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研究成果の概要（和文）：真空紫外円二色性（VUVCD）と線二色性（LD）を用いて、生体膜相互作用環境にある
蛋白質の高次構造を獲得する手法を構築し、細胞への薬物輸送に関わるα1-酸性糖タンパク質(AGP)及び膜のミ
エリン化に関わるミエリン塩基性タンパク質(MBP)の構造-機能解析に応用した。マイクロ流路Flowセルと送液ポ
ンプを組合せたLD測定システムから、蛋白質の膜結合部位の二次構造の配向を解析できる手法を開発した。特性
が異なる様々なリポソーム存在下でのAGPとMBPの二次構造解析から、AGPの薬物結合領域が膜と直接相互作用す
ることやMBPと膜との相互作用機構が静電的であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We developed new analytical method which can characterize the structure of 
membrane-bound protein using vacuum-ultraviolet circular-dichroism (VUVCD) and linear-dichroism (LD)
 spectroscopy. This VUVCD-LD method uses the flow-LD measurement system equipped with the 
microchannel type flow cell and liquid pump, and can analyze the orientation of secondary structures
 at the local region such as membrane binding site of protein. This system was applied to the 
structural analysis of alpha1-acid glycoprotein (AGP) and myelin-basic protein (MBP) in the 
membrane. It is known that AGP transports a drug into membrane and MBP relates to the myelination in
 nerve cell. The secondary structures of AGP and MBP were determined by VUVCD-LD method in the 
presecne of various liposomes, revealing that the drug-binding regions of AGP directly interacted 
with membrane and that the driving force of MBP-membrane binding was electrostatic interaction.

研究分野：生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
円二色性(CD)は，キラルな光学活性物質の立
体構造を敏感に反映するため，タンパク質の重
要な構造解析法となっている。しかし，水溶液
試料で 190 nm 程度の短波長までしか測定で
きず，得られる構造情報に限界があった。これ
まで我々は，広島大学放射光科学研究センター
で放射光源を利用した真空紫外円二色性
(VUVCD)分散計を構築することで，水溶液中で
160 nm の真空紫外(VUV)領域までタンパク質
CD 測定を可能にし，タンパク質の二次構造含
量・本数の高精度解析法を確立，またバイオイ
ンフォマティクス技術である Neural-Network
法(アミノ酸配列情報)を導入したタンパク質の
二次構造の位置予測法(VUVCD-NN 法)を構築
した。この解析手法は，薬物輸送やアミロイド
線維形成の機構の解明に重要な生体膜と相互
作用したタンパク質の構造研究に有効であっ
た。 
２．研究の目的 
本研究の目的は，放射光VUVCDによるタン
パク質構造解析法のさらなる高度化により，生
体膜結合状態のタンパク質の構造研究を飛躍
的に発展させることである。従来の二次構造の
含量・本数・位置解析に加え，タンパク質二次
構造の配向情報を獲得するため，VUVCD分散
計に Flow-VUV 線二色性(LD)測定システムを
組み込む。このVUVCDと LD法を，生体膜相
互作用環境下にあるタンパク質の構造研究に
応用し，生体分子間相互作用研究の新たな展開
を目指す。具体的には，以下の２点の研究を行
う。 
① タンパク質二次構造の配向解析 
-helix構造の遷移モーメント(n*, *)は，

-helix軸に水平あるいは垂直なため，Flowに
よりリポソームを楕円型に変形させることで，
リポソームと結合した-helix が膜表面に平行
(表面に付着)なのか，垂直(膜に貫通)なのかを
LD 値(水平と垂直な直線偏光の吸収差)の符号
から判断できる。本研究では，VUV 領域まで
測定可能な Flow-LDシステムを構築し，３種の
膜結合タンパク質の構造解析に応用する。これ
により，VUVCD-LD によるタンパク質の生体
膜結合部位の配向構造解析の有効性について
検証する。 
② 生体膜結合タンパク質の構造解析 
本研究では，VUVCDと LD法を用いて，血
中の薬物輸送に関わるとされる1-酸性糖タン
パク質(AGP)及び髄(ミエリン)鞘の安定化に寄
与するミエリン塩基性タンパク質(MBP)の膜
誘起構造(生体膜相互作用系)を詳細に解析する。
また，これら構造情報からタンパク質と生体膜
との相互作用機構について考察し，VUVCDに
よる生体膜環境下にあるタンパク質の構造解
析の有効性について議論する。 
３．研究の方法 
① タンパク質二次構造の配向解析 

VUV 領域(~175 nm)までの LD が測定でき
る極薄 Flowセルを備えた Flow-VUVLDシス
テムを開発する。また-helix構造を形成する

ポリ L グルタミン酸やポリ L リジンの
Flow-LDから，VUV領域における LDスペク
トルの帰属を行い，高エネルギー遷移に基づ
く配向構造の獲得を試みる。さらに，3 種の
膜結合タンパク質を対象にして，VUVCD か
らの二次構造の位置情報及びこの領域のア
ミノ酸情報(両親媒性等)から，リポソームと
相互作用可能な-helix 部位と配向が予測で
きる解析法を作成する。 
② 生体膜と相互作用した AGPの構造解析 

血漿タンパク質AGPは，中性または塩基性
の薬物と結合するが，リポソームとの相互作
用により-sheet 構造から-helix 構造に大き
く変化し，薬物との結合能が低下することが
知られている。そこで，AGPのリポソームと
の相互作用機構を解明するため，VUVCD・
LD測定から，膜表面電荷(負電荷・中性)や脂
質頭部(グリセロール・エタノールアミン・コ
リン・セリン)が異なるリン脂質から成るリポ
ソーム存在下での AGP の二次構造含量・本
数・配列・配向を解析し，AGP構造変化の有
無や大きさから，薬物結合との関連性につい
て議論する。 
③ 生体膜と相互作用したMBPの構造解析 

