
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

新世代の蛍光検出ＣＤによる実用的タンパク質立体構造解析法の開発

Study toward a practical method for protein structure analysis using an 
artifact-free fluorescence-detected circular dichroism

６０３２１６９２研究者番号：

根平　達夫（Nehira, Tatsuo）

広島大学・総合科学研究科・准教授

研究期間：

２５４１００４４

平成 年 月 日現在２８   ６   ２

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：　蛍光検出CDによるタンパク質立体構造解析法の実用化を目指して、蛍光性アミノ酸残基で
あるTrpを含むオリゴペプチドのライブラリーにより、構造・スペクトル相関を調べた。Trpに長さの異なる棒状のオリ
ゴプロリン鎖を伸長させた単純なTrp含有ペプチドを系統的に合成し、FDCDスペクトルを解析した。C末端側を伸長させ
ると、Trpの近傍のペプチド結合との相互作用と、Trpへのエネルギー移動を示すPhe周辺の相互作用、という2つの構造
情報を反映することが示唆された。一方、N末端側を伸長させると前者だけ沈黙することを示す結果も得られた。また
、従来の1/10量の試料溶液に対応した小型セルを開発した。

研究成果の概要（英文）：Aiming at a practical protein structure analysis with fluorescence-detected CD, 
structure-spectrum relationship was investigated by using a synthetic library of oligopeptides that 
contain Trp as a fluorescent amino acid. Trp was derivatized systematically with a variety of 
oligoprolines as rigid spacers. As a result of careful comparison among those FDCD spectra, it was 
inferred from the expansion at Trp C-terminal that observable are two interactions, the coupling of Trp 
with neighboring peptides and the energy transfer from Phe to Trp over the spacer. On the other hand, the 
expansion at Trp N-terminal implied that the coupling with neighboring peptides would be suppressed. A 
micro-scale cell that requires only a tenth of volumes was also developed.

研究分野： 構造有機化学

キーワード： タンパク質　円二色性　蛍光
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の立体構造解析法はライフサ
イエンスの発展において不可欠であるにも
関わらず、誰でも普通の実験室でできる方法
となると選択肢は限られる。信頼性の点で際
立つ X線法も、計算機のサポートにより顕著
に高精度化している NMR 法も、誰にでも気軽
に扱える方法ではなく、何より測定装置が高
価で大型である。これまでにも他に相補的な
手法が広く探求されてきたが、溶液中で実際
に反応途中のタンパク質の構造変化を測定
することは、簡便かつ迅速な方法として実用
化するのは相当困難である。 
 
 タンパク質の構造解析手法として長く評
価されている方法の一つに、円二色性（CD）
法がある。CD法は、試料を選ばず迅速な測定
が可能であり、特に二次構造の分析に有用で
ある。ただし、CD 法は三次および四次構造の
解析としては確実性が乏しく、得られる二次
構造情報もタンパク質溶液全体の平均値と
なることなど、広く構造解析に利用するため
には、まだ改良の余地がある。 
 
 本研究で注目するのは、CD 測定において透
過光を検出する代わりに蛍光を検出する蛍
光検出円二色性（FDCD）である。FDCD では、
タンパク質全体の二次構造ではなく、観測し
ようとする蛍光物質が結合した部位周辺の
高次構造をピンポイントで抽出することが
原理的に可能である。つまりタンパク質の混
合溶液中であっても、迅速かつ選択的にシグ
ナルを検出できる可能性が高い。 
 
 FDCD は新しい方法ではないが、測定装置が
実用的レベルになったのは研究代表者らが
2005 年に開発した FDCD 測定装置より後であ
る。従来の FDCD 装置では、蛍光の偏光度が
大きい試料では「にせ FDCD 信号」の発生が
見られ、信頼できる信号を得ることが困難で
あったが、新世代 FDCD 測定装置ではこの「に
せ FDCD 信号」の問題を原理的に解消されて
いる。 
 
