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研究成果の概要（和文）：ラマン光学活性（Raman Optical Activity; ROA）は分子立体配座に鋭敏な分光法で
あり，新たな溶液中タンパク質の立体配座分析法となりうる。しかし，検出感度が低く，解析法が確立していな
いという課題がある。我々はアミロイド線維を形成したインスリンをモデルとし，その高次構造解析法の開発を
行った。分子動力学および量子力学計算の結果を実験結果と比較することで，線維中にて安定なインスリン構造
をβロール構造と決定した。多レンズ型の周囲検出法を用いたROA装置を開発し，ラマン散乱光の検出感度を既
存装置の10倍に高めることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Raman Optical Activity (ROA) is a vibrational spectroscopy sensitive to 
molecular conformation in solutions, which can be a new analytical method for protein structures in 
solution phase. However, there has been tasks to solve in ROA, a lack of standard way of 
interpretation of amyloid fibril proteins and a low sensitivity of the instrument. We targeted on a 
protein insulin as a good model of amyloid fibril-forming proteins and analyzed its second- and 
higher-order proteins structures of the amyloid. On the basis of comparisons of experimental and 
calculated ROA spectra, we could determine the stable insulin structure in the fibril as beta-roll 
structure, not beta-helical one. The calculation was done by combining molecular dynamics simulation
 and quantum mechanical simulation of the spectra aided with a fragment method. We developed a new 
ROA instrument with multi-lens setup which brings 10-times stronger Raman signal compared to 
conventional back-scattered one.

研究分野： 分光分析
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１．研究開始当初の背景 
（1）アルツハイマー病やヤコブ病において
は，特定のタンパク質がへリックス構造か
らシート構造へ高次構造の変化を起こし，
不溶なアミロイド線維を形成し，脳内などに
おいて沈着を起こす。この不溶化過程および，
その逆反応である天然化過程の理解と制御
の為には，アミロイド線維の構造変化を高分
解能で構造解析し，その構造変化原因を分子
的観点で明らかとする必要がある。 
しかし，既存の分析方法では，アミロイド

線維およびその構造前駆体など，時間的揺ら
ぎを持ったタンパク質高次構造を立体配座
の分解能で解析することは難しい。NMR 分光
法は測定に数時間を要し，相互作用距離が短
く，スペクトル時定数がミリ～マイクロ秒で
あるため，構造的揺らぎを含む系や時間変化
する系については高分解能な解析が困難で
ある。近年発展している固体NMRによっても，
例えば本研究で対象とするインスリンアミ
ロイド線維の明確な三次元構造解析は達成
されていない。極低温電子顕微鏡はタンパク
質の二次構造，三次構造を測定できない。ア
ミロイド線維の高次構造変化を構造ゆらぎ
も含めて分子立体配座の分解能で解析でき
る，新たな原理に基づいた分析法の確立が必
要である。 
（2）得られたタンパク質 ROA スペクトルの
解析手法も改良する必要がある。これまでの
ROA によるタンパク質構造解析は，結晶構造
と溶液中ROAスペクトルを対応させる経験的
ピーク帰属に基づいており，構造ゆらぎを解
析できなかった。しかし，申請者のアミノ酸
12 個から成るペプチドについての，量子力学
計算によるROAスペクトル解析の研究によっ
て，主鎖および側鎖の立体配座を炭素鎖ねじ
れ角120度の分解能で解析できることが明ら
かとなった。この解析方法を巨大なタンパク
質に適用する為には，分子動力学および量子
力学計算による解析法の開発が必要となる。 
 
２．研究の目的 
タンパク質アミロイド線維の構造変化を，二
次，三次構造および側鎖局所構造の全てにつ
いて炭素鎖ねじれ角120度の分解能で解析で
きる，新原理に基づいた分析法を開発する。
分子立体配座に鋭敏なラマン光学活性
(Raman Optical Activity; ROA)分光装置の
検出感度を，高強度レーザーを用いた全周囲
検出法の開発により市販装置の200倍に向上
させ，測定時間を数時間から数分に削減し，
かつ少ない試料量（0.1 mg）での測定を可能
とする。さらに，タンパク質全体の溶液構造
をROAスペクトルの量子力学計算により解析
する手法を開発し，溶液中タンパク質の揺ら
いだ高次構造と，それらの存在比分布を定量
的に決定する一般的なタンパク質構造解析
法を確立する。 
 
 

３．研究の方法 
（１）高強度レーザーを用いた全周囲多レン
ズ型 90 度散乱検出による高感度 ROA 装置を
開発し，ROA 検出効率を市販装置の 200 倍に
飛躍的に高め，タンパク質のROA測定を数分，
少ない試料量（0.1mg）で行うことを初めて
可能とする。開発した ROA 装置を用いて，イ
ンスリンアミロイド線維の構造変化を分単
位で測定することを可能とし，さらに構造変
化のタンパク質濃度依存性を観測すること
で，これまで不明であった，アミロイド線維
の構造変化過程に何種類の構造タイプが存
在するのか明らかとする。 
（２）ROA 実験スペクトルと量子力学計算ス
ペクトルとの合致度合の定量的評価をタン
パク質構造の探索過程に組み込むことで，実
在する多数の溶液中タンパク質構造とそれ
らの存在比率を炭素鎖ねじれ角120度の分解
能で得る，新規 ROA 構造解析法を開発する。
アミロイド線維の天然化過程の構造変化を
解析し，その構造変化部位と変化原因を明ら
かとする。 
 
