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第 1 章 序論 
 
1.1 研究背景 
 
1.1.1 糖による生体保護作用 
 
 糖とは、単糖を最小構成単位とする化合物群の総称であり、代表的な有機化合

物の 1 種である(モーラン他, 2013)。単糖は、炭素数 3 以上かつ直鎖状のポリヒ

ドロキシアルデヒド(アルドース)及びポリヒドロキシケトン(ケトース)と定義さ

れ、単糖の重合数によって糖は大まかに分類がされている。単糖 2 つが脱水縮

合によって結合したものを二糖、10 個程度が重合したものをオリゴ糖、さらに

重合したものを多糖と呼ぶ。糖は、タンパク質及び脂質と並び主要な生体高分子

であり、あらゆる生体内化学反応に関与している。特に単糖や二糖は、生体内の

エネルギー伝達を媒介しており「エネルギー通貨」とも呼ばれているが、微生物

や昆虫、両生類等では生体保護物質としての役割も担っている(Storey and Storey, 
1996)。以後、本博士論文では「糖」を単糖や二糖を示す語として用い、オリゴ

糖や多糖とは区別する。本節では、この糖による生体保護作用について説明す

る。 
 糖による生体保護作用については、特に昆虫において多く報告がなされてい

る(Andreadis and Athanassiou, 2017)。昆虫は血糖に二糖のトレハロースを用いて

おり、その血糖濃度は 0.5~5%程度である。これは、哺乳類の血糖濃度がおよそ

0.1%であることと対照的である。哺乳類は血糖として単糖であるグルコースを

利用しているが、単糖の還元末端が絶えず酸化還元反応を起こすため開環構造

と閉環構造の平衡として存在する。この還元末端が他の生体高分子と反応し共

有結合を形成する現象を糖化反応とよび、生体高分子や生体組織の機能不全を

引き起こすことが知られている。そのため、哺乳類は血糖値を低く抑えて糖化反

応を抑制する必要がある。その一方で、トレハロースやスクロース(ショ糖)とい

った単糖の還元末端同士のグリコシド結合によって生成される二糖は非還元糖

と呼ばれ、糖化能を持たない。従って、トレハロースのような非還元糖を血糖と

して用いる生物は、血糖値を高濃度に維持することができ、高濃度の糖を利用し

た生体保護が可能となる。 
 糖を用いた生体保護において最も一般的なものは低温耐性の獲得である

(Clark and Worland, 2008)。越冬性の昆虫類では、冬越しの際にトレハロース濃度

を 20%程度まで高めることで氷晶の成長を抑制するとともに、生体高分子の構

造を安定化することが知られている。高緯度に生息する昆虫では、日常的に血糖

濃度を高く維持する種も知られている。これら低温耐性の獲得をクライオビオ

シス(cryobiosis)と呼ぶ(Hengherr and Schill, 2019)。乾燥耐性の獲得に糖を用いる

生物も知られており、アフリカ原産のネムリユスリカは幼虫時代にトレハロー

スを用い乾季を超えることが可能である(Cornette, 2011)。ネムリユスリカは、ト

レハロースを雨季から乾季へ遷移する間に大量に生産することで体内をガラス

化する。これにより生命活動を一時停止させ、仮死状態となる。再び水分を得る
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ことで正常な生命活動を開始することが可能であり、この乾燥耐性の獲得をア

ンハイドロビオシス(anhydrobiosis)、仮死化による耐性獲得をクリプトビオシス

(cryptobiosis)と呼ぶ(Clegg, 2001; 櫻井, 2016)。クリプトビオシスは緩歩動物のク

マムシでも知られているが、この仮死状態ではあらゆる環境ストレスに対して

極めて高い耐性を持つことが知られている。さらに、酵母菌で見られる現象とし

て、糖を用いた高温耐性の獲得が知られている(Singer and Lindquist, 1998)。
40~50˚C に加熱されると酵母菌はトレハロースを急速に生産し、生体高分子の熱

