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研究成果の概要（和文）：原子レベルの蛋白質立体構造から円二色性（CD）スペクトルを算出できるCD理論を真
空紫外(VUV)領域まで拡張することで高度化し，蛋白質の二次構造だけでなくアミノ酸側鎖構造（三次構造）に
関する情報を取得する手法を構築した。この手法を，β2-microglobulinフラグメント(β2m21-31) のpHに依存
したアミロイド線維の構造解析に応用した結果，pHによる線維の構造変化は二次構造レベルではなく，アミノ酸
側鎖が関与する分子間構造の違いによるものであることが示唆された。VUV領域まで考慮したCD理論は，アミロ
イド線維のような蛋白質-蛋白質相互作用系の構造解析に有効であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Circular dichroism (CD) theory can calculate the CD spectrum of protein from
 its three-dimensional structure at atomic level. In this study, we improved this theory as the 
structural information of amino-acid side chain (tertiary structure) and backbone (secondary 
structure) can be more accurately characterized. New theory was evaluated by the crystal structures 
of seventeen proteins by comparing their experimental and theoretical spectra. This method was 
applied to the structural analysis of amyloid fibrils of beta2-microglobulin fragment at two pH 
values (acid and base conditions). The results showed that the structural differences depending on 
pH were ascribed not to the secondary structures but to the intermolecular structures related to 
side chain of amino acids, indicating that the CD theory including the VUV region was powerful tool 
for the structural research of protein-protein interactions such as amyloid fibrils.
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１．研究開始当初の背景 
円二色性(CD)は，蛋白質の構造解析に広く

利用されている。この手法は，様々な実験条
件下で測定できる利点を持つため，特に蛋白
質，生体膜，DNA などと相互作用した環境下
にある構造解析に有効である。しかし，相互
作用のメカニズムの解明に重要な結合部位
（分子間）などの局所構造の解析は困難であ
る。これまで我々は，CD 分光法から得られ
る構造情報やその精度を向上させるため，放
射光を用いた真空紫外円二色性（VUVCD）
分散計を用いて，160nm までの蛋白質 CD ス
ペクトル測定を実現し，二次構造の含量・本
数のみならず，バイオインフォマティクス技
術などの機械学習法と組み合わせることで，
二次構造の位置や配向の解析を可能にした。
例えば，生体膜相互作用系では，蛋白質の膜
結合部位の構造を明確化できる手法を開発
している。一方最近では，原子レベルの蛋白
質立体構造モデルを用いる CD 理論解析（図
１）から，活性部位付近の局所構造やリン酸
化による局所的な構造変化などを解析する
ことができるようになった。そのため，放射
光を用いて初めて観測できる高エネルギー
領域（VUV 領域）の電子遷移の種類やモーメ
ントを考慮した蛋白質 CD 理論(VUVCD 理
論)の構築は，従来よりも精密な蛋白質の高次
構造(膜-蛋白質，蛋白質-蛋白質間構造)など情
報の獲得を可能にし，CD 分光学にブレーク
スルーをもたらすと期待できる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
そこで本研究では CD による蛋白質-蛋白

質相互作用系の構造解析法を重点的に高度
化させるため，以下の 2 点について研究を展
開した。①現在の CD 理論は，二次構造に帰
属されるアミド基と三次構造に帰属される
芳香族アミノ酸側鎖の CD を計算することが
できる。計算精度を向上させるため，マトリ
ックス法を用いた新しい CD 理論を構築する
と共に，他のアミノ酸側鎖も考慮できるプロ
グラムを作成する。②構築した理論を用いて，
蛋白質-蛋白質相互作用系の応用研究として，
溶液中のアミロイド線維の CD スペクトルの
帰属を行う。特に，溶媒効果の一つである pH
に依存する線維構造の違いを明確化する。 

 
３．研究の方法 
① 蛋白質のCD理論の高度化 
現在までに開発された CD 理論には，マト

リックス法を用いた PROTEIN プログラムと
マトリックス法に分極率の寄与を考慮した
PROTPOL プログラムがある。前者は，標準
的な計算方法であり，後者はプロリン残基が
多い蛋白質の計算に有効である。計算精度の
向上のため，遷移エネルギーの局所電場を考
慮できるプログラムを新たに構築し，既存の
PROTEIN プ ロ グ ラ ム に 実 装 す る
（PROTEIND）。CD 理論に高度化するため，
ヒスチジン側鎖のイミダゾール基（pKa 6.0）
のプロント化を，ε位，δ 位，また両方の場
合を考慮したプログラムを作成する。 
② 2-microglobulin(2m)フラグメントア

