1.04 -3.70

V17Aa 25.5 -0.72 0.69 0.40 10.2 -0.19 0.44 0.23 -2.14 -1.86 -4.00

I23V 80.0 -0.78 0.15 0.43 5.10 -0.11 0.45 0.11 -3.72 -1.44 -5.16

I30V 45.0 -0.82 0.40 0.35 4.50 -0.05 1.35 0.10 -2.80 -0.71 -3.51

I36V 80.0 -0.82 0.36 0.35 5.20 -0.05 1.45 0.09 -3.20 -0.76 -3.96

L43V 65.0 -0.75 1.50 0.40 8.00 -0.04 3.70 0.10 -2.23 -0.46 -2.69

L50V 65.0 -0.55 3.10 0.60 17.0 -0.01 1.00 0.19 -1.80 -1.68 -3.48

L56V 55.0 -0.65 1.60 0.50 11.0 -0.01 0.57 0.19 -2.10 -1.75 -3.85

I61V 90.0 -0.77 0.68 0.50 10.7 -0.09 1.18 0.15 -2.89 -1.31 -4.20

I67V 80.0 -0.75 0.45 0.40 6.50 -0.01 1.40 0.10 -3.07 -0.91 -3.98

I69V 65.0 -0.71 0.40 0.50 4.10 -0.01 2.05 0.10 -3.01 -0.41 -3.42

Rate constants, k°UI, k°IU, k°IN, and k°NI, are the fitted rate constant at 0 M urea concentration. The m-values, m‡
UI, m

‡
IU, m‡

IN, and m‡
NI, are the urea dependence

of rate constants. Free energies of folding are calculated as ΔG°UI = –RTln(k°UI/k°IU), ΔG°IN = –RTln(k°IN/k°NI), and ΔG°UN = ΔG°UI + ΔG°IN. The units for rate

constant and free energy are sec-1 and kcal/mol, respectively.
aTaken from previously published result by Park.3
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ΔΔG°UN (1-ΔΔG°UI/ΔΔG°UN)을 Table 3에 정리하였다. Table

3에서 보듯이 변이 단백질의 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 0.37에

서 0.84에 이르는 다양한 값으로 나타났다. 이러한 결과는

본 연구에서 탐색한 소수성 아미노산 잔기가 HubWA folding

중간단계를 형성하는데 적어도 ~40% 이상 기여하고 있음을

의미한다. 모든 변이 단백질이 three-state on-pathway

mechanism을 따르고 소수성 아미노산 잔기의 ΔΔG°UI/

ΔΔG°UN 값이 ~0.4 이상이라는 점은 HubWA 단백질의

folding 반응 초기에 일어나는 소수성 붕괴 현상으로 형성

된 중간단계가 native 상태의 구조적 특성을 상당히 지닌

상태라는 것을 나타낸다. 또한 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 모든

변이 단백질에서 서로 다르게 나타나는 점은 각 소수성

아미노산이 folding 반응의 초기에 중간상태를 형성하는

데 기여하는 정도가 서로 다르다는 점을 반영한다. Table

3에 보여진 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값에 따라 V 변이 단백질을

크게 세 개의 무리, 즉 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 0.4 이하인

I23V, I36V, L69V와 ~0.5(0.4~0.6) 정도의 값을 보이는 I3V,

I13V, L15V, L30V, L43V, I61V, L67V와 0.8 이상의 값을 보

이는 V17A, L50V, L56V로 무리 지을 수 있었다. Fig. 2는

펩티드 골격을 리본 형태로 표현한 HubWA의 삼차원 입

체구조를 보여주며, ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 0.4 이하인 아미

노산 잔기는 Fig. 2A에, ~0.5인 아미노산 잔기는 Fig. 2B에,

0.8 이상인 아미노산 잔기는 Fig. 2C에 나타내었다. 

Fig. 2A는 V로 치환했을 때 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 0.4 이

하인 아미노산 잔기를 보여준다. 이들 아미노산 잔기는

특정 이차구조의 가장자리에 위치하거나(I23, L69), 특정

이차구조가 존재하지 않는 부위에 위치하고(I36) 있다.