による損傷を抑制する。ここで着目すべき点は、好熱細菌のように高温域に最適

化された生体高分子を利用するのではなく(Vieille and Zeikus, 2001)、室温近傍に

最適化された生体高分子を高温でも利用し続けることを可能とすることである。 
 以上で述べたものは、糖による生体保護作用の極一部に過ぎない。糖は様々な

環境ストレスから生体を保護する作用を持ち、この生体保護作用を活用する生

物種も多岐にわたる。また、保護される対象も、臓器といった顕微鏡スケールか

らから細胞や生体高分子といったミクロスケールまで幅広いと考えられている。

その中でも、タンパク質に対する保護作用については古くから研究が行われて

おり(Lee and Timasheff, 1981)、本論文でもタンパク質に対する糖による保護作用

について述べる。 
 
 
1.1.2 糖によるタンパク質保護作用 
 
 糖によるタンパク質保護作用は、生物学的に重要であるだけでなく、産業応用

の観点からも研究する価値がある。既に、近年研究開発が盛んとなっているタン

パク質製剤や培養細胞の保存への糖の活用や(Ohtake and Wang, 2011)、食品保存

への応用が行われている(Zhang et al., 2017; Hague et al., 2015)。タンパク質に対す

る保護作用については、溶液状態と乾燥したアモルファス状態についてそれぞ

れ研究が行われており(Jain and Roy, 2009)、今回我々は、溶液状態におけるタン

パク質保護作用について検討を行った。 
 糖溶液中でタンパク質の天然構造が安定化され、様々な変性条件下でも変性

や凝集が抑制されることが既に知られている(Arakawa and Timasheff, 1982)。これ

らの先行研究は、熱分析や分光測定によるものが多く、その微視的なメカニズム

については明確にされていなかった。生体高分子に対する糖の保護作用メカニ

ズムとして、大きく 2 つの仮説が提唱されており、それぞれ選択的水和説およ

び水素結合置換説と呼ばれている。 
(1) 選択的水和説(Arakawa and Timasheff, 1982; Davis-Searles et al., 2001) 

選択的水和説では、タンパク質表面の水和領域(水和殻)から糖分子が選択

的に排除され、糖溶液中であってもタンパク質が水分子によって選択的に

水和されると考えられており、この選択的水和によってタンパク質天然構

造の安定性が向上すると説明されている。実際に、脂質二重層の表面から

トレハロース分子が排除されることが SANS 実験により確認されている

(Kent et al., 2014)。 
(2) 水素結合置換説(Golovina et al., 2009) 
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水素結合置換説では、タンパク質表面の水和水を糖分子が置換し、直接水

