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研究成果の概要（和文）： 
 

放射光真空紫外円二色性（VUVCD）分散計を用い，（１）アミノ酸配列レベルでのタンパク質の

二次構造予測法の確立，(２)ジスルフィド結合欠損リゾチームの網羅的二次構造解析，(３)糖

類・多糖類の VUVCD スペクトルの実験的・理論的解析，(４)酸性糖タンパク質 (AGP)の二次構

造解析，(５)タンパク質のアミロイド線維構造の解析など，これまでの円二色性分散計では不

可能だった生体分子の高次元構造解析を行った。 

                                                 
研究成果の概要（英文）： 
 
Synchrotron-radiation vacuum-ultraviolet circular dichroism (VUVCD) spectroscopy was 
applied for the detailed structural analysis of biomolecules which was difficult by a 
conventional CD spectroscopy as follows: (1) prediction of amino acid sequence of protein 
secondary structures; comprehensive secondary-structure analysis of disulfide variants of 
lysozyme; (3) experimental and theoretical analyses of VUVCD spectra of mono- and 
polysaccharides; (4) secondary structure analysis of acid-glycoprotein; and (5) structural 
analysis of amyloid fibrils. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
円偏光二色性（ＣＤ）は不斉炭素をもつ光

学活性物質の立体構造を敏感に反映し，生体

分子の重要な構造解析法となっている。しか
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し，これまでの通常光源を用いた市販の装置

では，短波長側は水中で 190 nm 程度までし

かスペクトル測定ができず，高エネルギー遷

移に基づく構造解析が不可能だった。放射光

を用いた真空紫外円二色性（VUVCD）分散計

ではより短波長領域まで測定が可能であり，

情報量が一段と増えるため詳細な構造解析

が可能となる。このような VUVCD 装置の開発

は 1980 年代初頭から米国（BNL）で始まり，

近年，英国（SRS, Diamond），ドイツ（BESSY），

デンマーク（ASTRID），中国（BRSF），フラン

ス（SOLEIL），オーストラリアなど多くの国々

の放射光施設が競って開発を進めている。広

島大学放射光科学研究センターでもビーム

ライン 15 を用い，全光学系を真空下に保つ

ことにより，水中で 140 nm～320 nm の波長

領域において，-30～70℃の温度範囲で VUVCD

スペクトルが測定できる装置の開発に成功

し，生体分子の精密な構造解析が可能になっ

た。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では，上記のVUVCD 分散計を用いて，

主としてタンパク質・糖類・核酸などの生体

分子の VUVCD スペクトルを水溶液中で測定

し，時間依存密度汎関数法，ニューラルネッ

トワーク法，および各種分光学的解析法を用

いて VUVCD スペクトルの帰属を行い，生体分

子の高次元構造解析法を確立する。具体的に

は以下の３点について研究を展開し，これ

まで未開拓であった VUVCD 分光法の，構造

生物学および生体関連分野への応用基盤を

固めることを目的とする。 

 

(1)天然および非天然タンパク質の高精度

二次構造解析。 

(2) 糖類・多糖類のVUVCDデータベースの構

築とコンフォメーション解析。 

(3) 核酸（塩基・ヌクレオシド・ヌクレオ

チド）のVUVCDデータベースの構築と構造解

析。 

 
３．研究の方法 
 

(1)天然タンパク質の高精度二次構造解析 

申請者らはすでに 31 種のタンパク質の

160 nm までの VUVCD スペクトルから，各二

次構造の成分スペクトルを得て，α-へリッ

クスやβ-ストランドの含有率と本数を精

度よく予測できることを示した。しかし，

CD スペクトルとその二次構造解析プログラ

ム(SELCON3, CONTIN, CDSSTR)からは，二次

構造の部位を予測することはできない。そ

こで本研究では，アミノ酸配列情報から二

次構造を予測できるニューラルネットワー

ク法（NN 法）を，VUVCD スペクトルから求め

た二次構造の含有率と本数の結果に回帰さ

せることで，二次構造の部位も高精度で予

測できる新規の構造解析ソフト（VUVCD-NN

法）を開発する。 

 
(2) タンパク質の VUVCD スペクトルに及ぼ

す exciton coupling の寄与の同定   

タンパク質内部の不斉環境に固定された

芳香族残基は，それらの側鎖間の相互作用

（exciton coupling）により遠紫外領域の

CD スペクトルに大きく影響を及ぼす。特に

トリプトファン(Trp)残基間の exciton 

coupling の寄与は大きく，CD スペクトルに

よる二次構造解析に大きな障害となってい

る。このような典型的なタンパク質である大

腸菌ジヒドロ葉酸還元酵素の５つの Trp を

他のアミノ酸に置換した変異体の VUVCD ス

ペクトルを測定し，上記で開発した二次構造

解析ソフトを用いてＸ線構造から予測した

スペクトルと比較し，その差から exciton 

coupling に寄与している Trp 残基を同定す

るとともに，その影響がどれくらいの真空紫

外領域まで及んでいるかを明らかにする。 

 

