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研究成果の概要（和文）：タンパク質と生体膜との相互作用は、様々な生命現象と密接に関連している。これら
生命現象のメカニズムの理解には、膜に結合したタンパク質の構造解析が重要である。本研究では、リポソーム
生体膜存在下など様々な条件下で構造解析が可能な真空紫外円二色性(VUVCD)法を用いて、α1酸性糖タンパク
質、ミエリン塩基性タンパク質、抗菌性ペプチドの構造-機能相関について調査した。VUVCD法は、生体膜に結合
したタンパク質の構造を調べる上で有効であり、他の実験的(直線二色性や蛍光異方性等)・理論的(分子動力学
等)手法を組み合わせることで、膜結合タンパク質の構造-機能相関の理解に重要な知見を与えることが分かっ
た。

研究成果の概要（英文）：Interaction of proteins with lipid membranes plays a key role in the 
manifestations of various biological phenomena such as myelin formation around neuron cell and 
antimicrobial activity in immune system. To elucidate the molecular mechanisms underlying the 
phenomena, it is important to characterize the membrane-bound conformation of proteins in the 
presence of bilayer liposomes . In this study, vacuum-ultraviolet circular dichroism (VUVCD) 
spectroscopy was used to characterize the conformations of three types of membrane-bound proteins 
(α1-acid glycoprotein, myelin basic protein, and magainin 2 peptide). All the findings suggested 
that VUVCD and its combination with experimental (linear dichroism and fluorescence) and theoretical
 (molecular dynamics simulation) methods can provide useful information on the interaction mechanism
 between proteins and lipid membranes, revealing the structure-function relationships at molecular 
level.

研究分野： 生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、蛋白質が細胞膜と相互作用することで起こる健康や疾患に関係する様々な生命機能のメカニズムを分
子レベルで追跡する手法の構築に寄与した点で、学術的意義がある。本手法は、細胞内への物質輸送やパーキン
ソン病などの疾病メカニズムを解明するための基礎的なデータを提供することができ、将来は健康促進や治療戦
略に貢献すると期待される点で社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
水溶性蛋白質の生体膜（リン脂質）との相互作用は，蛋白質毒素の膜透過や膜上でのアミロイド

線維形成など，様々な生命機能発現の起点となる。これら膜を介した機能発現機構の解明には，水

溶性蛋白質の天然構造から膜結合構造への構造変化を精密に観測することが重要である。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，蛋白質の重要な構造解析法とな

っている。通常光源を用いた市販の CD 装置では，水溶液試料で 190 nm 程度の短波長までしか測定

できず，獲得できる構造情報に限界がある。広島大学放射光科学研究センターの放射光を光源とし

た真空紫外円二色性（VUVCD）法は，生体膜存在下などの様々な溶媒条件下で 160 nm まで CD 測

定ができるため，天然構造は固より膜結合構造のような非天然構造の蛋白質の構造情報（二次構造

の含量，本数・配列情報）を高精度で決定することができる[1]。さらに，VUVCD 装置を用いて計測

できる蛋白質の直線二色性(LD)からは，膜に結合した蛋白質構造の配向を精密に解析できる[2]。こ

れらの偏光技術は，生体膜存在下での蛋白質の構造解析における VUVCD の有効性を示しており，

LD による配向構造の解析技術に加え、膜蛋白質の構造情報を組み込んだ計算科学技術との融合によ

る VUVCD 法の高度化は，これまで困難であった膜結合蛋白質の精密な構造-機能解析を可能にする

と期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では，膜結合蛋白質（内在性・表在性膜蛋白質）の二次構造が精密解析できる VUVCD 法

に、配向構造が解析できる LD 法や実験だけでは獲得困難な膜結合蛋白質の局所（膜結合部位）構造

を解析できる分子動力学（MD）法を融合し，①膜内への薬物輸送に関わる α1-酸性糖蛋白質(AGP)、
②髄鞘の安定化に寄与するミエリン塩基性蛋白質(MBP)，③膜孔形成に寄与する抗菌性ペプチドの

マガイニン 2（M2）の構造・機能解析を展開する。これらの研究により構造生物学の生体膜-蛋白質

相互作用研究における VUVCD、LD、MD 法の有効性について議論する。 
 
３．研究の方法 
 本研究で対象とする AGP、MBP、M2 の膜結合構造の解析に使用した方法は、AGP では VUVCD

法を、MBP では VUVCD と MD 法、そして M2 では VUVCD と LD 法である。ここでは使用した

VUVCD、MD、LD 法について述べる。 
3.1 真空紫外円二色性（VUVCD）法 
水溶性タンパク質やペプチドである AGP、MBP、M2 に，エクストルージョン法により作成され

