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研究成果の概要（和文）：　卵の加工特性を特徴付けるオボアルブミンの凝集体形成やゲル化プロセスについては、こ
れまで、オボアルブミン分子を球体で表した解像度の低いモデルで考察されてきたが、本研究では、X線結晶構造解析
結果を活かして、凝集体形成時の本タンパク質の会合状態について、原子レベルの解像度で明らかにすることを目指し
た。凝集体形成の条件を検討し二量体三量体の単離を試みたが、X線結晶構造解析に適する結晶を得ることはできなか
った。しかし、この過程で、本タンパク質のN末端領域が、会合に影響を及ぼすことと、本タンパク質表面に存在する
セリン残基の存在状態が、本タンパク質の変性温度を大きく変化させることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Egg ovalbumin has been applied as a model for polymerization or gelation of 
general food proteins. The mechanisms for polymerization or gelation of the protein have been elucidated 
by low resolution model with the images like string of beads. Though an atomic resolution model for 
oligomers of ovalbumin was asked in the present study, good crystal of initial oligomers has not been 
obtained after a number of trials of purification and preparation under various conditions. On the way of 
investigation, the authors found the importance of N-terminal segment of the protein on the 
polymerization process and some solvent-accessible serine residues might be crucial for the 
thermostability of the protein.

研究分野：応用構造生物学
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１．研究開始当初の背景 オボアルブミンは、

ゆで卵で見られるように、加熱することによ

り凝集体を形成する。熱凝集の過程では、ア

ミロイド特異的な指示薬であるチオフラビン

Ｔとの反応性を獲得することから、βストラ

ンドを単位とした機構により凝集すると推定

されているが①、その実態は明らかになって

いない。本タンパク質のＸ線結晶構造解析と

ＣＤスペクトルからの予測によると②、分子

内の二次構造は、αへリックス、βシート、

ランダムコイルが、それぞれ入り混じって分

子全体に分布しており、典型的なアミロイド

線維のようにβシートのみが三次元的に展開

したモデルは適用できない。これまで、オボ

アルブミンの凝集体に関して提唱されている

分子モデルは、オボアルブミン分子を球体と

して扱ったもので、分解能で言えば数十オン

グストローム程度のものであった(図 1）③④。 

 

 一方、近年、オボアルブミンと一次構造上

の類似性が高いといわれる類縁タンパク質群

（セルピン・スーパーファミリー）において、

単離された二量体のＸ線結晶構造解析が行わ

れ、これに基づいて分解能 1オングストロー

ムに迫る凝集体ポリマーの分子モデルが構築

された(図 2)⑤⑥。 

 

 従来から、オボアルブミンについても二量

体の存在は実験的に観察され、Nemotoらのモ

デルでも二量体が凝集体の基本単位と想定さ

れたが、その分子構造の実態は不明であった。

そこで、本研究では、オボアルブミン二量体

を実験的に単離精製し、Ｘ線結晶構造解析を

行い、その分子構造を明らかにするとともに、

三量体、四量体とオリゴマーの単離・構造決

定を行い、凝集体ポリマー形成のメカニズム

を解明することを目指した。 

＜引用文献＞ 
①Azakami H et al., J Agric Food Chem 2005, 53, 
1254-1257 
②Takahashi N and Hirose M, J Biol Chem 1992, 
267, 11565-11572 
③Koseki T et al., Food Hydrocolloids 1989, 3, 
123-134 
④Nemoto N et al., Biopolymers 1993, 33, 
551-559 
⑤Yamasaki M et al. Nature 2008, 455, 
1255-1258 
⑥Yamasaki M et al. EMBO Rep 2011, 12, 
1011-1017 
 

２．研究の目的  オボアルブミンは、

Yamasaki らにより凝集体の分子モデルが提

唱されているセルピン・スーパーファミリー

のタンパク質と一次構造のみならず、立体構

造においても類似性が高いことが知られて

いるので（図 3）、これらの凝集体モデル構築 

 

のストラテジーに習い、オボアルブミンオリ

ゴマーの単離精製とＸ線結晶構造解析を行

うことを目的とした。これらの立体構造から、

さらに高分子化した凝集体ポリマーの構造

を類推し、オボアルブミンのゲル化や組織化

のモデルを構築することを目指した。 

 

図 1 従来のオボアルブミン凝集体モデル 

Koseki et al.      Nemoto et al. 