(3)非天然タンパク質の二次構造解析 
タンパク質の変性状態や変性中間体の

VUVCD スペクトルに，上記で開発した二次

構造解析ソフト（VUVCD-NN 法）を適用し，

これまで推測の域を出なかった非天然構造

の解析法を開拓する。 

卵白リゾチームの 4本のジスルフィド

結合を順次欠損した 9種の変異体の VUVCD

スペクトルを測定し，上記で開発した二次

構造解析ソフト(VUVCD-NN 法)を用いて，α

-へリックスとβ-ストランドの保存状態を

解析し，立体構造保持における各ジスルフ

ィド結合の役割を明らかにする。また，酸

性糖タンパク質の膜との相互作用で誘起

される二次構造やアミロイド線維の構造

変化を VUVCD-NN 法により明らかにする。 
 



(4) 糖類・多糖類の VUVCD データベースの構

築とコンフォメーション解析 

糖類の多くは200 nm以下の真空紫外領域

（高エネルギー遷移）にしか吸収を持たない

ため，VUVCDはこれらの構造解析に対して極め

て有効である。申請者らはすでにいくつかの

単糖類や少糖類のVUVCDスペクトルを160 nm

まで測定し，C1位のOH基のαおよびβ配位，

他の炭素部位でのOH基の配向（axial, 

equatorial），CH2OH基の配向（trans, gauch），

グリコシド結合（α-1,4, β-1,3 ）の種類な

どのVUVCDに及ぼす影響を明らかにしている

（Carbohydr. Res. 2004）。これらの成分ス

ペクトルの遷移モーメントを，糖類のＸ線構

造をもとに水和水の寄与も含めた時間依存密

度汎関数法により計算し，VUVCDスペクトルの

理論的帰属を行う。 

各種中性多糖（デキストラン，アミロース

など）の160 nm までのVUVCDデータベースを

構築し，水溶液中でこれら多糖類が取り得る

コンフォメーションを，単糖類やオリゴ糖の

VUVCDスペクトルとの比較やデコンボルー

ション解析により明らかにする。また，硫酸

基やカルボキシル基などをもつ電解質多糖

（グリコサミノグリカン類など）のVUVCDス

ペクトルや，カラゲーナン等のゾル‐ゲル転

移によるスペクトル変化を測定し，これら発

色団の位置や配位，コンフォメーションの

VUVCDへの影響を明らかにする。 

これらの糖類の解析結果をもとに，糖タン

パク質の VUVCD スペクトルにおける糖鎖の

寄与を分離して評価する方法を検討し，X線

構造解析や NMR では解析困難な糖タンパク

質の二次構造解析法を開発する。 

 

(5) 核酸（塩基・ヌクレオシド・ヌクレオ

チド）のVUVCDデータベースの構築と構造解

析 

核酸の構成成分である5種の塩基，およびそ

れらのヌクレオシドやヌクレオチドのVUVCD

スペクトルを160 nmまで測定し，VUVCDデー

タベースを作成する。塩基やリボースの構造

の違いやリン酸基のVUVCDへの影響を明らか

にするとともに，デコンボルーション解析か

ら塩基と糖鎖の寄与を同定する。これらの解

析結果に基づいて，時間依存密度汎関数法に

よりスペクトルの理論的な帰属を行う。更に，

ポリヌクレオチドやDNA, RNAのVUVCDスペク

トルのデータベースを構築し，高次構造との

関係を解析する。 
 
４．研究成果 
 

(1)アミノ酸配列レベルでのタンパク質の二

次構造予測 

VUVCD 法によりα-

へリックスやβ-ス

トランドの含有率と

本数を 90%近い精度

で予測できるため，

これらの二次構造デ

ータを二次構造のア

ミノ酸配列情報を解

析できるニューラル

ネットワーク（NN）

法に組み込むことに

より，二次構造部位

を高精度で予測できる新規構造解析ソフト

（VUVCD-NN法）を開発した（Proteins 2008）。 

 

