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研究成果の概要（和文）： 
新しいタンパク質高次構造解析法によってセグメントの配向を決定出来ることを,モデルタン
パク質を用いて実際に証明した.モデルタンパク質の一つの残基をシステインに変異させて,マ
レイミド基を有する色素分子を導入した.その色素分子の電子遷移に共鳴する二次非線形感受
率をヘテロダイン検出和周波発生法によって測定した.二次非線形感受率の符号によって,ガラ
ス表面上のモデルタンパク質の上下の向きを決定できることを示した. 
 
研究成果の概要（英文）： 
I show that a newly-developed second-order nonlinear spectroscopic technique allows me to draw 
topology diagrams of such proteins. Uniquely, one can determine "up" versus "down" alignment of 
molecules on a surface using this second-order nonlinear spectroscopy. In my novel but simple approach, 
an "alignment indicator" is introduced to each segment of a protein before immobilizing the protein on a 
glass surface, and the up versus down alignment of each segment is nonlinear-spectroscopically 
determined. This approach is very powerful and useful for proteins to which neither X-ray nor NMR is 
applicable. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の立体構造を決めることは，生体
内におけるタンパク質の機能発現や制御機
構を解明する上で非常に重要である．一般に，
タンパク質の立体構造は，X 線結晶構造解析
や NMR によって決定されている．X 線や
NMR は，タンパク質のほぼ全原子の三次元
座標という，いわば“完全な”構造情報を与

える．しかし，タンパク質の構造と機能の相
関を調べるとき，必ずしも完全な構造情報が
常に不可欠なわけではない．それは，構造と
機能の相関を議論する際，しばしばリボンモ
デルやシリンダーモデルのような“完全では
ないが見やすい”立体構造表示が多用されて
いることからも分かる．完全ではない構造情
報でも，タンパク質の研究に十分に役立つ場
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合が少なくない．結晶化させ難い膜タンパク
質や，分子量が巨大となるタンパク質複合体
では，X 線や NMR によって完全な構造情報
を得ることが困難な場合がとても多い．その
ような場合でも，完全ではないが役に立つ構
造情報を得ることができれば，タンパク質研
究において極めて有意義である． 
２．研究の目的 
我々がこれまでに独自に開発した二次非線
形レーザー分光を基にして，これまでとは全
く発想の異なる新しいタンパク質高次構造
解析法を開発する．この新方法は，X 線や
NMR といった“完全な”構造情報を与える
既存の方法を適用することが困難な膜タン
パク質や巨大タンパク質をターゲットとし
て，膜貫通部位のトポロジーのような“不完
全ではあるが見やすい”高次構造情報の決定
を目指すものである． 
３．研究の方法 
HD-ESFG をタンパク質に適用するにあたり，
まずタンパク質については，あるセグメント
だけを HD-ESFG アクティブにする方法と，配
向膜の作製法を確立する．また HD-ESFG につ
いては，現在稼働している装置をさらに一桁
以上高感度化する．以下に具体的な内容を記
す． 
(1) タンパク質の 1セグメントを HD-ESFG ア
クティブにする方法 
HD-ESFG は，電子遷移に共鳴する二次非線形
感受率（χ(2)）の実部と虚部のスペクトル
を与える．現有の装置では，観測波長は320 nm
以上に限定されている．従って特別な発色団
を持たないタンパク質は全て，HD-ESFG に対
してノンアクティブである．一方で，クマリ
ン誘導体やパラニトロアニリン誘導体は大
きなχ(2)を有することを，既に HD-ESFG に
よって確認している．そこで，それらの誘導
体をタンパク質の特定の部位に結合させる
ことによって，その部位を含むセグメントを
HD-ESFG アクティブにすることが可能となる．
特定部位に結合させる方法は複数考えられ
るが，まず最初に試すのは，クマリンマレイ
ミドとシステインミューテーションを組み
合わせる方法である．クマリンマレイミドと
は，クマリン骨格の一端にマレイミド基を付
加した分子で，モレキュラープローブとして
既に市場にある．マレイミド基は，チオール
基と反応して共有結合を作るので，タンパク
質の特定のアミノ酸残基をシステインにミ
ューテーションすることによって，そこにク
マリンを導入することが可能となる．この方
法は，ネイティブに多数のシステインを含ま
ない全てのタンパク質に適用可能であり，実
際に蛍光ラベル法として広く用いられてい
る．従って，クマリンの導入自体には技術的
障壁は無いと考えられる．クマリンの疎水性
と，その導入セグメントの疎水性から，両者