 最近、この新世代の装置によりタンパク質
（カルモジュリン、ミオグロビン）の FDCD
を測定した実験から、CD が主に二次構造の変
化を反映するのに対して FDCD ならば三次構
造の変化を観測できること、夾雑物が含まれ
た試料であっても目的分子のみをピンポイ
ントで観察可能であることが示された。 
 
２．研究の目的 
 新世代の FDCD 装置は 2005 年以降、汎用の
CD 測定装置のアタッチメントとして市販化
され、特別な調整がなくても誰にでも使える
ようになった。現在のところ、有用性を示す
報告例が少ないこともあり、多く一般に普及
しているとは言えないため本研究では、FDCD
分光法を溶液中の狙ったタンパク質から必

要な立体情報を選択して取り出す「ピンポイ
ント解析法」としての可能性を考慮しながら、
タンパク質のどのような立体情報を観測す
ることができるのかを明らかにすることを
目標とした。 
 
 FDCD は 1976 年に発表された論文中で、分
子内であっても局所構造をピンポイントで
観測できると、理論的に予測されている。そ
こで、タンパク質の立体構造と FDCD スペク
トルの波形とを完全に関連づけするため、
FDCD スペクトルの観測原理を反映した適当
なモデルペプチドのライブラリーを設計し、
それらの FDCD スペクトルを解析した。 
 
 また、実用化のためのもう一つの視点とし
て、特にタンパク質の場合には多くの場合に
入手できる試料が限られるため、より少量で
も測定可能とする必要があると考えた。この
問題を少しでも改善するため、「にせ FDCD 信
号」の発生を原理的に解消するという新世代
の FDCD 測定装置の特長をそのまま生かしな
がら、セルの少量化を進めた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では FDCD の観測原理を考慮した適
当なペプチドライブラリーを合成して新世
代の FDCD 測定装置によってスペクトルを測
定する一方、その測定装置の特長をそのまま
生かしながら試料の少量化を実現するため
に、従来比 1/10 の試料量でも測定可能な小
型セルを試作し、二度の改良を行った。 
 
 タンパク質の FDCD スペクトルと立体構造
の相関を調べるため、モデルペプチドのライ
ブラリーのスペクトルを測定し解析した。タ
ンパク質のFDCDを代表させるモデルとして、
蛍光性アミノ酸であるTrpとそれと相互作用
するベンゼン環を有したPheを持つペプチド
を基本骨格とした。それらの間を連結するス
ペーサーとして、棒状のオリゴプロリン鎖を
組み入れライブラリーとした。このとき、ペ
プチドの長さを系統的に制御するため、Trp
の C末端側を伸長させた WPnF（現在までに n 
= 0, 1, 2, 3, 6, 12）系と、N末端側を伸長
させた FPnW（現在までに n = 0, 2, 3, 6）
系をペプチド固相合成法によって合成した。 
 
 小型セルは、「にせ FDCD 信号」の影響を受
けない楕円鏡型の測定装置を、光学系の再調
整をせずにそのまま利用できるよう配慮し
て設計した。元の円筒型セルの受光面を 1/10
に縮小すると同時に試料の注入口を単純化
し、注入口周辺の陰の部分は偏光調整と兼用
のマスクにより覆って偏光解消と集光効率
の向上を両立させた。また、測定中は集光レ
ンズを利用して小型セルに効率よく励起光
を集中させた。 
 
４．研究成果 
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互作用が235 nmにFDCDピークとして現われ、
分子内に Pheがあれば Pheの周辺ペプチドと
の相互作用がTrpへのエネルギー移動を経由
して 215 nm に FDCD ピークとして独立に現わ
れると考えている。今後は本研究をさらに発
展させ、現在のペプチドライブラリーをさら
に拡充すること、理論計算も含めて合理的な
説明を模索すること、実用化の観点から Trp
以外の蛍光基の場合にどうなるかを検討す
ることを計画している。 
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