素結合を形成すると考えられている。これにより、糖分子がタンパク質同

士の接触を防止する障壁となり、タンパク質の凝集を抑制すると説明され

ている。 
上記 2 つの仮説が議論される要因として、タンパク質の水和状態を糖溶液中で

直接観測する方法が限られていたためだと考えられる。そこで我々は溶液散乱

法を用い、糖溶液中におけるタンパク質の水和殻を直接観測し、溶液状態でのタ

ンパク質保護メカニズムが選択的水和説に従うことを証明した。次節では、この

選択的水和が生じる理論背景について解説する。 
 
 
1.1.3 糖の選択的排除とタンパク質の選択的水和 
 
 タンパク質は溶液中で天然構造にフォールドして存在する。このコンパクト

で単一な構造が安定的に存在するには、水分子との相互作用、水和が大きく関係

している(Eisenberg and McLachan, 1986)。一般に、球状のタンパク質天然構造は

疎水性残基をコアとし、親水性残基を表面に露出している。そして、タンパク質

表面には、水分子が 2 層(5~6 Å)に渡って水和し、水和殻を構成していると考え

られている(Israelachvili and Wennerström, 1996)。第 2 層の水和殻は、第 1 層の水

和殻によって構造化するため、第 1 層の水和殻に比べて結合が弱い。3 層以上の

水和についても諸説あるが、バルクの水分子間相互作用との区別が困難ではっ

きりとしていない。直接的な観測では、水和水を含めたタンパク質結晶構造解析

により、結晶におけるタンパク質内部の結合水の密度がバルク水に比べて 23%
高く、タンパク質表面の水和水の密度もバルク水に比べて~18%高いことが明ら

かとなっている(Gerstein and Chothia, 1996)。Svergun らはタンパク質溶液におけ

る X 線小角散乱(SAXS)と中性子小角散乱(SANS)を相補的に利用することで、溶

液中におけるタンパク質水和殻第 1 層の密度が、バルク水に比べて 5~25%(平均

10%)高いことを示した(Svergun et al., 1998)。従って、溶質の存在によって溶液の

性質やタンパク質水和殻の性質が変化すると、タンパク質の安定性に大きな効

果を及ぼすと考えられる。 
 Timasheff は、タンパク質に対する種々の溶質の効果を統一的に議論した

(Timasheff, 1992; Timasheff, 1993)。これによれば、タンパク質表面に対する溶質

の作用は大きく 2 つに分類される。 
(1) タンパク質表面の溶質の濃度がバルクに比べて過剰となる。 

このケースは溶質–タンパク質間相互作用が、水–タンパク質間相互作用より

有利である場合に生じる。 
(2) タンパク質表面の水の濃度がバルクに比べて過剰となる。 

このケースは水–タンパク質間相互作用が溶質–タンパク質間相互作用より

有利である場合に生じる。 
いわゆる変性剤は(1)に分類される。尿素(Prakash et al., 1981)や塩酸グアニジン

(Hade and Tanford, 1968)、一部の有機溶剤(Inoue and Timasheff, 1968)はタンパク質

をアンフォールディングさせる変性剤として知られている。変性剤は凝集した
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タンパク質を可溶化する作用もあるため、タンパク質発現系で生じる凝集タン

パク質を精製する過程で広く利用されている(Clark, 2001)。変性剤はタンパク質

の疎水性残基に結合することで疎水性コアを露出させる(Simpson and Kauzmann, 
1953)。この変性剤による選択的相互作用によってタンパク質の天然構造はアン

フォールディングされる。ウシ血清アルブミンと塩酸グアニジンの研究により、

タンパク質の質量に対して 20%w/w の水分子と 28%w/w の塩酸グアニジンがタ

ンパク質表面に結合していることが示されている(Reisler et al., 1977)。2 価の金

属塩も同様の傾向を示すことが明らかにされている(Arakawa and Timasheff, 
1984)。タンパク質保護作用を持つとされる化合物の多くは(2)に分類されると考

えられており、例として糖(Lee and Timasheff, 1981)、グリセロール(Na and 
Timasheff, 1981)、アミノ酸(Arakawa and Timasheff, 1983)、1 価の金属塩(Arakawa 
and Timasheff, 1984)、ポリエチレングリコール(Lee and Lee, 1981)が挙げられる。

Wyman らによって、タンパク質表面と溶媒の相互作用が負の場合、天然構造と

変性構造の平衡が天然構造側へシフトすることが示唆されており(Wyman et al., 
1964)、選択的排除及び選択的水和によってタンパク質の安定性が高まることが