ミロイド線維の構造解析 
透析アミロイド病に関与する2m の断片ペ

プチド2m21−31（
21NFLNCYVSGFH31）は，ア

ミロイド線維のコアフラグメントとして知
られており，酸性と塩基性で異なる形態を取
ることが知られている。2m21−31 フラグメン
ト（純度 99%以上）のアミロイド線維（濃度
0.1～0.05％）を 100mM NaCl を含む 50mM
酢酸緩衝液(pH5.0)と 50mM リン酸緩衝液
(pH8.5)中で作成した。アミロイド線維の 300
～178 nm までの CD スペクトルを，HiSOR の
放射光 VUVCD 装置により測定した。2m21−31

アミロイド線維の立体構造モデルは，2m20−40

アミロイド線維の固体 NMR 構造を基に構築
した。線維内の平行・逆平行-sheet のスタッ
キングパターンなどを考慮しながらモデル
構造を構築し，水溶液中で分子動力法
(GROMACS)により 20ns 間シミュレートした。
400ps 毎のシミュレート構造を抽出し，それ
ぞれの理論 CD スペクトルを PROTEIN と
PROTEIND プログラムにより計算した後，平
均化した。 

 
４．研究成果 
① 蛋白質のCD理論の高度化 
遷移エネルギーの局所電場を考慮したプ

ログラムである PROTEIND を構築し，二次構
造含量が異なる 17 種類の蛋白質の結晶構造
（分解能 0.9～2.3Å）を対象に，3 種類の CD
理論（PROTEIN, PROTPOL, PROTEIND）を
用いて計算を行なった結果，-helix rich な蛋
白質，/ or +蛋白質，-strand rich な蛋白
質のいずれにおいても， PROTEIND > 
PROTEIN > PROTPOL の順番で，計算スペク
トルの精度が向上することが分かった。また，
これら 17 種の結晶構造を分子動力学（MD）
法でシミュレートし，計算 CD と実測 CD と
の比較を行った。その結果，3 種類の CD 理
論いずれの計算方法においても，MD 法を用
いた場合の方が，実測 VUVCD に近い理論値
を示した。これにより，構造ダイナミクスを
考慮できる MD 法は，蛋白質 CD 理論に有効
であることが分かった。 
ヒスチジン側鎖についての CD 理論を 3 種

類作成した。ε位あるいは δ 位のプロトン化
は，正味電荷はゼロであるため，イミダゾー
ル基の電荷は無視し，電子密度のみを考慮

図１ CD 理論を用いた蛋白質構造解析の
模式図 
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した。ε位と δ 位の両方がプロトン化されて
いる場合は，イミダゾール基の正味電荷（+1）
を２つの N 原子に均等に分けた。これにより，
ヒスチジン側鎖の寄与も考慮できる新たな
CD 理論を構築した。これら側鎖の種類に依
存した蛋白質 CD への影響を見るために，
RNase A の結晶構造から CD を計算した結
果，主に近紫外域の 280nm 付近の CD に影
響を及ぼし，紫外・真空紫外域には，影響
が無いことが分かった。近紫外域の CD は，
芳香族アミノ酸側鎖の影響を受けるため，
主に三次構造の帰属に有効であると考えら
れる。 
② 2mフラグメントアミロイド線維の

構造解析 
アミロイド線維コアフラグメントの

2m21−31のアミロイド線維を酸性（pH5.0）と
塩基性(pH8.5)条件下でVUVCD測定を行った。
その結果，pH5.0 では，280nm 付近で正，220nm
付近で負，200 と 180nm で連続した正のピー
クを示し，pH8.5 では，280nm 付近で負，220nm
付近で負，180nm で正のピークを示し，この
フラグメントは，pH に依存して特徴的な CD
を示し，構造に違いがあることが分かった。
各 pH 条件下で，2m21−31 のアミロイド線維の
モデル構造の MD 計算を，-sheet のスタッキ
ングパターンやシステイン残基の二面角
（N-C-C-S）を考慮しながら行った結果，い
ずれの初期構造でも，初期の-sheet リッチ構
造を保ちつつ，20ns 間シミュレートできるこ
とが分かった。PROTEIN の CD 理論を用いて，
VUVCD スペクトルを計算した結果，平行
-sheet の場合は比較的 CD 強度が大きく，実
測値とは異なり，逆平行-sheet 構造の方が，
実測に近かった。また，フラグメント間にジ
スルフィド結合があることや，システイン基
のCβや Sを含めた二面角の違いによりCDス
ペクトルが変化することがわかった。この二
面角 180°の時に，PROTEINの計算精度内で，
酸性・塩基性条件下での2m21−31 のアミロイ
ド線維の特徴的な CD スペクトルが再現する
ことができた。（図 2） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の結果は，pH によるコンフォメーシ

ョン変化は，二次構造レベルではなく，芳香
族アミノ酸側鎖が関与する分子間構造（スタ
ッキング）の違いによるものであることが示
唆された。VUV領域まで考慮したCD理論は，

アミロイド線維のような蛋白質-蛋白質相互
作用系の構造解析に有効であることが分か
った。 
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