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研究成果の概要（和文）：本研究では、Ca2+結合タンパク質のCa2+配位構造と機能の相関について振動分光学的
アプローチが有用であることを示した。EFハンドモチーフの合成ペプチドアナログに特異的に13Cラベル体を導
入できれば、同位体シフトにより他のグルタミン酸と区別することも可能であることをトロポニンＣサイトIII
の合成ペプチドアナログを用いて明らかにした。さらにCa2+結合ドメインの凝集がCa2+結合に与える影響につい
て、タバコカルモジュリンの各結合部位やパルブアルブミンのＣＤサイト、EFサイト等に焦点を当てて、ペプチ
ドの中には凝集によるCa2+結合能の低下が示唆されるものがあった。

研究成果の概要（英文）：Infrared spectroscopy (FTIR) was applied to study the synthetic peptide 
analogues corresponding to the EF-hand motif (helix-loop-helix) of rabbit skeletal muscle troponin C
 (site III), Nicotiana tabacum calmodulin (NtCaM) isoforms and carp parvalbumin pI 4.25 (CD and EF).
 We examined the 17-residue peptide analogues rabbit skeletal muscle troponin C (site III), where a 
side chain COO- group of Glu or Asp was labeled by 13C-nuclei. The 13C-labeled COO- group of Glu at 
the 12th position showed a band at 1526 cm-1 and 1518 cm-1 in the apo and the Ca2+-loaded states, 
respectively. We confirmed that the band at 1518 cm-1 was due to the 13C-labeled COO- group 
coordinated to the Ca2+ ion in the bidentate mode. We found that the bandwidth for the COO- group in
 the bidentate coordination mode was clearly narrower than that for that in the apo state. The 
implications of the 13C-labeled COO- antisymmetric vibration mode was discussed on the basis of 
density functional theory (DFT) calculation. 

研究分野： 生体分子分光学

キーワード： 赤外分光　カルシウム結合タンパク質　合成ペプチドアナログ　配位構造　凝集
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
カルシウム結合タンパク質は、カルシウム

結合部位は EF ハンドモチーフ（へリックス-
ループ―へリックス）（図 1b）をとり、アミ
ノ酸配列の 12 番目に位置するグルタミン酸
側鎖カルボキシレート基が Ca2+と二座配位
型で結合することが結晶構造解析で解かれ
ている。図１(a)にはウサギ骨格筋トロポニン
Ｃの結晶構造を示す。低分子のカルボン酸の
カルボキシート基と金属イオンの配位様式
（図１c）は、赤外カルボキシレート伸縮振動
バンドの波数位置を用いて決められること
がよく知られているが、タンパク質の側鎖カ
ルボキシレート基に対してもこの原理的に
適用することができる（文献１）。実際にタ
ンパク質のような高分子のスペクトルでは、
様々な振動モードと重なることと、構成する
アミノ酸のスペクトル強度が弱くなるため
に、アミノ酸残基レベルでのスペクトルの帰
属は困難である。申請者らのグループは赤外
分光ではパルブアルブミン、カルモジュリン
などの分子量 10000～20000程度のタンパク
質が溶液中でも二座配位型（図１ c の
bidentate）で結合することを赤外分光から明
らかにし、そのマーカーとなるバンドの有用
性を報告した（文献 1, 2）。特に、アカザラガ
イトロポニン C の研究では、162 残基中の１
残基のカルボキシレート基の特定に成功し
て、金属イオンによるタンパク質活性相関の
アプローチとして、赤外分光が有用であるこ
とを示した（文献 1-3）。また、酢酸イオンを
モデル化合物として、溶媒和を考慮したハー
トリーフォックレベルでの分子軌道計算に
より、配位構造と振動波数の相関について報
告し、経験則に基づく配位構造の帰属が化学
計算で裏付けられることを示した（文献 4）。 