I23은 α-helix의 아미노말단에 위치하며, L69는 다섯 번째

β-strand (β5)의 카복실말단 근처에 위치하고 있어서 소수

성 붕괴와 더불어 이차구조의 일부가 형성되는 중간단계

에는 입체구조가 견고하게 형성되지 않았기 때문에 0.4

이하의 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값을 갖는 것으로 보인다. 독립적

인 펩티드의 구조에 관한 연구에서 α-helix와 β-hairpin의

양 말단 부위는 중앙부위보다 수소결합이 비교적 약하게

형성되는 점이 알려져 있다.12 HubWA 단백질 folding 반응의

초기에 온전한 3차원 입체구조가 형성되기 전인 중간단

계에서 이들 I23과 L69가 속해있는 α-helix와 β5도 말단

부위가 견고하게 형성되지 않은 느슨한 구조를 이루기 때

문에 I23과 L69의 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 0.4 이하로 나타난

것으로 생각된다. 같은 무리에 속한 I36은 특정 이차구조

가 존재하지 않는 부위(G35부터 D39까지)에 위치하고 있

으며 상호작용하는 소수성 아미노산이 대부분 이차구조

의 말단에 위치하고(I69, L71)있기 때문에 I36을 V로 치환

한 변이 단백질이 0.4 이하의 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값을 보이는 것

Table 3. Free energy difference between HubWA and variant proteins

Proteins ΔΔG°UN ΔΔG°UI ΔΔG°IN ΔΔG°UI/ΔΔG°UN ΔΔG°IN/ΔΔG°UN

I3V 2.16 1.11 1.05 0.51 0.49

I13V 2.53 1.25 1.28 0.49 0.51

L15V 2.73 1.53 1.20 0.56 0.44

V17Aa 2.43 2.05 0.38 0.84 0.16

I23V 1.28 0.47 0.80 0.37 0.63

I30V 2.92 1.40 1.52 0.48 0.52

I36V 2.48 0.99 1.48 0.40 0.60

L43V 3.74 1.96 1.78 0.52 0.48

L50V 2.95 2.39 0.56 0.81 0.19

L56V 2.59 2.10 0.49 0.81 0.19

I61V 2.23 1.30 0.94 0.58 0.42

L67V 2.46 1.12 1.33 0.46 0.54

L69V 3.01 1.18 1.83 0.39 0.61

ΔΔG°UN = ΔG°UN(variant protein) − ΔG°UN(HubWA), ΔΔG°UI = ΔG°UI(variant protein) − ΔG°UI(HubWA), and ΔΔG°IN = ΔG°IN(variant protein) − ΔG°IN

(HubWA). The unit for free energy difference is kcal/mol.

Figure 2. Three-dimensional structure of HubWA shown by rib-
bon diagram. Each panel shows the hydrophobic residue with
ΔΔG°UI/ΔΔG°UN is smaller than 0.4 (A), ~0.5 (B), and bigger
than ~0.8 (C), respectively. The α-carbons of designated hydro-
phobic residues are illustrated as a sphere. N and C denote
amino-terminus and carboxy-terminus, respectively. X-ray coor-
dinates has been taken from Vijay-Kumar et al.13
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으로 생각된다. I23V, I36V, L69V 변이 단백질의 folding 실

험의 결과는 HubWA 단백질의 삼차원 입체구조를 구성하

는 이차구조의 말단이나 특정 이차구조가 존재하지 않는

부위는 folding 반응 초기 중간단계가 형성되는 과정에서

native 구조와 유사하나 상대적으로 느슨한 입체구조를

이루며 folding 반응의 후반부에 안정한 native 구조를 이

룬다는 것을 시사한다.

Fig. 2B는 V로 치환했을 때 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 ~0.5인

아미노산을 보여준다. 이들 아미노산 잔기는 HubWA의

삼차원 입체구조에서 네 개의 β-strand로 이루어진 β-sheet와

α-helix가 접촉하는 부위인 HubWA의 소수성 코어(hydrophobic

core) 부위에 존재하고 있으며, Table 1에서 보듯이 대부분

같은 무리에 속한 아미노산 잔기와 상호작용하고 있다.

이들 아미노산을 V로 치환했을 때 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이

~0.5인 것은 이들 아미노산 잔기가 속해있는 부위가 folding

중간단계에서 native 구조보다는 느슨하지만 비교적 견고

한 소수성 코어를 형성한다는 점을 시사한다. 

