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研究成果の概要（和文）：溶媒や処理条件に依存した生体高分子の多様な構造体を、分離と同時に構造評価する手法の
開発が望まれている。本研究では、生体高分子をクロマトグラフィーで分離しオンライン接続した溶液X線散乱測定装
置により、溶出分子のサイズ、分子量および分子構造を同時計測する溶液X線散乱クロマトグラフィー法について、生
体高分子の分離直後の溶液構造物性評価における有効性の提示に焦点を絞り、食品加工や食品開発など生体高分子関連
分野への普及展開を見据えた基盤研究を行った。

研究成果の概要（英文）： In this study, to present the appropriate application of the size-exclusion 
chromatography combined with small-angle X-ray scattering technique, we will evaluate this measurement 
system by characterization of　biological macromolecules, such as a large glycoprotein proteoglycan. This 
method will be useful for the estimation of the size (the radius of gyration value), zero-angle 
scattering intensity (molecular weight) and structural properties (conformations or persistence lengths) 
of separated biological macromolecules with dimensions of 1-10 nm in solution. The present results show 
that the combination of the small-angle X-ray and light scattering methods will be a powerful tool for 
characterization of large biopolymers in solution. Since the potential of this technique depends on the 
performance of the X-ray scattering instrument, further development of the measurement system will be 
important for future food and biological sciences.

研究分野： 食品タンパク質溶液学

キーワード： 分離分析　食品関連生体高分子　分離直後の溶液構造物性評価
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１．研究開始当初の背景 
（１）生体高分子の溶液中の構造に関する情
報は、生命現象の理解や創薬あるいは農作
物・食品中の機能性高分子物質の探索などに
有用で、基礎生命・物質科学、医・薬学など
様々な分野での活用が期待できる。生体高分
子には、結晶化や NMR 解析の困難な超巨大分
子や会合体が少なくなく、これらの溶液中の
構造解析には溶液 X線散乱（小角 X線散乱）
法が有効である。2011 年末での PubMed によ
る溶液X線散乱をキーワードにした検索フィ
ット論文数が多数あり、近年、溶液 X線散乱
に関する研究論文が指数関数的に増大して
いる。 
 
（２）タンパク質は溶媒条件や処理条件によ
り多様な形状や分子集合状態であることか
ら、それらを分離と同時に構造評価する方法
の開発が食品バイオテクノロジーをはじめ
タンパク質の係わる多様な分野において望
まれていた。そこで、申請者らは、タンパク
質をクロマトグラフィーで分離し、オンライ
ン接続した放射光溶液X線散乱測定装置によ
り、溶出分子のサイズ、分子量および分子構
造を同時計測する新規な分析法である溶液 X
線散乱クロマトグラフィー法（図１）のオー
プンゲル濾過カラム仕様の構築から開始し、
HPLC ゲル濾過クロマトグラフィーとの組み
合わせによる水溶性タンパク質や多糖の溶
液中のサイズ・分子量・分子鎖形態の同時評
価を試み、本手法の基礎研究を先行している
（Watanabe et al. J. Chromatogr.A, 2009； 
Anal. Bioanal. Chem., 2011）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 
 
（３）分離手段と溶液 X線散乱の組み合わせ
の研究は、クロマトグラフィー溶出液の溶液
X 線散乱測定によるタンパク質のサイズのみ
の評価について、および、フィールドフロー
フラクショネーションとの組み合わせによ
るナノ磁性体粒子の解析について報告され
ている。しかしながら、単発的あるいは生体
系でない報告にとどまり、生体高分子の分子
構造解析に関する基礎研究に未開拓なこと
が残されており、ゲル濾過以外のクロマトグ
ラフィーモードでの評価や自動測定に関し
て、創薬や食品加工などの生体高分子関連製