図１ カルシウム結合タンパク質の構造 

しかし、配位様式は振動バンドのピーク波数
値だけでなくバンド強度、バンド幅とも関係
があるはずであるが、十分に理解できていな
いのが現状である。そこで、タンパク質の構
造活性相関を解明するためには、タンパク質
そのものの解析と合わせて、そのモデルとな
る合成ペプチドアナログに着目することに
より、構造活性相関の新たな切り口につなが
るという考えに至った。 
 
２．研究の目的 
カルシウム結合タンパク質ならびにその

カルシウム結合部位の合成ペプチドアナロ
グを用いて、赤外分光測定によるカルボシキ
レート伸縮振動モード解析を行うことによ
り、金属イオン配位構造と振動スペクトルと
の相関を解明する。金属イオンによるタンパ
ク質の正常な構造変化とミスフォールディ
ングによる凝集を中赤外領域のスペクトル
でスクリーニングする方法を確立する。カリ
ウムチャネルなどの複雑な巨大なタンパク
質中のカルシウム結合サイトに応用するこ
とにより、構造活性相関、医薬品設計、創薬、
機能性食品の開発の基盤となることを目指
す。合成ペプチドアナログを活用することに
より、テラヘルツ分光の生体高分子への応用
の可能性を探る。 

 
３．研究の方法 
カルシウム結合部位の配位構造と振動ス

ペクトルの相関を解明するために、合成ペプ
チドアナログを用いて、赤外・ラマン分光を
行う。カルボキシレート基と金属イオンの相
互作用を理解するために、振動計算（密度半
関数法）によるアミノ酸、ペプチドの計算化
学的考察も合わせて行う。13C ラベル体によ
る赤外スペクトルの同位体シフトを活用す
ることにより、バンド強度ならびにバンド幅
を重要な構造情報として加えて、構造活性相
関の解析を行う。 
 カリウムチャネルをはじめとするタンパ
ク質複合体、集合体の複雑な系を対象として、
Ca2+結合部位の配位構造解析を行うために、
タンパク質全長での測定のほかに、合成ペプ
チドアナログによるアプローチを行う。固体
フィルム法とHD交換法を組み合わせること
により、Ca2+によるペプチドの凝集機構のス
ペクトル解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)赤外分光によるタバコカルモジュリンの
Ca2+配位構造解析 
タバコ由来のカルモジュリンには３種類の
ア イ ソ フ ォ ー ム （ NtCaM1, NtCaM3, 
NtCaM13）が存在する（文献 6）。正常のタ
バコの葉は NtCaM3 を含んでいるが、傷を
受けると NtCaM1 や NtCaM13 が蓄積され
ることが知られている（文献 7）。赤外スペク
トルを調べたところ、これらのアイソフォー
ムの Ca2+配位構造は似ているが、Ca2+による
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二次構造変化はアイソフォームで少し異な
った（文献 8）。本研究では、これらのアイソ
フォームの Ca2+結合ドメイン(Site I～IV)に
相当する 28 残基のペプチドアナログ（表１）
をそれぞれ合成して、赤外分光法による Ca2+

配位構造解析を行った。 
28 残基のペプチドアナログについて、Ca2+

フリー(アポ)状態で 10 mM のペプチド濃度
(pD 7.4)を準備したところ、いずれのアイソ
フォームも Site I, Site II は可溶であったが、
Site IIIは白濁した。また、NtCaM1のSite IV
は可溶であったが、NtCaM 3, 13 の Site IV
は白濁した。図２には NtCaM1 の Site I～IV
の赤外二次微分スペクトルを示す。Site III
の Ca2+負荷状態のように、アミドＩ’領域に
1620-1615 cm-1 付近に強いバンドが現れた
場合は、ペプチド間で会合が起きていると考
えられる。赤外測定の結果をまとめると、
Ca2+負荷状態では、NtCaM1 の Site I, II, IV、
NtCaM3 の Site I, II, III, IV、NtCaM13 の
Site I, IV はいずれも 1555-45 cm-1にピーク
を示し、12 位のグルタミン酸が Ca2+と二座
配位型で結合することが示された。ところが、
NtCaM1とNtCaM13のSite IIIはCa2+負荷
に伴うスペクトル変化を示さなかったので、
会合により Ca2+に対する結合性が失われた
ものと考えられる。また、NtCaM13 の Site II
はCa2+負荷状態で 1560 cm-1にピークを示し
たことから、Ca2+配位構造が NtCaM3 とは
少し異なる可能性が示唆された。 
 会合による影響を回避するために、
loop-helix に相当する 17 残基のペプチドア
ナログを合成して赤外スペクトルを試みた
ところ、NtCaM1 と NtCaM13 の Site III は
白濁せず、Ca2+負荷型の赤外スペクトルで
1552 cm-1 付近にバンドが現れることが確認
できた。ところが、NtCaM13 の Site I と Site 
II の 17 残基ペプチドアナログは、Ca2+負荷
型で溶液がゲル状になり、1552 cm-1 付近の
バンドは観測されなかったので、会合により
Ca2+との結合性が失われたものと考えられ
る。 
 合成ペプチドアナログを用いることによ
り、タバコカルモジュリンの各サイトの Ca2+

