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研究成果の概要（和文）：放射光真空紫外円二色性法により，蛋白質の精密な溶液構造情報の獲得を可能にすると共に
，この手法を生体膜と結合した蛋白質の精密構造解析に応用した。またアルツハイマー病などの原因蛋白質であるアミ
ロイド線維の円二色性スペクトルを，最先端の計算科学を用いて帰属し，アミロイド線維の形成や毒性に重要な分子間
構造を明確にした。円二色性研究の国内外の専門家１４名を招聘し円二色性国際ワークショップ（広島，2014年3月4日
）を開催し，円二色性法による蛋白質構造解析の有効性を広く発信した。

研究成果の概要（英文）：　We newly developed the analytical method for estimating the contents, numbers 
of segments, sequences, and orientations of protein secondary structures in aqueous solution using a 
vacuum-ultraviolet circular dichroism (VUVCD) with a synchrotron-radiation light source. This 
spectroscopy was powerful technique for characterizing the structures of proteins at non-native states 
such as the membrane-bound state. The VUVCD spectrum of amyloid fibrils was assigned with the CD theory 
and molecular dynamics simulation to characterize the intermolecular structures of amyloid fibrils which 
are important for understanding the fibril formations and toxicity. A press release of this research was 
issued to the media. Further, we invited 14 domestic and international experts of CD fields and organized 
Hiroshima International Workshop on Circular Dichroism (4th May, 2014, Hiroshima) to promote the usage of 
protein structural analysis using the VUVCD spectroscopy.

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，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。これまで我々は，CD 法に
よる高エネルギー遷移に基づいた蛋白質の構
造解析を可能にするため，広島大学放射光科
学研究センターの放射光源を利用し，真空紫外
(VUV)領域まで CD 測定可能な，真空紫外円
二色性(VUVCD) 分散計を構築した。また我々
は，VUVCD 法を天然状態及び非天然状態に
おける蛋白質の 2 次構造含量・本数の高精度
解析に応用すると共に，VUVCD から得られる
2 次 構 造 情 報 と ア ミ ノ 酸 配 列 情 報
(Neural-Network: NN）を組み合わせることで，
アミノ酸残基レベルで 2 次構造の位置が予測
できる手法を開発した。これらの研究により，
VUVCD が蛋白質の精密な溶液構造解析に極
めて有効であることを示した。一方，海外での放
射光を用いた CD 装置が，英国・米国等世界 8
か国 9 放射光施設に広まり，現在保有している
VUVCD 測定・解析技術を生かした研究を更に
発展させる必要があった。   
２．研究の目的 

本研究では，VUVCD による蛋白質の構造解
析を，分子動力学法，分子軌道法，バイオイン
フォマティクス等の計算科学を利用することで，
立体構造まで解析できる手法に発展させ，これ
まで未解明であった天然・非天然蛋白質の溶液
中における精密構造解析に応用し，構造生物
学における CD 分光学の新たな展開を目指し
た。具体的には以下の 3 点の研究課題を実行し
た。 
(1) 蛋白質 2 次構造解析の高度化 

我々はこれまで，構造既知蛋白質のVUVCD
スペクトル，2 次構造含量，アミノ酸配列のデー
タベースを構築し，構造未知蛋白質の VUVCD
スペクトルから 2 次構造（-helix や-strand）の
含量，本数，配列が予測可能な解析ソフトを開
発した。本研究課題では，蛋白質VUVCD スペ
クトルのデータベースを増加させ，2 次構造の
解析精度を向上させると共に，Turn 構造の位置
予測の実現を目指した。  
(2) 蛋白質 CD の理論解析 

VUVCD を用いた蛋白質の立体構造解析を
進める上で，3 次元座標（PDB データなど）から
VUVCD スペクトルを算出できる理論体系を確
立することは非常に重要である。本研究課題で
は，特に蛋白質 VUVCD への芳香族アミノ酸側
鎖の Exciton Coupling 効果を調べ， 新規 CD
理論の構築を目指した。 
(3) 非天然蛋白質の精密構造解析 