た粒径 100 nm のリポソーム生体膜を加えて，測定用の試料を調製した。測定は，光路長 10 と 50 m
の光学セルを用いた。測定時には，生体膜などによる光散乱を抑えるため，試料セルと検出器であ

る光電子増倍管との距離を 10 mm 以内になるように設置した。VUVCD スペクトルを用いた二次構

造解析には，SELCON3 プログラムを使用した。本プログラムで解析した二次構造は，ヘリックスの

regular 領域と distorted 領域(両末端 4 残基分に相当)，ストランドの regular 領域と distorted 領域(両末

端 2 残基分に相当)，ターン，ランダムコイルの 6 成分であった。ヘリックスとストランドの distorted
領域の含量情報から二次構造の本数情報を得た。アミノ酸配列情報から二次構造を予測する Neural 
Network(NN)法と組み合わせた VUVCD-NN 法を用いて、実験データを考慮しながら二次構造の位置

解析を行った（VUVCD-NN 法の予測精度は，ヘリックス，ストランド，その他(ターン+ランダムコ

イル)の 3 種の構造に対する予測精度 Q3 が，水溶性タンパク質について約 75%，膜タンパク質につ

いて約 73%）。現在のアミノ酸配列に基づいた二次構造予測法よりも精度が劣るが、二次構造含量と

本数の実験データを反映できるため、生体膜との相互作用によるタンパク質の構造変化を追跡する

手法として有効である。 
3.2 直線二色性(LD) 
LD に使用する M2 と生体膜の混合溶液は、VUVCD 測定と同様に調整された。LD（直交する直線

偏光の差）スペクトルは、HiSOR の VUVCD 装置に設置された Flow 型 LD 測定システムにより得

た。二次構造の遷移モーメントは波長によって特定の方向をもつが，水溶液中では均一に分散して

いるため LD を示さない．しかし，蛋白質が結合した生体膜やアミロイド線維などの高分子をフロ

ー環境下に置くと，二次構造由来の LD を示す．例えば，球形のリポソーム（生体膜）にヘリックス

が貫通している場合は，直交する 2 つの直線偏光の吸収に差が生じないので LD が観測されないが，

フロー環境下ではリポソームは楕円形に変化するため，2 つの直線偏光の吸収に差が生じ LD が観測

される．この符号からヘリックスの生体膜表面に対する配向についての情報を得ることができる。

このように、各波長の LD の正負信号から、ヘリックスやストランドの配向に関する構造情報を獲

得した。 
3.3 分子動力学（MD） 



VUVCD-NN 法による二次構造の位置解析により，MBP の膜結合部位として重要となる領域を予

測することができる。これらのペプチド領域を対象とし，生体膜との相互作用や親和性を MD 法に

よるシミュレーションで評価した。生体膜を含んだシミュレーション系は、CHARMM GUI 
interface.44 を用いて構築した。GROMACS(Groningen Machine for Chemical Simulation)パッケージと

CHARMM36m 力場を用いて、250ns 間のシミュレーションを行った。 
 
４．研究の成果 

3.1 α1-酸性糖蛋白質の膜結合構造解析の成果[3] 
血漿蛋白質 AGP は，中性または塩基性の薬物と強く結合

するが，リポソーム（生体膜）との相互作用により構造変化

（α→β 転移）を起こしその結合能が減少する。これにより膜

表面での薬物濃度が増加し，膜内への薬物輸送が促進すると

知られている。本研究では，VUVCD 法を用いて，リポソー

ムの膜表面電荷や脂質頭部の種類(ホスファチジルイノシト

ール:PI，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，スフィンゴミエ

リン:SM)に依存した AGP の膜結合構造を解析すると共に，

膜と相互作用可能な部位の構造と位置を特定し，相互作用を

決定する要素について考察した。 
5 種類のリン脂質分子で作成された粒径 100 nm のリポソ

ーム脂質二重膜を作成し、これらリポソーム存在下で、AGP
の VUVCD スペクトルを 260～170 nm の範囲で測定した（図

1）。リン脂質と AGP の濃度比は、1：60 とした。スペクトル

を SELCON3 プログラムにより解析した結果、AGP のヘリ

ックスやストランド含量及びそれらの本数は、リポソームの

成分脂質の種類の違いにより大きく変化することが分かっ

た。NN 法を組み合わせた二次構造の位

置解析から、AGP の膜結合構造は、いく

つかの長いヘリックスと短いストラン

ドから形成することが分かった。 
各ヘリックス領域のアミノ酸配列か

ら、ヘリックスの特徴を調査したとこ

ろ、PI リポソーム存在下では AGP の N
末端とC 末端領域がそれぞれ両親媒性

ヘリックスと正に帯電したヘリックス

であることが分かった。静電的相互作

用を弱めるため塩添加で VUVCD 実験

を行った結果、N 末端のヘリックスの長さは変化しなかったが、C 末端のヘリックスの長さが短く

なった。このため、N 末端領域は両親媒性ヘリックスであり、疎水性相互作用と静電的相互作用で

膜と結合でき、C 末端領域のヘリックスは静電的相互作用のみで膜と結合していることがわかった

（図 2）。N 末端領域は、薬物結合サイトが多数存在し、このような強い相互作用による構造変化が、

薬物の結合を強く阻害すると考えられる。 
 

3.2 ミエリン塩基性蛋白質の膜結合構造解析の成果[4] 
MBP は，中枢神経系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)に多く含まれ，