理論的に推測されていた。 
 選択的排除が生じるメカニズムについては、以下の 3 種類が考察されている。 
(1) 立体的排除 

溶質の体積が水分子より大きいために、タンパク質表面から物理的に排除

される(Lee and Lee, 1981)。この立体的排除は、溶質の分子量と比例して生

じることがポリエチレングリコールに関する研究から明らかとなったが、

溶質がタンパク質表面に対して不活性であることが条件となる。 
(2) 溶質の親水性 

塩や糖はその親水性のために水分子と強く水素結合し、水溶液の粘度と表

面張力を増加させる(Arakawa and Timasheff, 1984)。そのため、溶質と水分

子との相互作用に比べ溶質とタンパク質の親水性残基との相互作用が不

利な場合、溶質がタンパク質表面から排除される。 
(3) 疎溶媒性 

疎溶媒性とは疎水性を水から溶液へ拡張したものである。タンパク質表面

には親水性残基だけでなく部分的に疎水性残基も露出している(Teeter, 
1991)。結晶構造解析から、五員環様に構造化した水分子にタンパク質表面

の疎水性残基が取り囲まれることが明らかとなった。これは疎水性水和と

呼ばれ、親水性水和と合わせてタンパク質の水和を構成している。グリセ

ロールは標準的な水の水和構造(正四面体等)によく適合することから

(Gekko and Timasheff, 1981)、反対に疎水性残基周囲の五員環構造への侵入

が不利であり、その結果疎水性残基周辺から排除されると考えられる。 
上記のメカニズムによって選択的排除が生じた上でタンパク質のアンフォール

ディングを考える。タンパク質の天然構造はコンパクトな球状であるため、タン

パク質のアンフォールディングは溶媒露出表面積の増加を招く。溶媒露出表面

積が増加すると、溶質が排除される体積も増加することになる。メカニズム(1)
においては、溶質を排除する空間の拡張はバルクの溶質濃度の増加を招き、結果

として水分子の占有空間の減少によりエントロピーが減少するため不利である。
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メカニズム(2)においては、増加した溶媒露出表面積の水和のため溶質の水和水

を奪取することとなり、系全体の自由エネルギーが増大するため不利となる。メ

カニズム(3)においては、変性によって新たに露出した疎水性表面から溶質を排

除する必要があり、エネルギー的に不利となる。従って、選択的排除傾向をもつ

溶質の存在下では、タンパク質のアンフォールディングは溶質の新たな排除が

必要となるため、結果としてタンパク質の天然構造が安定化されると考えられ

ている(Arakawa and Timasheff, 1985)。 
 
 
1.1.4 ミオグロビン 
 
 本研究では、研究対象のタンパク質としてミオグロビンを用いた。ミオグロビ

ンは動物の骨格筋や心筋に高濃度で存在する酸素貯蔵タンパク質であり、X 線

結晶構造解析によって立体構造が解かれた最初のタンパク質でもある(Kendrew 
et al., 1958)。実験によって馬の骨格筋由来の馬ミオグロビン(PDB コード: 1WLA)
と牛由来の牛ミオグロビン(PDB コード: 1Z2S)を使い分けた(図 1.1)。何れもアミ

ノ酸残基数 153 および分子量 17 kDa、8 本の α-helix から成るオールαタンパク

質であるが、アミノ酸配列に 20 残基の差異を有する。 
1WLA: GLY LEU SER ASP GLY GLU TRP GLN GLN VAL LEU ASN VAL 

TRP GLY LYS VAL GLU ALA ASP ILE ALA GLY HIS GLY GLN 
GLU VAL LEU ILE ARG LEU PHE THR GLY HIS PRO GLU THR 
LEU GLU LYS PHE ASP LYS PHE LYS HIS LEU LYS THR GLU 
ALA GLU MET LYS ALA SER GLU ASP LEU LYS LYS HIS GLY 
THR VAL VAL LEU THR ALA LEU GLY GLY ILE LEU LYS LYS 
LYS GLY HIS HIS GLU ALA GLU LEU LYS PRO LEU ALA GLN 
SER HIS ALA THR LYS HIS LYS ILE PRO ILE LYS TYR LEU 
GLU PHE ILE SER ASP ALA ILE ILE HIS VAL LEU HIS SER 
LYS HIS PRO GLY ASP PHE GLY ALA ASP ALA GLN GLY ALA 
MET THR LYS ALA LEU GLU LEU PHE ARG ASN ASP ILE ALA 
ALA LYS TYR LYS GLU LEU GLY PHE GLN GLY 