配位構造に関する情報が得られる。合成ペプ
チドアナログの問題点は、ペプチド間の会合
や凝集により Ca2+結合性が無くなることで
あるが、ペプチド鎖長を変えることにより、
この問題を回避できる可能性が高い。 
 

表 1 タバコカルモジュリンの Ca2+結合ドメ
インのペプチドアナログ 

図２  NtCaM1 Site I～IV の赤外二次微分ス

ペクトル 

 
(2)同位体ラベル合成ペプチドアナログの
COO-伸縮振動バンドの解析 
合成ペプチドアナログを用いて、12 位のグ

ルタミン酸側鎖 COO-基だけを 13C ラベルする
ことにより、従来のノンラベル体では波形分
離が難しいCOO-逆対称伸縮振動バンドを分離
することを試みた。 
ノンラベル体のペプチドアナログでは、グ

ルタミン酸、アスパラギン酸側鎖 COO-基の
COO-逆対称伸縮振動は、Ca2+フリー状態で
はそれぞれ 1566 cm-1と 1585 cm-1付近にバ
ンドが現れた。13C でラベルすれば、COO-

逆対称伸縮振動は約 40cm-1 に低波数シフト
するので、導入したアミノ酸だけの情報が期
待できる。実際に、ウサギ骨格筋トロポニン
C サイトⅢのペプチドアナログを調べたとこ
ろ、7 位のチロシンのベンゼン環 CC 伸縮振
動（1516 cm-1）が妨害して、二次微分演算を
施しても Ca2+結合に関する直接的な情報が
得られないことが分かった。そこで、チロシ
ンをフェニルアラニンに置換したペプチド
アナログを用いて、赤外スペクトルを調べた。
その結果、1516 cm-1 のバンドが消えて、フ
ェニルアラニン由来のベンゼン環 CC 伸縮振
動（1499 cm-1）のバンドが観測された。Ca2+

フリー状態では 1525 cm-1に新たにバンドが
現れたことから、このバンドが 13C ラベルし
た 12 位グルタミン酸によるものと解釈でき
る。Ca2+負荷状態では、1525 cm-1 のバンド
が 1518 cm-1に低波数シフトした。従って、
13C ラベル体をグルタミン酸側鎖のカルボキ
シレート基に導入すれば、他のグルタミン酸
と区別できることが明らかになった。二座配
位型のバンドはフリー状態に比べてバンド
幅が狭くなることも明らかになった。13C ラ
ベル体の合成ペプチドアナログの得られた
知見について、密度汎関数法に基づいてグル
タミン酸残基の構造最適化並びに振動計算
を行ったところ、実験を裏付けることができ
た。 
チロシンをフェニルアラニンに変えても、

Ca2+配位構造に影響はないと考えられるの
で、13C ラベルによるアプローチは、ペプチ
ド、タンパク質中の Ca2+結合を検出する分析
手法として期待できる。 
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(3) Ca2+結合部位合成ペプチドアナログの凝
集 