MBPは，神経細胞の軸索周辺に形成される
ミエリン(リン脂質や糖脂質が主成分)内に多
く含まれ，ミエリンの構造安定性に関与する。
本研究では，ミエリンを構成する 5種のリン
脂質(ホスファチジルエタノールアミン:PE，
ホスファチジルコリン:PC，ホスファチジル
セリン:PS，ホスファチジルイノシトール:PI，
スフィンゴミエリン:SM)存在下での MBP の
VUVCD スペクトルを測定し，リポソーム結
合型 MBP の二次構造を VUVCD により解析
することで，リポソームの種類に依存した膜
-MBP 相互作用機構の違いを明確にする。ま
た，MBP構造とミエリン化との関係について
調査する。 
４．研究成果 
① タンパク質二次構造の配向解析 
極薄 Flow セル(75μm)を備えた Flow 型 LD
測定システムを構築し，VUVCD装置に実装し
た。構築したシステムを図 1に示す。子牛胸腺
由来のDNAを Flow状態で測定した結果，Flow
無しでは，LDを示さなかったが，Flowするこ
とで LD が観測できることを確認した。また。
セルを 90°回転させると，理論通り LD値の符
号が逆転した。この装置により，Flow 環境下
にある生体分子のLD測定が可能であることを
確認した。ポリ Lグルタミン酸やポリ Lリジ
ンの Flow-LD の測定を行ったが、特徴的な

図1 Flow型VUVLD測定システムの模式図 



LDは観測されなかった。今後、Flowシステ
ムの改良によりせん断速度を高める必要が
ある。 

3 種の蛋白質
(-ラクトアルブ
ミン: LA，チオ
レドキシン: Trx，
-ラクトグロブ
リン : LG）の 
VUVCD と LD
スペクトルを，
ホスファチジル
グリセロール
（PG）から作成
したリポソーム
存在下・非存在
下で 170 nm ま
で測定した（図 2
には，LA の結果を示す）。VUVCD から
二次構造の含量・本数・配列を解析し結果，
リポソーム存在下で-helix 領域が増加す
ることが分かった。また，LDから生体膜
と結合した helix の配向を解析した結果，
LAでは 2本の両親媒性へリックスがリポ
ソーム表面に結合し，Trxと LGではそれ
ぞれ2本と1本の疎水性へリックスがリポ
ソームを貫通していることが示唆された。
図 3には，LAを用いた構造解析の例を示
す。VUVCDと LD分光法の併用から，生
体膜との蛋白質の結合部位の構造情報が

得られることが分かった。 

② 生体膜と相互作用した AGPの構造解析 

VUVCD 装置を用いて，β ストランドリッ
チである AGPの VUVCDスペクトルを PI， 
PS, PE, PC, SM)リポソーム存在下(pH4.5，
25℃)で，260～170 nmの範囲で測定した結果，
PS・PE・PIでは相互作用に伴う特徴的なスペ
クトル変化が見られたが，PCと SM存在下で
は変化が観測されなかった。また，VUVCD
スペクトルから二次構造解析を行った結果，
天然状態では 15%であったへリックス含量
が PS(31%) <PE(36%) < PI(53%)の順で増加す
ることが分かった。PC, SM, PEの頭部の正味
電荷は中性で，PI，PSでは負であることから，
AGPと膜との相互作用は，リン脂質頭部の正
味電荷だけでなく，種類にも依存することが
分かった。PI存在下で，アミノ酸配列レベル
の二次構造解析を行った結果，薬物結合サイ

トを含むAヘリックス領域と含まないGヘリ
ックス領域が生体膜と結合可能な部位であ
ることが分かった。これら Aと G領域のペプ
チドを合成しリポソーム存在下でVUVCDス
ペクトルを測定したところ，Aペプチドのみ
で構造変化が観測された。A領域は，両親媒
性のアミノ酸配列でもあることから，まずこ
の領域が生体膜と静電的相互作用により結
合し，これがトリガーとなり，AGP のβ-α
構造転移が誘起されることが示唆された。こ
の結果により，相互作用の初期段階で薬物結

合サイトの構造変化が起こると推察された。 
③ 生体膜と相互作用したMBPの構造解析 

ミエリンを構成する 5 種類のリン脂質(PC, 
PE, PS, PI, SM)生体膜存在下におけるMBPの
VUVCD スペクトルを測定した（図５には，
PI存在下の結果を示す）。二次構造の解析結
果から，MBP は天然変性タンパク質であり，
PC, PE, SM生体膜存在下では構造変化せず，
PSと PI生体膜存在下では-helix構造を形成
す る こ と が 分 か っ た 。 VUVCD と
Neural-Network 法の組み合わせ法から，アミ
ノ酸配列上での二次構造の位置予測を行っ
た結果，MBPはPSとPI存在下で6つの-helix
領域を形成し，その内 5つの領域で正味電荷
がプラスであることが分かった。PS と PI 生
体膜表面はマイナスに帯電しているため，
MBP は静電的相互作用により両生体膜表面
と結合し-helix 構造を形成することが示唆
された。またこれらの-helix領域は，生体膜
の条件により両親媒性へリックスを形成す
ることが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

このようにVUVCDと LDを組合せ法が，生
体膜相互作用環境下にあるタンパク質の構造
研究に重要な情報をもたらすことが分かった。 
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図2 LAのVUVCDとLD
スペクトル 

図 3 VUVCDと LDによる生体膜相互作用
状態の LAの構造解析 

図 5 MBP の天然状態とリポソーム存在下
でのVUVCDスペクトル 
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図 4 AGPの天然状態とリポソーム存在下
でのVUVCDスペクトル 
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