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研究成果の概要（和文）： 
 新世代の蛍光検出円二色性（FDCD）測定装置を、初めてタンパク質に適用した。pH 制御によ

り二次構造と三次構造の変性を別々に観測できるメトミオグロビンの実験により、タンパク質

の FDCD スペクトルは主に三次構造の変化を敏感に反映することを示した。蛍光ラベルを導入し

たカルモジュリンの実験からは、タンパク質溶液中にペプチド等の夾雑物があっても、目的の

タンパク質だけを選択的に観測できることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Fluorescence-detected circular dichroism (FDCD) was applied to model proteins for the 
first time with the device that we have recently developed. Using metmyoglobin, a 
tryptophan-containing protein that gets denatured separately at secondary and tertiary 
structure levels depending on the pH changes, it was unveiled that FDCD mainly observes 
the change of tertiary structure. Using a fluorescently-labeled calmodulin, which alters 
its structure by the existence of calcium ions and/or binding peptides, it was 
demonstrated that FDCD can selectively observe the structure changes of the target 
protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の立体構造解析は、ライフサイ
エンスの発展において不可欠である。長く信
頼されてきた X線法では試料の結晶化が不可
欠である。NMR 法では分子量の大きなタンパ
ク質には適用が困難なほか、同位体ラベル化

試料の調製が煩雑な上に測定装置が効果で
大型である。これまでにも他に相補的な手法
が広く探求されてきたが、溶液中で実際に反
応途中のタンパク質の構造変化を測定する
ことは、原理的に相当困難である。 
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 円二色性（CD）は、タンパク質の構造解析
手法の中でも、試料を選ばず迅速な測定が可
能な方法の一つであり、特に二次構造の分析
に有用である。ただし、三次および四次構造
の解析としては確実性が乏しく、得られる二
次構造情報もタンパク質溶液全体の平均値
となることなど、広く構造解析に利用するた
めには、まだ改良の余地がある。 
 
 そこで申請者らが注目するのは、CD 測定に
おいて透過光を検出する代わりに蛍光を検
出する蛍光検出円二色性（FDCD）である。FDCD
では、タンパク質全体の二次構造ではなく、
観測しようとする蛍光物質が結合した部位
周辺の高次構造をピンポイントで切り出す
ことが原理的に可能である。つまりタンパク
質の混合溶液中であっても、迅速かつ選択的
にシグナルを検出できる可能性が高い。 
 
 FDCD は新しい方法ではないが、測定装置が
実用的レベルになったのは最近である。従来
の FDCD 装置では「にせ FDCD 信号」の発生が
見られ、信頼できる信号を得ることが困難で
あった。この「にせ FDCD 信号」は左右円偏
光に残留する直線偏光成分が FDCD を観測す
る際に表出した結果で、蛍光の偏光度が大き
いと特に顕著になる。分子構造とは無関係の
シグナルとなって本来の FDCD 曲線を歪めて
しまうため、分子量の大きいタンパク質への
適用を特に困難にしてきた。 
 
 この状況の中、研究代表者らは 2005 年、
新世代の FDCD 装置を開発した。楕円形の焦
点の性質を利用して蛍光の異方性をキャン
セルする楕円鏡型構造を採用して、「にせ
FDCD 信号」の問題を原理的に解消し、さらに
同構造による効果として測定感度の向上も
同時に達成した。現在、この新世代 FDCD 装
置が、反応途中のタンパク質の立体構造解析
などに応用できる可能性があり、タンパク質
の特定部位周辺の高次構造をピンポイント
で検出しうる、唯一の方法である。 
 
２．研究の目的 
 新世代の FDCD 装置は、2005 年に研究代表
者らが開発したものの、有用性を示す報告例
が少ないこともあり、まだ多く市場に普及し
ていない。本研究ではこの装置の利用法とし
て、たとえ夾雑物が存在していても、溶液中
の狙ったタンパク質から必要な立体情報を
選択して切り出す「ピンポイント解析法」と
して確立することを、長期的な目的とした。 
 
 目的へのアプローチとして、(1) 一般に蛍
光偏光の見られるタンパク質でも「にせ FDCD
信号」を解消できるのか、(2) タンパク質の
どのような立体構造情報を観測することが