造現場への普及展開に必要な基盤技術開発
研究も検討することが残されている。 
 
２．研究の目的 
タンパク質をクロマトグラフィーで分離

し、オンライン接続した放射光溶液 X線散乱
測定装置により、溶出分子のサイズ、分子量
および分子構造を同時計測する溶液X線散乱
クロマトグラフィー法（図１）について、本
研究では、結晶化および NMR 解析の成功して
いない対象について、分離直後の分子構造解
析に焦点を絞った有効性の実証、および未開
拓のゲル濾過以外のクロマトグラフィーモ
ードと自動連続測定についての技術開発検
討から普及展開を考慮した基盤研究を行う。
具体的には以下の点を明らかにする。 
溶液 X線散乱クロマトグラフィー法につい

て、未開拓対象の分子構造解析に焦点を絞り、
結晶化およびNMR解析の成功していない巨大
糖タンパク質プロテオグリカンやムチンの
超分子体（分子量約 200万〜1000 万）のクロ
マトグラフィー直後の分子構造を明らかに
する。また、アルブミンタンパク質の結晶化
および NMR 解析の困難な熱変性・可溶性会合
体のクロマトグラフィー直後の分子構造特
性を明らかにする。さらに、オリゴマー生体
膜タンパク質 OmpF の可溶化状態について、
本手法の適用の可能性を検討する。一方、未
開拓のゲル濾過モード以外のイオン交換ク
ロマトグラフィーでの評価研究および自動
連続計測技術の開発の可能性を評価する。 
 
３．研究の方法 
本研究における放射光溶液X線散乱測定装

置は、高エネルギー加速器研究機構放射光施
設の協力ビームラインを利用する。生体高分
子をクロマトグラフィーで分離し、オンライ
ン接続した放射光溶液X線散乱測定装置によ
り、溶出分子のサイズ、分子量および分子構
造を同時計測する分析法である「溶液 X線散
乱クロマトグラフィー法」の高度化を主題と
する。本研究では、未開拓の本手法の有効性
の検証、および他領域への普及に役立つ基盤
技術開発を行う。 
具体的には、結晶化および NMR 解析の成功

していない生体高分子である、巨大糖タンパ
ク質・プロテオグリカンとムチン、およびア
ルブミンの可溶性熱処理会合体、などについ
て本手法の利用による分離直後の分子構造
解析の可能性の検討を行う。さらに、本手法
において未開拓のイオン交換クロマトモー
ドの導入試験を行い、本手法の創薬、食品加
工など生体高分子関係分野での利用展開に
役立つ知見を得る。 
 

４．研究成果 
（１）本研究では、結晶化および NMR 解析の
成功していない生体高分子やその集合体な
どについて、溶液 X線散乱クロマトグラフィ
ー法による分離直後の分子構造解析に焦点



をしぼり、本手法の有効性を明らかにした。 
まず、プロテオグリカンの溶存分子構造解

析を溶液 X 線散乱クロマトグラフィー法に
よる解析を行った。鮫軟骨・糖タンパク質・
プロテオグリカンの光散乱測定により、その
重量平均分子量は約 400 万で、クロマト主ピ
ークの分子量は約 200 万である。本研究では
溶液 X 線散乱クロマトグラフィー法により、
結晶化および NMR 解析の成功していない鮫
軟骨プロテオグリカンの天然条件における
分離直後の分子構造を明らかにした。その結
果、排除体積を持ったほどけた構造で、クロ
マトグラフィーの溶出直後の散乱曲線（図
２）の解析により、つまり、散乱ベクトルｑ
の絶対値に対する散乱ベクトルの 2 乗の値
と散乱強度 I の積ｑ２I のプロット（図３）
の屈曲点から高分子鎖の堅さの指標である
持続長を評価すると、その値が 13-16 nm で
あることを明らかにした。高分子量プロテオ
グリカンに免疫賦活機能が示唆されている
ので、本解析はその生理機能解明に重要な意
味があると考えている。今後、同種の試料に
ついて、溶液中の分子鎖構造と機能との関連
の解明も重要な課題であり、今後の新たな展
開が期待できる。また、本研究の成果は、光
散乱法と溶液 X 線散乱クロマトグラフィー
法の相補的な活用例としても今後の研究展
開に有用な知見を与えるものである。 
 