Fig. 2C는 V로 치환하였을 때 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 0.8

이상인 V17, L50, L56을 보여준다. V17은 두 번째 β-strand

(β2)의 카복실말단, L50은 네 번째 짧은 β-strand (β4)의 카

복실말단, 그리고 L56은 짧은 310-helix의 아미노말단에 위

치한다. 같은 무리에 속하는 V17과 L56를 V로 치환한 변

이 단백질이 큰 값의 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN를 보이는 것은 이들

두 아미노산 잔기가 비록 특정 이차구조의 말단에 위치함

에도 불구하고 native 상태뿐만 아니라 중간단계에서도

서로 상대적으로 견고하게 상호작용 한다는 것을 의미한

다. L50은 native 상태에서는 V17과 L56과 상호작용을 하

지 않고 ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 ~0.5인 소수성 코어 부위에

위치하는 아미노산 잔기들과 상호작용한다. 그런데 L50V의

ΔΔG°UI/ΔΔG°UN 값이 V17과 L56과 비슷한 값을 보인다는

점은 L50이 native 상태에서는 V17과 L56과 소수성 상호

작용을 하지 않지만 folding 중간단계에서는 V17, L56과

지엽적인 nonnative 소수성 상호작용을 하기 때문으로 생

각할 수 있다. 즉 HubWA folding 반응의 중간단계는 α-helix

와 β-sheet로 이루어진 주된 소수성 코어 부분은 native 상

태와 유사하지만 약간 느슨한 구조를 이루지만, L50과

L56이 위치한 부위는 V17과 더불어 지엽적으로 native 구

조와는 약간 다르지만 상대적으로 견고한 구조를 이루는

것으로 생각할 수 있다. 이전 연구에서 L50을 A로 변이한

L50A 변이 단백질이 HubWA의 native 구조와는 다른 펩티드

골격 구조를 이루는 것으로 관찰되었고, L56을 A로 변이한

L56A 변이 단백질은 대장균 내에서 봉입체(inclusion body)

를 형성하는 것이 관찰되었다.6 이러한 이전 실험 결과로

유추할 때, HubWA의 folding 반응의 중간단계에서 V17,

L50, L56이 상대적으로 견고한 구조를 갖는 것은, HubWA

단백질의 native 상태로 가는 경로를 벗어나 응집체

(aggregate)를 이루는 것을 방지해주는 역할을 하는 것으

로 생각된다. 즉 L50은 HubWA folding 반응의 초기 중간

단계가 형성되는 단계에는 V17과 L56과 더불어 지엽적인

nonnative 소수성 상호작용을 하여 소수성 부위가 노출됨

에 따라서 발생할 수 있는 응집체가 생성되는 것을 막다

가 중간단계에서 native 상태로 진행되는 후반기에 지엽

적인 소수성 상호작용이 풀리면서 native 구조에서 소수성

코어에 위치하는 아미노산들과 상호작용을 하여 HubWA

단백질이 native 삼차원 입체구조를 이루게 하는 것으로

여겨진다.

결 론

소수성 아미노산이 단백질 folding 반응에 끼치는 영향을

연구하기 위하여 모델 단백질인 HubWA의 I와 L을 V로

치환한 변이 단백질의 folding kinetics를 측정하였다. 변이

단백질들은 HubWA와 마찬가지로 모두 다 three-state on-

pathway folding mechanism을 따르는 것으로 관찰되었다.

Three-state 반응의 각 단계에서 변이 단백질과 HubWA 단

백질의 자유에너지 차의 비를 통하여 소수성 아미노산이

중간단계에 끼치는 영향을 추론할 수 있었다. HubWA 단

백질의 소수성 아미노산은 대부분 중간단계의 구조가

native 구조와 유사한 구조를 이루는 데 기여하지만, 기여

하는 정도는 각각 다른 것으로 나타났다. HubWA 입체구

조에서 α-helix와 β-sheet가 이루는 소수성 코어에 위치하는

I3, I13, L15, L30, L43, I61, L67는 중간단계에서 native 구

조와 유사하지만 약간 느슨한 상호작용을 하고 있는 것으로

나타났다. 반면에 HubWA 입체구조의 외곽에 위치한 I23,

I36, L69은 중간단계에서 상당히 느슨한 구조를 보이다

중간단계에서 native 상태가 되는 후반부에 삼차원 입체

구조에 견고하게 편입되는 것으로 나타났다. HubWA 단

백질의 삼차원 입체구조에서 긴 루프 부위에 위치하는

L50과 L56은 V17과 더불어 중간단계에서 지엽적으로 native

구조에는 없는 소수성 상호작용을 이루는 것으로 보여졌다.

이 부위가 중간단계에서 이루는 소수성 상호작용은 HubWA

folding 반응의 초기에 응집체가 형성되는 것을 방지하는

역할을 하는 것으로 생각되었다.
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