できるのか、(3) 夾雑物との混合溶液でも目
的のタンパク質だけを観測することができ
るのか、の三点を明らかにすることを中期的
な目標とした。 
 
 本研究では、ベンチマークとなるタンパク
質として生体反応の多くで調節に関わるカ
ルモジュリン（CaM）を選んだ。CaM は、細胞
内のカルシウムイオンや結合ペプチドの有
無に応答して、その構造を特徴的に変化させ
るため、FDCD の変化を構造変化と関係づける
のに都合が良いと予想された。また、多くの
生物種間で配列がよく保存されており、研究
成果を発展させる選択肢が広い。さらにタン
パク質の構造研究で長く注目されているた
め、構造に関する報告が多い上に、大量発現
の方法も多く知られている。ラベル化の方法
や変異体の報告も数多く、研究方法の選択肢
も多く都合が良いと考えた。 
 
 立体構造の変化と FDCD スペクトルの関係
の見極めには、市販の既知タンパク質である
メトミオグロビン（MMG）を用いた。MMG は
pH 変化に対して、二次構造と三次構造とが異
なる変性特性を示すため、CD や FDCD によっ
てそれらを区別して観測できると考えた。 
 
３．研究の方法 
 馬の心筋 MMG は市販のものを使用し、溶
液の pH を塩酸によって制御しながら、CD
および FDCD を測定した。 
 
 ラットの CaM は大腸菌に大量発現させ、こ
れをクロマトグラフィーにより精製した。得
られた CaM に、常法によってダンシル基を導
入し、蛍光性のモデルタンパク質 DNS-CaM へ
と誘導した。DNS-CaM のラベル化部位は、ペ
プチドマスフィンガープリンティング法に
より Lys77 と特定した。これは CaM をダンベ
ル型と見立てたときの持ち手部分に相当し、
ペプチドとの結合に際して相互作用を邪魔
しない位置であり、結合ペプチドとの相互作
用は非ラベル化 CaM と同等である。ラベル化
により得られた DNS-CaM は蛍光性で、
9,10-DPA の蛍光を基準としたとき、DNS-CaM
の蛍光量子収率は 0.1をやや下回る程度であ
った。 
 
 CD および FDCD の測定では、DNS-CaM の溶
液に、Ca2+のキレートである EGTA を加えて–
Ca2+とした。ここに過剰な Ca2+イオン、さらに
結合ペプチドを加えて、CD および FDCD を測
定した。結合ペプチドとしては、ミツバチの
毒メリチン、CaM 結合タンパク質作用部位の
ペプチドモデル(CKII281-309)の他、いくつかの
ペプチドを用いた。 
 



 本研究では新世代の FDCD測定装置として、
研究代表者らの開発したプロトタイプ楕円
鏡型 FDCD 装置を使用した。 
 
４．研究成果 
 新世代の FDCD 測定装置が「にせ FDCD 信号」
の発生を解消できるかどうかを確認するた
め、DNS-CaM の FDCD スペクトルを、従来の
FDCD 測定装置と比較した。CD と FDCD を測定
した同じ溶液と装置で、蛍光検出直線偏光二
色性（FDLD）も併せて測定し、得られた FDLD
から「にせ FDCD 信号」を見積もって FDCD 生
データと比較した。図１（点線が「にせ FDCD
信号」、実線が FDCD生データ）に示すように、
従来の FDCD 測定装置（A）では「にせ FDCD
信号」と FDCD 生データがほぼ一致するため
真の FDCD 曲線がほとんど読み取れないのに
対して、新世代の FDCD 測定装置（B）では「に
せ FDCD 信号」がほぼゼロとなり、FDCD 生デ
ータがそのまま真の FDCD 曲線となる。 

 
図１ にせ FDCD 信号の解消 

 
 MMG は弱酸性（pH 4.0）溶液中で、二次構
造は保持されたまま三次構造のみが変性し、
強酸性（pH 2.0）となると三次構造も変性す
ることが知られている。図２（A および B は
それぞれ、CD および FDCD スペクトル）に示
すように、MMG の溶液を中性（実線）から pH 
4.0（小点線）、pH 2.0（中点線）と段階的に
変性させたとき、CD スペクトルは二次構造の
変化に呼応した変化を示した。これに対して
FDCD スペクトルは、三次構造の変化に伴い順
次、変化することが明らかとなった。すなわ
ち、タンパク質の立体構造解析において、CD
スペクトルは主に二次構造の、FDCD スペクト
ルは主に三次構造の変化を敏感に反映する
ことが明らかとなった。 
 

 
図２ MMG 変性状態の観測 

 

 DNS-CaM はカルシウムイオンの有無により
立体構造が大きく変化することが知られて
いる。図３（Aおよび Bはそれぞれ、CD およ
び FDCD スペクトル）に示すように、Ca2+の添
加前後（–Ca2+が黒実線、+Ca2+が灰色線）で、
CD スペクトルでは波形は変わらず強度だけ
が変化したのに対して、FDCD スペクトルでは
広い波長領域で符号を含めて波形が大きく
変化した。 
 