本研究課題では，上述したVUVCD 解析法を
用いて，非天然状態であるアルコールや生体膜
により誘起された蛋白質やアミロイド線維の構
造解析を行う。また，Flow 環境下で線二色性
(LD)が測定できるシステムを VUVCD 装置に
組み込むことで，生体膜に対する α-helix 構造
の配向解析技術の構築を目指した。 
３．研究の方法 
(1) 蛋白質 2 次構造解析の高度化 

①現在の蛋白質 VUVCD スペクトルのデータ
ベースに，新たに十種類程度の蛋白質を加え
る。特に-strand 構造の予測精度を向上させ
るため-rich 蛋白質の数を増加させる。また，
アミノ酸配列から turn 構造の位置が予測でき
る既存の手法を VUVCD-NN 法に導入する。 
②VUVCD 分光から得られる蛋白質 2 次構造
情報（含量・本数・配列）を構造制約条件とし
て，分子動力（MD）学や Homology modeling
法を用いて蛋白質の 3 次構造予測する。MD
法では従来の構造形成の制約条件に加え，
温度パラメーター（レプリカ交換法）等を考慮し
た解析を実行し，Homology modeling 法では
構造制約条件を利用し，数十種類の構造既
知蛋白質の 3 次構造の予測精度を評価する。 

(2) 蛋白質 CD の理論解析 
 Dihydrofolate reductase(DHFR)の芳香族残基
変異体の VUVCD スペクトル測定を行い，芳香
族 残 基 の 立 体 配 座 (Exciton coupling) と
VUVCD との関係を明確にする。また，VUVCD
による蛋白質の 2 次構造解析への影響につい
ても調査する。 
(3) 非天然蛋白質の精密構造解析 

① VUVCD 法 を 用 い て ， ア ル コ ー ル 
(trifluoroethanol:TFE 及 び methanol:MeOH) 
存在下の 6 種類の蛋白質(myoglobin; Mb, 
human serum albumin: HSA, -lactalbumin: 
LA, -lactoglobulin: LG, thioredoxin: Trx, 
-chymotrypsinogen: CGN）の 2 次構造含量・
本数・配列の解析を行い，蛋白質のアルコー
ル変性構造の特性を調査する。 
②光路長 100m以下の薄型 Flow セルを設計
し作成する。Flow には，送液ポンプを利用す
る。現行の VUVCD 装置を改良し，LD スペク
トルの測定を可能にする。これらのシステムを
用いて，生体膜に対する-helix の配向状態
が解析できる Flow 型 LD 測定システムを構築
する。 
③生体膜(リポソーム)結合状態で 3 種の蛋白
質(LA, LG, Trx)の VUVCD と LD 測定を実施
する。脂質としてphosphatidylglycerolを使用し，
抽出法を用いて直径 100nm のリポソームを作
成する。生体膜結合蛋白質の 2 次構造含量・
本数・配列・配向を明らかにし，膜結合した蛋
白質のコンフォメーションの特徴を明確にす
る。  
④2-microglobulin (2m) は，酸変性条件下
でアミロイド線維を形成する蛋白質であるが，
その断片ペプチド 21－29 (2m21－29)は，中
性条件下でもアミロイドを形成する。そのた
め，2m21－29 は2m のアミロイド化に重要な
役割を担っていると考えられる。そこで，
2m21－29 から形成できるアミロイド線維の構
造パターンを，平行・逆平行-sheet 等の可
能性を含めて網羅的に作成し，これらアミロ
イド線維の初期構造を MD 法によりシミュレ
ーションする。シミュレーションされた構造か
ら，CD 理論を用いてスペクトルを算出する。
計算と実測スペクトルの差やシミュレーショ
ン構造の安定性などを調査することで，最適