(2)ジスルフィド結合欠損リゾチームの網羅

的二次構造解析 

4 本のジスルフィド結合を順次欠損した卵

白リゾチームの 13 種の変異体の VUVCD スペ

クトルを 170 nm まで測定し，上記で開発し

た VUVCD-NN 法を用いて，αへリックスとβ

ストランドの保存状態を解析し，立体構造

保持における各ジスルフィド結合の役割を

明らかにするとともに，アミロイド形成に関

わるβ ストランドの部位を予測した

（Proteins 2009）。 

 

(3) α1-Acid glycoprotein (AGP)の二次構造

解析 

AGPはリン脂質と混合することにより，α
へリックスは14％（3本）から50%（8本）に，

βストランドは38%（8本）から5.6%（2本）

へと変化し，脂質との相互作用によりβ→α

の大きな二次構造変化が誘起されることがわ

かった（下図）。VUVCD-NN法により二次構造

部位を予測した結果，これらの構造変化は主

としてリガンド結合部位で起こっており，タ

ンパク質-生体膜相互作用による薬剤の細胞

内輸送の機構について重要な知見が得られた

(Biochemistry 2009)。この研究は，国内外

で高く評価されており，中国新聞 

(2009.10.3）,日経産業新聞 (2009.10.9)，

科学新聞(2009.10.16)でトピックスとして紹

介された。 



                                                  

(4) 多糖類（グリコサミノグリカン）のVUVCD

スペクトル解析 

コンドロイチン， コンドロイチン硫酸（A, 

B, C），ヒアルロン酸、へパリンおよびそれら

の構成糖のVUVCDスペクトルを160 nmまで測

定し（下図），COOH, SO3H, OH, CH2OH, NHCOCH3

基などの寄与を解析した（Biosci. Biotech. 

Biochem. 2009）。この論文は，日本農芸化学

会欧文誌ＢＢＢの論文賞を受賞した。 

 

(5)β2-microglobulin のアミロイドフィブ

リルの構造解析 

赤外・ラマンスペクトルとVUVCDスペクトル

を併用することにより，β2-microglobulinの

アミロイドフィブリルのlong straight型と

worm-like型の２つの構造の違いが,カルボキ

シル基の解離状態に起因することを明らかに

した(Biochemistry 2010)。この論文は同誌の

ハイライト論文に選定された。 

  

(6) アミノ酸・ヒドロキシ酸のVUVCDスペクト

ルの実験的・理論的研究 

乳酸とアラニンのVUVCDスペクトルを時間

依存密度汎関数法により計算し，水中での実

測スペクトルと比較した。それぞれ9個と4個

の水和水を考慮することにより実測スペクト

ルを再現することができ，アミノ酸とヒドロ

キシ酸のVUVCDスペクトルに及ぼす側鎖の影

響は，水和ネットワークの違いで説明できる

ことを示した。（Chirality 印刷中）。 

 

(7) 生体膜上でのアミロイド形成機構の解析  

アミロイドβ ペプチド(1-40残基)のVUVCD

スペクトルを種々の濃度比のガングリオシド

ミセル存在下で測定した結果，ミセル上での

ペプチド濃度が高いほど分子間相互作用（α

→β構造転移）が促進されることが分かった

。NMRの結果と比較し，C末端側の疎水性2残基

が，α→β転移に関わっていることが示唆さ

れた（Int. J. Alzheimer's Disease 印刷中）。 

 

(8) 糖類のVUVCDスペクトルの実験的・理論的

研究 

メチルグルコースのVUVCDスペクトルを時

間依存密度汎関数法により計算し，水中の実

測スペクトルと比較して，C1位のαおよびβ

アノマー配位，CH2OH基の回転異性 (GG,TG, 

GT)，水和の影響などを明らかにした（論文作

成中）。 

 

(9) タンパク質のVUVCDスペクトルに及ぼす

exciton couplingの影響 

大腸菌ジヒドロ葉酸還元酵素の種々のTrp

変異体についてVUVCD スペクトルを測定し，

野生型と比較した。Trp残基のexciton 

couplingの影響は真空紫外領域にまで及んで

おり，VUVCDによるタンパク質の二次構造解析

において無視できないことが分かった（論文

作成中）。 

 

これらの成果は，VUVCD 分光法が従来の CD

分散計では不可能であった高エネルギー遷

移に基づいた生体分子の高次元構造解析に

極めて有効であることを示している。Ｘ線結

晶解析や NMRで解析できない生体分子は数多

く存在しており，本分光法は，構造生物学に

おける新たな構造解析法として今後の発展

が期待できる。なお，当初計画していた核酸

関連の研究や糖類のいくつかの実験は期間

内に実施できなかったが，今後の課題として

継続して研究の予定である。 
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