EF ハンドモチーフの原点となるコイパル
ブアルブミンに着目して、CD サイトと EF
サイトに相当するペプチド合成を行った（図
3）。赤外スペクトルを解析したところ、CD1
は予想通りに Ca2+有無によるスペクトル変
化が観測されたが、EF1 は凝集を起こした
（図 4）。次に loop－helix 部位に相当する 17
残基ペプチドを合成し、赤外スペクトルを測
定したところ、CD2 は金属イオンフリー状態
では通常のプロフィールを示したが、Ca2+負
荷状態で凝集を起こすことが分かった。また、
EF2 は金属イオンフリー状態、Ca2+負荷状態
いずれも凝集したままで、Ca2+配位による情
報を得ることができなかった。そこで、C 端
側のヘリックス部位の疎水性アミノ酸残基
に凝集の原因があると考えて、15 番目のロイ
シンもしくはアラニンをリジンに置換した。
その赤外スペクトルを調べたところ、CD3、
EF3 いずれも凝集を起こさず、Ca2+配位構造
に関する情報を得られた。 
 EF ハンドモチーフでペプチド凝集問題を
解決するためには、17 残基のペプチド鎖長で
検討することは有効であると考えられる。現
状では凝集問題を回避する統一的な方法は
確立されていないが、C 端側のへリックス部
位のアミノ酸置換が鍵を握る可能性が高い
ことが示された。 

図３ パルブアルブミンの合成ペプチドア
ナログのアミノ酸配列 
 

図４ パルブアルブミンの合成ペプチドア
ナログ CD1 と CD2 の赤外二次微分スペクト
ル（a,c）Ca2+フリー状態,(b, d) Ca2+負荷状態。 
 
(4) 複雑系を対象としたカルシウム配位構造
の解析―タバコカリウムチャネル（NtTPK1） 

NtTPK1 はタバコ（Nicotiana tabacum）細
胞の液胞膜に存在する TPK 型カリウムチャ
ネルである。このチャネルの C 末端側には
EF ハンドモチーフと呼ばれる Ca2+結合ドメ
インがあり、Ca2 がシグナル伝達に関係する
と考えられている。この研究では NtTPK1
のカルシウム結合ドメインを含む 85 残基の
タンパク質（NtTPK1-C）に焦点を当てて、
赤外分光法による配位構造の解析を試みた。 

COO-伸縮振動領域を解析するために、ペ
プチドプロトンをできるだけ重水素置換し、
重水溶液として赤外スペクトルを調べた。
Ca2+有無でそれぞれ二次微分を施したスペ
クトルを図 5 に示す。NtTPK1-C の COO-逆
対称伸縮振動領域において、Asp 側鎖 COO-

基のバンドは、Ca2+フリー状態でおよび Ca2+

負荷状態で 1584 cm-1付近にバンドを示した。
Ca2+フリー状態では Glu 側鎖 COO-基に由来
するバンドは 1565 cm-1付近に観測されたが、
Ca2+負荷状態では 1556 cm-1 もしくは 1539 
cm-1に低波数することがわかった。このこと
から Ca2+結合部位 12 位の Glu 側鎖 COO-基
は Ca2+と二座配位型で結合するものと考え
られる。次に、EF ハンドモチーフに相当す
る合成ペプチドアナログ TPKEF1（28 残基）
の赤外スペクトルを調べると、Ca2+負荷状態
で 1551 cm-1にバンドを示すことが確認され
た。しかし、NtTPK1-C で観測された 1539 
cm-1 のバンド（図 5（a））は TPKEF1 では
観測されなかった。EF ハンドモチーフの付
近には、カルシウム結合部位に似ている配列
の部位があるので、その合成ぺプチドアナロ
グ(TPKEF2)についても赤外スペクトルを調
べたところ、Ca2+結合には関与しないことが
分かった。従って、1539 cm-1 のバンドは
COO-逆対称伸縮振動に由来するとは考えに
くく、主鎖ペプチドの水素の一部が D 化され
ていない可能性が考えられる。 
 

図 5 NtTPK1-C の二次微分スペクトル 
（a）Ca2+負荷状態、（b）Ca2+フリー状態 
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