な初期構造を探索し，そのシミュレーション
構造から水溶液中でのアミロイド線維のコン
フォメーションの変化や分子間相互作用の
様子を詳細に解析する。 

４．研究成果  
(1) 蛋白質 2 次構造解析の高度化 

①8 種の構造既知-rich 蛋白質の VUVCD ス
ペクトルを既存のデータベースに組み込み，
アミノ酸配列レベルでの蛋白質 2 次構造含量
の予測精度を改善させた。また，VUVCD-NN
法に Turn 構造の位置を予測する NetTurnP プ
ログラム[1]の構造パラメータを導入することで，
アミノ酸配列レベルでの Turn 構造の有無を
80％程度で予測することに成功した。 
②VUVCD 分光から得られる蛋白質 2 次構造
情 報 （ 含 量 ・ 本 数 ・ 配 列 ） を ， Homology 
modeling 法や MD 法の制約条件として利用し
た結果，制約条件に適合した構造を得ること
に成功した。しかし，適用できる蛋白質分子が
非常に小さい等のいくつかの課題を残した。 

(2) 蛋白質 CD の理論解析 
芳香族残基間に励起子相互作用を持つ

DHFR の芳香族残基変異体の VUVCD スペクト
ル解析から，VUV 領域で励起子相互作用に起
因される新たな特性ピークの存在を明らかにし
た。DHFR の Trp 変異体の VUVCD スペクトル
から，VUV 領域における CD への Trp 残基の寄
与を解析した。その結果，DHFRではVUV 領域
の CD に，芳香環と主鎖との励起子相互作用が
大きく影響していることが分かった。これらの成
果は，蛋白質 CD スペクトルの算出や 2 次構造
解析法の高度化に向けた重要な情報となった。 
(3) 非天然蛋白質の精密構造解析 

① TFE 及 び
MeOH 存在下で
の 6 種の蛋白質
VUVCD スペクト
ル ( 右 図 ) を
VUVCD-NN 法で
解析した。その結
果，蛋白質のアル
コ ー ル 変 性 構 造
の特徴は，-helix
構造リッチである
が，ジスルフィド結
合により-helix 構造の形成（含量や長さの増
加）が強く阻害されることが分かった。 
②VUVCD分散計を改良することで，CDとLD
の同時測定を可能にした。また，送液ポンプと
Flow セルを組み合わせた Flow-LD 観測シス
テムを構築した。標準試料となる DNA の LD
測定及び球状蛋白質の CD・LD 測定等から
LD 観測システムが正常に稼働していることを
確認した。 
③VUVCD と Flow 型 LD 観測システムを利用
することで，3 種の蛋白質の膜結合構造を解
析した(下図)。その結果，膜結合により helix
含 量 と 本 数 の 増 加 が 確 認 さ れ ， ま た
VUVCD-NN 法から得られる helix 領域のアミ
ノ酸組成から，各 helix の net charge や疎水性

度 が 予 測 さ れ た 。
helix の特性を示すこ
れらのパラメータか
ら，生体膜との親和
性を考慮することで，
蛋白質の膜結合部
位を予測することが
できた。また，結合
部位における helix
の配向を LD 測定により明確にすることができ
た。これらの研究成果は，VUVCD と LD の組
み合わせ法が，生体膜結合蛋白質のコンフォ
メーション解析に有効であることを示してい
る。 
④β2m21－29 の溶液
中でのアミロイド
線維の CD スペク
トルを，近紫外か
ら VUV 領域まで
放 射 光 を 用 い て
高精度で測定した
(右上図)。このス
ペクトルには，2 次
構造だけでなく 3
次構造（芳香族ア
ミノ酸側鎖）の寄
与が多く含まれる
ことが分かった。
様々なアミロイド
線維の原子レベ
ル の 初 期 構 造 
(右下図)のシミュ
レーション構造か
ら，CD 理論を用
いてスペクトルを計算した結果，アミロイド線
維の β-sheet が逆平行で積み重なった初期構
造で実測スペクトルを再現できた。また，アミ
ロイド線維内の分子間芳香族アミノ酸側鎖が，
3 種の配向パターンで存在することを明らかに
した。 
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を用いて，アルツハイマー病などの疾患原
因タンパク質の解析に世界で初めて成功～
構造生物学にブレークスルーを与える新手
法～ 

② 新聞報道：「原因タンパク質 構造解明 ア
ルツハイマー治療に光 広島大の松尾助教
ら」（中国新聞 平成 26 年 3 月 15 日） 
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