 

図３ DNS-CaM の構造変化の観測 
 
 試料溶液を段階的に希釈しながらこの変
化を CD と FDCD で追跡すると、Ca2+の有無を
CD では判定できない濃度まで希釈してもな
お、FDCD では差異が明瞭に観測された。この
結果から、ダンシル基を用いたときの測定感
度は、FDCD の方が CD よりも少なくとも数倍
程度、高いことが分かった。ダンシル基の量
子収率は 0.1 以下であることから、感度につ
いては適切なラベル基を選ぶことで、さらに
向上する可能性がある。 
 
 図３はさらに、メリチン添加の様子も示し
ている。メリチンは+Ca2+の条件で CaM と結合
するとの報告がある。これを DNS-CaM 溶液で
再現し、FDCD を測定すると–Ca2+、+Ca2+および
+Ca2++メリチン（点線）の３つの状態を、230, 
260, 330 nm における符号と強度から、明確
に区別できることが分かった。このとき CD
では、強度のみがわずかに変化するだけであ
った。 
 
 ペプチドモデル CKII281-309 を用いた測定結
果からは、FDCD シグナルが DNS-CaM の構造の
みに依存しており、溶液中のペプチドの総和
として観測しているのではないことを示す
結果が得られた。CD ではペプチドの総和を観
測しているため、–Ca2+の条件、すなわち、ペ
プチドが DNS-CaMに結合しない条件でもスペ
クトルに変化があるかのように見える。一方
FDCD では、ペプチドが結合しない条件では
DNS-CaM のスペクトルに変化はまったく見ら
れない。これは蛍光性の部位だけを観測する
と言う FDCD の原理によって、矛盾なく説明
できる。 
 
 ペプチドがDNS-CaMに結合する+Ca2+の条件



では、FDCD スペクトルは確かに明瞭な変化を
示し、やはり広い波長範囲で符号と強度の変
化を見るだけで間違いなく溶液状態を区別
することが可能であった。CD スペクトルでは
強度のみが大きく変化したが、波形と符号に
変化はなかった。 
 
 FDCDでは結合ペプチドとDNS-CaMの当量関
係も的確に反映しており、例えば DNS-CaM の
半量に相当する結合ペプチドでは FDCD 変化
も半分だけになる一方、過剰量の結合ペプチ
ドを加えても DNS-CaM の FDCD 変化は頭打ち
になり、それ以上は変化しない。 
 
 FDCDによりDNS-CaMの明瞭な構造変化を観
測できたのは、DNS-CaM に強く結合するペプ
チドの場合のみであった。例えば、ポリリシ
ンで DNS-CaM との結合を示す報告はなく、こ
れを加えても FDCD の変化は観測されなかっ
た。その他にも入手可能なペプチドに対して
同様の実験を続けているが、現在のところ矛
盾する結果は観測されていない。 
 
 以上のように、新世代の FDCD 測定装置は
タンパク質の立体構造研究に適用可能であ
ることが示された。従来の FDCD 測定装置で
長く問題であった「にせ FDCD 信号」は、新
世代の FDCD 測定装置ならば、分子量の大き
いタンパク質の場合でも発生しないため、
FDCD 生データはそのままタンパク質の立体
構造の情報を示す。タンパク質の FDCD スペ
クトルは主に三次構造の変化を鋭敏に反映
する。ペプチドなどの夾雑物を含むタンパク
質溶液に適用したときでも、目的のタンパク
質の FDCD スペクトルだけを選択的に観測す
ることができる。この結果は、FDCD がタンパ
ク質の立体構造をピンポイントで観測する
手段として非常に有望であることを示して
いる。 
 
 CD がタンパク質の二次構造を反映するの
に対し、FDCD は蛍光ラベルと芳香族アミノ酸
残基との位置関係を観測しているものと考
えられる。すなわち FDCD では、適切な蛍光
ラベル基を狙った部位に導入することによ
り、その部位を中心としたタンパク質の三次
構造をピンポイントで解析できる可能性が
ある。 
 
 現在までのところ、タンパク質の立体構造
と FDCD スペクトルの波形とは、完全に関連
づけされていない。現在は、X 線などで構造
決定されている CaM の構造を精査し、有機合
成による適切なモデルの解析や CD の理論計
算などを組み合わせた詳細な解析や、系統的
なモデルペプチド合成によるライブラリー
解析などを試みながら、FDCD 曲線の解釈を示

すべく実験と理論の両面から検討を継続し
ている。 
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