1Z2S: GLY LEU SER ASP GLY GLU TRP GLN LEU VAL LEU ASN ALA 
TRP GLY LYS VAL GLU THR ASP VAL ALA GLY HIS GLY GLN 
GLU VAL LEU ILE ARG LEU PHE THR GLY HIS PRO GLU THR 
LEU GLU LYS PHE ASP LYS PHE LYS HIS LEU LYS THR GLU 
ALA GLU MET LYS ALA SER GLU ASP LEU LYS LYS HIS GLY 
ASN THR VAL LEU THR ALA LEU GLY GLY ILE LEU LYS LYS 
LYS GLY HIS HIS GLU ALA GLU VAL LYS HIS LEU ALA GLU 
SER HIS ALA ASN LYS HIS LYS ILE PRO VAL LYS TYR LEU 
GLU PHE ILE SER ASP ALA ILE ILE HIS VAL LEU HIS ASP 
LYS HIS PRO SER ASP PHE GLY ALA ASP ALA GLN ALA ALA 
MET SER LYS ALA LEU GLU LEU PHE ARG ASN GLU MET ALA 
ALA GLN TYR LYS VAL LEU GLY PHE HIS GLY 

そのため等電点が異なり、それぞれ 7.36 および 6.97 である。また、1 つの heme
を有する酸素の貯蔵タンパク質であり、heme と 2 つのヒスチジン残基で酸素分

子を保持することが可能である。ミオグロビンはタンパク質の標準試料として

様々な研究で利用されているため、先行研究と比較する上で有用である。それに

加え、ミオグロビンはいくつかの変性条件でアミロイド線維様の凝集を形成す



 10 

ることが知られている(Fändrich et al., 2003)。そのため、アミロイド疾患に対する

糖の効果を推測することが可能であり、これも本研究でミオグロビンを対象と

した理由の一つでもある。 

 
 
1.1.5 アミロイド線維 
 
 アミロイド線維はヒトの沈着物からはじめて発見された線維状タンパク質で

あり、アミロイドと総称されるモノマータンパク質の水素結合によって形成さ

れる(後藤, 2009)。このアミロイド線維の沈着を伴う疾患をアミロイドーシスと

呼び、アミロイド線維が疾患の原因ではないかと考えられている。病原性のアミ

ロイドの多くはクロスβと呼ばれるβシートのヘアピン構造を持ち、それらが

水素結合によってスタッキングし伸長することで線維が形成される。社会的に

問題となっているアルツハイマー病がこのアミロイドーシスの一種であるため、

アミロイド線維は医学や生物学の分野で特に注目されている。2001 年になると

Dobson らによって、一般的な球状タンパク質であるミオグロビンでもアミロイ

ド線維様の凝集体を形成することが明らかとされた(Fändrich et al., 2001)。その

後、平井らによって溶液中におけるアミロイド線維の構造解析が X 線広角散乱

法を用いて行われた(Onai et al., 2007)。本論文ではこれらの先行研究に基づき、

ミオグロビンのアミロイド線維形成に対する糖の効果を溶液散乱法を用いて検

討した。 
 
 
1.1.6 本研究で用いた糖の性質 
 

A B 

図 1.1. 本研究で用いたミオグロビンの立体構造。 
A: 馬ミオグロビン(1WLA)、B: 牛ミオグロビン(1Z2S)。1WLA は X 線結晶構造解析

から得られた立体構造であるが、1Z2S は理論的に想定される理論構造であるため

heme が描写されていない。描写ソフトウェアには Schrodinger 社製の PyMOL を利用

した。 
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 本項では、本研究で用いた糖であるトレハロース、スクロース、グルコース、

フルクトースについて述べる。図 1.2 にそれぞれの化学構造式を示す。トレハロ

ースおよびスクロースは何れも C12H22O11 で表される非還元性二糖であり、構造

異性体の関係にある。それぞれの呼称は類似した異性体を含んでいるため、本論

文 で は 最 も 一 般 的 な 異 性 体 で あ る α -D-glucopyranosyl-(1→1)- α -D-
glucopyranoside をトレハロース (図 1.2A) 、α -D-glucopyranosyl-(1→2)-β-D-
fructofuranoside をスクロース(図 1.2B)とする(Brown et al., 1972; Levi and Purves, 
1949)。トレハロースはグルコース 2 分子から成る二糖で、高い環境耐性を持つ