 
図２ 
 

 
図３ 

 

（２）溶液 X線散乱クロマトグラフィー法に
よりウシ顎下腺ムチンの超分子会合体の形
状およびタンパク質変性作用のある界面活
性剤・ドデシル硫酸ナトリウム共存下での分
子構造を評価し、超分子会合体およびドデシ
ル硫酸ナトリウム存在下の構造が異なるこ
とを示唆する結果を得たので、溶液構造物性
評価における本手法の有効性が提示できた
と考えている。また、本条件でのムチンへの
ドデシル硫酸ナトリウムの結合量は単純タ
ンパク質より少なく、ムチンのゲル電気泳動
法の適用は慎重に検討する必要があること
が示唆される。 
 

（３）さらに、分子量数万のアレルゲン性タ
ンパク質であるウシ血清アルブミンの熱処
理条件で混在するモノマーと可溶性高分子
量会合体のクロマトグラフィー分離条件に
おける溶液 X 線散乱クロマトグラフィー法
による可溶性会合体の分子構造変化を明ら
かにするため、ウシ血清アルブミンの熱変性
可溶性分子の溶液 X 線散乱データを評価し
た。その結果、熱変性可溶性分子は、生理的
条件での天然状態単量体とは異なる構造特
性を示すことを明らかにした（図４）。本結
果は、食品タンパク質の熱処理加工時のゲル
化の初期過程の解析と関連するので、今後の
この分野での散乱手法の有効利用が期待で
きる。 

 
図４ 

 
（４）一方、遺伝子産物の約 30％といわれ
る生体膜タンパク質の分離分析法の開発は、
生命科学や医学などで発展が急がれる分野
である。本研究では、大腸菌外膜に低分子
の通過孔を形成する内在性生体膜タンパク
質 OmpF について、界面活性剤ドデシル硫酸
ナトリウムによる可溶化条件下で溶液 X 線
散乱クロマトグラフィー法の適用を検討し
たものの、現時点では良好な散乱データの
取得に至っていない。しかしながら、近年
の放射光溶液散乱測定システムの高度化に
より、分子量だけでなく分子構造の違いか
ら溶出成分を識別可能な事を明らかにでき
る事が期待できる。 



（５）本研究では、溶液 X線散乱クロマトグ
ラフィー法の高度化の視点から、イオン交換
クロマトグラフィーモードの同手法への適
用について評価した。具体的には、試料とし
て水溶性食品タンパク質である卵白リゾチ
ームを使用し、イオン交換クロマトグラフィ
ーの溶出分子のサイズと分子量を評価する
ことが可能かを検討した。その結果、サイズ
評価のための溶液散乱データの取得は充分
に可能であることを見いだしたが、その詳細
を精査する必要があることがわかった。つま
り、散乱角度ゼロ外挿強度値の評価からの分
子量計算における溶出試料濃度の定量性な
どを再検討する必要があることがわかった。
本研究成果は、本手法におけるクロマトグラ
フィーモードを拡張できる結果として今後
の展開が期待できる先駆的な試みと考えら
れる。 
 
（６）さらに、連続測定システムの構築の可
能性の有無を検討した。これまで主として使
用していた放射光散乱測定装置の測定シス
テムの変更にともない、より高性能な散乱検
出器の利用が可能となることになり、これま
で使用してきた一次元検出器で見いだして
きた知見から、新測定システムに適応した自
動測定システムの開発が新たな重要な展開
であることが明らかとなった。これまでの成
果から、溶液 X線散乱クロマトグラフィー法
の分離直後の分子構造解析における有効性
を示すことができ、本手法の他分野への技術
普及が十分に期待できる。 
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