は図 1のように互いに沿った構造をとると予
想され，モデル系での分子力学計算でも予想
と整合する結果を得ている．つまり，クマリ
ンの配向を HD-ESFG で決めれば，それはその
まま近似的にセグメントの配向となる． 
(2) タンパク質の配向膜の作製法 
HD-ESFG によって得られるχ(2)スペクトル
は，界面選択的な電子スペクトルである．そ
の界面選択性とは，分子に特定の配向の無い
バルクではχ(2)がゼロとなり，界面ではそ
の法線方向の異方性によって分子にある程
度の配向が生じることによってχ(2)がゼロ
でない値をとり得る，という原理に基づいて
いる．従って，HD-ESFG でタンパク質を測定
するには，その配向膜を作製しなければなら
ない．作製法は複数考えられるが，まず最初
に試すのは，His タグと呼ばれるタンパク質
末端に付加されたヒスチジン残基と，ニッケ
ルの配位結合を利用して，ニッケル修飾され
たガラス表面にタンパク質を特異吸着させ
る方法である．His タグは，ヒスチジンとニ
ッケルの配位結合を利用してタンパク質の
精製を行う目的で意図的に付加されたヒス
チジン残基であり，遺伝子組み換え技術によ
り多くのタンパク質に簡単に付加すること
ができる．ニッケル修飾ガラス表面は，まず
シランカップリングによってガラス表面を
チオール基で修飾し，次にマレイミドニトリ
ロ三酢酸（NTA）をチオール基と反応させ NTA
修飾表面とし，NTA にニッケルを配位させて
用意することができる．このようにして作製
されたニッケル修飾ガラス表面は，ニッケル
の表面密度として 1 nm2 あたり 1個以上の高
密度を実現できると考えられ，タンパク質の
大きさで表面密度の上限が決まる高密度配
向タンパク質単分子膜となるはずである． 
(3) HD-ESFG 装置の高感度化 
タンパク質単分子膜のχ(2)の大きさは，
我々が報告したパラニトロアニリンのスピ
ンコート薄膜の場合の 1/10 程度である．従
って，HD-ESFG 装置を現在よりもさらに高感
度化することが是非とも必要である．現有の
HD-ESFG 装置の信号雑音比は，和周波信号光
の強度と，入射レーザー光の安定性によって
決まっている．前者については，CCD をより
高感度な物に置き換えることによって，見か
け上の強度を上げることが依然として可能
である．そこで，より高感度な液体窒素冷却
CCD を導入して，信号雑音比の向上を図る．
後者については，試料（ガラス基板）と参照
（水晶基板）の両測定をなるべく早く多数回
繰り返すことによって，入射レーザー光の不
安定性の影響を抑えることができる．そのた
めに，ガラスと水晶と素早く置き換える自動
ステージを導入する． 
４．研究成果 
新しいタンパク質高次構造解析法によって



 

 

セグメントの配向を決定出来ることを,モデ
ルタンパク質を用いて実際に証明した.具体
的には,αヘリックスを形成する 21残基の合
成ポリペプチドをモデルタンパク質として
用いた.モデルタンパク質をニッケル修飾ガ
ラス表面上に吸着させて作製した配向膜の
品質は,ます� 円二色性分光で調べた.CD スペ
クトルの形状から,モデルタンパク質はきち
んとαヘリックスを形成していることを確
認した.次に,ヘテロダイン検出振動和周波
発生分光法(HD-VSFG)によって,アミド I領域
の振動共鳴二次非線形感受率を測定し,ガラ
ス表面上のモデルタンパク質の“上下”の向
きを調べた.その結果,C 末端に His タグを導
入したモデルタンパク質は上向き,N 末端の
ものは下向きと,思った通りの配向を実現で
きていることを確認した.モデルタンパク質
の一つの残基をシステインに変異させて,マ
レイミド基を有する色素分子を導入した.そ
の色素分子の電子遷移に共鳴する二次非線
形感受率を,ヘテロダイン検出電子和周波発
生分光法(HD-ESFG)によって測定した.その
結果,電子遷移に共鳴する二次非線形感受率
の符号によって,ガラス表面上のモデルタン
パク質の上下の向きを決定て� きることを示
した.以上の結果は,より大きなタンパク質
においても,ある一つのセグメントの残基を
変異させて,そこに色素分子を導入して
HD-ESFG 測定を行なえは，そのセグメントの
上下の向きを決定できることを意味してい
る. 
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