図 3 オボアルブミンとセルピン・ｽｰﾊﾟｰﾌｧﾐﾘｰタンパク質の立体構造 

オボアルブミン  アンチトロンビンⅢ  α１アンチトリプシ

図 2 セルピン（α１アンチトリプシン）の凝集体ポリマーモデル 



３．研究の方法 オボアルブミンの加熱によ

り生じる凝集体をゲルろ過カラムクロマト

グラフィー、もしくは、陰イオン交換カラム

クロマトグラフィーにより分離し、二量体、

三量体、四量体、など、オリゴマーの精製操

作を行った。それぞれのオリゴマーを多く含

む画分について結晶化を試み、Ｘ線結晶構造

解析に供する計画を立てた。これらを調製す

る段階で、それぞれのオリゴマーが生成しや

すい条件の最適化を行った。これと平行して、

結果として生じるポリマーがオリゴマー構

造を連続して有するような規則的な構造を

取っているかどうかを確認するために、ポリ

マーのＸ線繊維回折実験を行った。均質な繊

維や粉末試料に特徴的な規則的な構造を有

する場合、Ｘ線回折像に同心円状のリングが

生じることが知られているので、これを利用

して、オボアルブミンのオリゴマーについて、

規則的な繰り返し構造を有する、重合体が形

成しているかどうかの確認を行った。 

 
４．研究成果 

(1)凝集体形成初期中間体の調製と単離 初

期中間体の単離を目的として、高度に凝集が

進む前の、オリゴマーが主に形成する条件を

探索するために、オボアルブミン濃度、バッ

ファー濃度、pH、加熱温度などの条件を組み

合わせて検討した結果、オボアルブミン濃度、

1.5mg/ml、10mM リン酸ナトリウム緩衝液

（pH7.5）中、８０℃、３分以下の加温によ

り、高度重合体の割合の少ないサンプルが調

製できることが分かった。同様の条件で、調

製した、二量体、三量体の混在したサンプル

について、カラムクロマトグラフィーによる

単離を試みた。当初、ゲル濾過カラムによる

分離を主に、検討していたが、良好な分離が

得られなかったため、陰イオン交換カラムも

対象に、良好な分離条件を検討した。その結

果、いずれのカラムを用いた場合も、アルカ

リ条件での分離が良好であることが、わかっ

てきたが、高 pH 条件下では、後述の、熱安

定化型の分子種 S-オボアルブミンが生成混

入する可能性があり、加熱後の挙動を解析す

るには不適切であると判断された。 

 

(2)凝集体形成初期における N 末端配列の及

ぼす影響の検討 オボアルブミンについて、

マイルドな酸性条件下で、ペプシンを作用さ

せると、N 末端部２２残基のフラグメントが

脱落し、残りの部分が単独で安定に存在でき

ることから、p-オボアルブミンと名付けられ、

その食品機能特性の詳細が報告されている

①。 我々の先行研究においても、この領域

が、オボアルブミンの線維状凝集体形成に寄

与する可能性を見出していたので②、N 末端

22 残基のペプチドの加熱凝集に及ぼす効果

を検討した。その結果、この N末端ペプチド

単独で、加温すると、組織化の結果として、

繊維状の凝集体を形成することがわかった。

さらに、オボアルブミンの加熱凝集実験にお

いて、このペプチドを添加すると、オボアル

ブミンの組織化、繊維状凝集体形成が促進さ

れる可能性が示唆された（公表雑誌論文②）。 

 

 
(3)凝集体形成に影響を及ぼす熱安定化型分

子種の形成とその機構に関する検討 鶏卵

の保存中に、卵白が変質し、これを材料にし

たケーキの品質に影響を及ぼすことを端緒

として、S-オボアルブミンと名付けられた熱

安定化型の分子種が見出されている③。新鮮



な卵白から得られるオボアルブミンと、S-オ

ボアルブミンの物理化学的性質が詳細に解

析されてきたが、その差異は明らかにならず、

その熱安定性が異なっているという点のみ

で区別できるものであった。しかし、我々の

X 線結晶構造解析結果によると④、分子表面

に存在するいくつかのセリン残基が D-化し

ていることが見出され、タンパク質工学的な

解析によっても、これらのセリン残基が S-

オボアルブミンの熱安定化機構に寄与して

いる可能性が示唆された⑤。実際に、S-オボ

アルブミンに、D-セリンが存在するかどうか

を検証するために、重水素交換を利用したマ

ススペクトルにより解析したところ、X 線結

晶構造解析により見出された、セリン残基の

数に応じた割合で、D-セリン残基が検出され、

化学的に D-セリン残基の存在を確認するこ

とができた（公表雑誌論文①）。S-オボアル

ブミンは、オボアルブミンに比べて、熱変性

温度が 8℃異なっており、凝集体を形成する

挙動も同一条件では、大きく異なる可能性が

高い。しかしながら、特定のセリン残基

（Ser164、Ser320）の異性体構造により、安

定性が左右されていることを利用して、凝集

体形成の空間的な理解に寄与する可能性を

見出したものと考えている。 
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