４．研究成果 
（1）高強度レーザーを用いた周囲検出型高
感度 ROA 装置の開発を行った。まず装置の設
計，部品性能の検討，部品調達，および組み
立てを行った。高出力でかつ低ノイズのレー
ザーを選定し調達した。ゆるく集光させたレ
ーザー光と，それに平行に配列させたファイ
ババンドルによって，スペクトル分解能を落
とすことなく検出体積の増体を計る。そのた
めに分光器の収差を補正するような曲率を
配列方向にもったバンドルファイバを設計
し作製した。 
 開発した ROA 測定装置の概念図を図 1 に，
全体の写真を図 2に示す。この装置は立体的
な光学配置を持ち，2 つのレンズによってラ
マン散乱光を捕集する特異な光学系である。
図 2の写真において手前に設置される，円偏

図1. 周囲検出型高感度ROA装置の概念図 



光スイッチのためのポッケルスセルが省略
されている。右後方に見える黒い直方体は手
製の分光器である。最大出力 6W の高強度レ
ーザーを測定装置に組み込み，試料に照射し
た。高強度レーザーによる試料の損傷を回避
するために，レーザー光を緩く集光し，単位
面積あたりのレーザー強度密度を従来装置
と同じとした。この装置を用い，トルエンの
ラマン測定を行い，従来の後方散乱 ROA 装置
と検出感度を比較した。トルエンの 1003 cm-1

のピークの強度を，単位時間，単位レーザー
強度あたりに変換し，申請者が依然に開発し
た後方散乱 ROA 装置と比較したところ，周囲
検出型高感度 ROA 装置においては約 10 倍の
検出感度が達成できた。このことから，高感
度化が達成可能であることが示された。しか
し，周囲検出型高感度 ROA 装置においては，
装置由来の偽信号が予想外に大きいことが
明らかとなった。装置光学系の偏光特性の不
完全性によるスペクトル背景を抑制するた
めに，ラマン散乱光の直線偏光成分を平均化
し，偽信号の発生を抑える回転波長板装置部
品を開発し，装置に組み込んだ。既存 ROA 装
置と比較して，約 10 倍の検出感度を達成で
きたことは，高感度 ROA 装置の開発を大きく
前進させた結果であり，評価に値する。今後，
補償光学系の導入などにより装置誤差を削
減することで，高感度 ROA 測定が可能となる
と予想される。 
（2）量子力学による ROA 構造解析法の開発
においては，熱変性によりアミロイド線維を
形成したインスリンをモデルタンパク質と
し，アミロイド線維の高次構造解析法の開発
を行った。インスリンアミロイド線維は平行
シート構造を持つことが我々の実験から分
かっている。天然状態インスリンは2つのS-S
結合を内部に持ち，それはアミロイド線維状
態においても切断されることなく保持され
ることが知られている。以上の事実を基に，
βヘリックスおよびβロール構造を持つイ
ンスリンをアミロイド線維の単量体構造と
してモデル化した（図 3）。天然状態において
ロール構造およびヘリックス構造を持つ
タンパク質の結晶構造を結晶構造データベ
ースから入手した。そのロール構造の典型
的な部分について，ペプチド鎖ねじれ角を読

み取り，インスリンを構成するアミノ酸へ複
写した。その際，インスリンの 2つの S-S 結
合が保持されるようにした。 
これらモデル単量体について，アミロイド

繊維状態を模倣した周期境界条件下におい
て分子動力学計算を行い，安定なインスリン
アミロイド線維構造を予測した。その結果，
線維内においてβロール構造は維持される
が，βヘリックス構造は不安的であり維持さ
れないことが明らかとなった。構造揺らぎを
持つβロール構造，計 865 個を分子動力学計
算の結果から抽出し，全てについて ROA およ
びラマンスペクトルを量子力学により計算
した。計算には分子断片化法を用い，インス
リン全体のスペクトルを計算した。865 個全
ての構造についての平均スペクトルを計算
した。天然型インスリンについても，同様に
分子動力学を適用し，量子力学計算を行った。
以上により得られたアミロイド線維および
天然型インスリンの計算スペクトルは，実験
におけるスペクトル変化の特徴をよく再現
した。この結果は，今回採用したモデル構造
（積層したβロール構造）が，現実のインス
リンアミロイド線維の構造に近い構造であ
ることを示している（図 4）。量子力学による
ROA 構造解析法が可能であることを示した重

図 2．周囲検出型高感度 ROA 装置の写真 
図 3．アミロイド線維構造のモデル 

図 4．本研究において明らかとなったイン
スリンアミロイド線維の階層構造（最左
の線維ナノ構造は既知） 



要な結果である。NMR による構造解析が難し
いインスリンアミロイド線維の構造をROAに
よって解析できることを示せた点は非常に
意義がある。 
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