ミエリンの構造安定性や軸索のミエリン化に大きく関わる。本研究ではミエリン膜を構成するリン

脂質成分からリポソームを作成し MBP の膜結合部位の構造と位置を VUVCD により解析した。さ

らに、MD 法を用いて膜結合部位の詳細な構造や相互作用機構をアミノ酸残基レベル明らかにし、

MBP によるミエリン膜の安定化メカニズムについて考察した。 
実験で使用した生体膜は、MBP の膜結合で重要となる PI、ホスファチジルイノシトールリン酸

（PIP）、ホスファチジルイノシトール二リン酸（PIP2）脂質分子であり、これら分子から作成した粒

径 100 nm のリポソームを生体膜として、MBP の膜結合構造の解析を行った。各リポソーム存在下

での MBP の VUVCD スペクトルを図 3 に示す。これにより、MBP はリポソーム非存在下ではラン

ダム構造を形成するのに対し、リポソーム存在下ではヘリックス構造を形成することが分かった。

また、二次構造解析の結果、脂質分子の負電荷の数の増加は構造形成に寄与すること（PI < PIP = PIP2），
また膜結合構造ではヘリックス含量が約 40％、ヘリックス数が 8 本あることが分かった（図 4）。こ

れら 8 本のヘリックスを in silico で作成し、MD 法により膜結合性を調査した結果、膜結合部位とし

て、8 本の内、2 本が両親媒性ヘリックス、3 本が非両親媒性ヘリックスとして膜と結合できること

図 1 リポソーム存在下での
AGP の VUVCD スペクトル 
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図 2 PI リポソーム存在下での AGP の二次構造配列及び
膜結合部位と相互作用の種類 



が分かった。さらに、各アミノ酸残基と脂質分子のリン酸基との距離を解析した結果、非両親媒性

ヘリックスは膜表面と静電的相互作用し、両親媒性ヘリックスは静電的・疎水的相互作用により膜

表面より内部に侵入していることが分かった。MBPのこれらヘリックス領域が生体膜と強く結合し、

ミエリン膜の構造安定化に寄与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
3.3 マガイニン 2 の膜結合構造解析の成果[5] 
M2は、アフリカツメガエルの皮膚から発見された23個

のアミノ酸からなる抗菌ペプチドであり、その抗菌作用

は、M2の細胞膜との結合と膜を貫通する孔の形成に起因

するとされる。本研究では、M2と生体膜の相互作用のメ

カニズムを、VUVCDとLD、膜の安定性が観測できる蛍光

異方性を用いて明らかにし、M2の膜結合構造とその活性

との関係について検討した。 
生体膜は、緑膿菌等の細胞膜に存在するジパルミトイ

ルホスファチジルグリセロール脂質分子から粒径100 nm
のリポソームを調製し利用した。VUVCD測定の結果、M2
は脂質対ペプチド（L/P）比の増加に伴い、中間状態を経

由してランダムコイル構造からヘリックス構造に変化す

ることが分かった（図5）。得られたVUVCDデータを用い

て吸着モデルを基にしたglobal fitting解析を行った結果、

L/P比の減少に伴い、M2は生体膜上でヘリックスの単量体

から、中間状態であるストランド構造の多量体に変化す

ることが分かった（図6）。中間状態を多く含むL/P比で、

フロー状態にあるM2のLDを測定した結果、ストランドに

由来するLDが観測された。解析の結果、生体膜表面に対し

てストランド軸が垂直の配向していることが分かった。さ

らに、このストランドを含む中間体状態での生体膜安定性

を蛍光異方性で調べた結果、多量体はDPPGリポソームの

脂質二重層構造を不安定化させることが分かった。カルセ

インを用いた漏出実験においてもリポソーム内から色素

の漏出が観測された。以上の結果から、生体膜上でのM2の
シート多量体形成が、抗菌作用において重要な要素であることが示唆された。 

 
 
以上の結果は、VUVCD法が生体膜に結合したタンパク質の構造を調べる上で有効であり、また

VUVCDと実験的(LDや蛍光異方性等)・理論的(MD等)手法を組み合わせることで、膜結合タンパク質

の構造-機能相関の理解に重要な洞察を与えることを示している。 
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