生物が選択的に合成することから注目されており、他の二糖や単糖との物理化

学的性質の差異が詳細に検討されてきた(Crowe et al., 1996)。特に、同じ非還元

性の二糖であり、グルコースとフルクトースから成るスクロース(図 1.2B)と比較

される。スクロースでは無水結晶が最も安定であるのに対し、トレハロースは二

水和物結晶が最安定である(Sussich et al., 1998)。両者とも水溶性であるが、トレ

ハロースはスクロースに比べて溶解度が低く、水溶液中での水和数が多いこと

が知られている(Miller et al., 1997)。この傾向は、トレハロース水溶液が他の糖溶

液と異なり凍結乾燥や噴霧乾燥といった種々の乾燥方法によって容易にガラス

化する要因として考えられている。また、スクロース結晶は単糖残基間で分子内

水素結合を形成するが、トレハロース結晶は分子内水素結合を形成しない

(Ekdawi-Sever et al., 2001)。FTIR とラマン分光による研究では、糖濃度の増加に

伴う水和水の欠乏の結果、スクロースが折りたたまれて分子内水素結合を作る

のに対し、トレハロースでは折りたたみが生じないことも明らかにされている

(Kaucurakova and Mathlouthi, 1996)。トレハロースが水分子と強く相互作用する結

図 1.2. 本研究で用いた糖の化学構造 
A: トレハロース、B: スクロース、C: グルコース(グルコピラノース)、D: フルクト

ース(フルクトピラノース)。結晶構造の CSD コードはそれぞれ、DEKYEX01、
SUCROS13、GLUCSA、FRUCTO。 
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果、トレハロースを中心とする水和構造は他の糖に比べて大きくなる。実際に、

粘度測定によってトレハロース溶液の濃度当たりの粘度が、単糖や二糖の 2.5 倍

に達することが示されている(Sola-Penna and Meyer-Fernandes, 1998)。マイクロ波

–テラヘルツ–遠赤外線における広帯域誘電分光法による研究では、糖分子周囲

の水分子の配向させる作用についてもスクロース溶液に比べてトレハロース溶

液で大きくなることが示された(Shiraga et al., 2017)。 
本研究で用いた単糖であるグルコースとフルクトースは、何れも炭素数 6 の

一般的な単糖であり(C6H12O6)、溶液中では直鎖構造と環状構造の平衡混合物と

して存在する(マッキー・マッキー, 2010)。図 1.2C 及び図 1.2D には主要な結晶

構造であるグルコピラノース(六員環構造)およびフルクトフラノース(五員環構

造)の化学構造式を示す。グルコースは 25℃の水溶液中において直鎖型が 0.02%
存在する。この開環した直鎖型はアルデヒドの一種であり、生体高分子に対する

糖化反応を生じ得る(Bunn and Higgins, 1981)。フルクトースは果糖とも呼ばれ、

溶解性が高いため液糖と呼ばれることもある。水溶液中では一般に五員環のフ

ラノースとして存在し、グルコースに比べて反応性が高い上に長い代謝経路を

必要とする。そのため糖化反応が生じやすく、血中における毒性が高いと考えら

れている(Mcpherson et al., 1988)。 
 1.1.2 項で述べたように、溶質がタンパク質表面から排除されることでタンパ

ク質構造が安定化すると考えられているが、溶質とタンパク質との反発的相互

作用が大きくなると、タンパク質の溶解度が減少して凝集が促進される。これ

は、PEG 水溶液中でタンパク質の凝集沈殿(Atha and Ingham, 1981)や結晶化

(Mcpherson, 1985)が生じることから明らかである。トレハロースは単糖や二糖の

中では高い親水性を持つが、PEG 等の親水性高分子に比べれば分子量も小さく、

排除傾向も小さい。多種多様な溶質のカオトロープ性(水分子間相互作用を弱め

る作用)及びコスモトロープ性(水分子間相互作用を強める作用)の統一的な評価

を試みた研究では、トレハロースは単糖及び二糖の中で最大のコスモトロープ

性を示すが、PEG に比べると 1/3~1/12 であることが報告されている(Cray et al., 
2013)。このバランスの取れた親水性が、トレハロースを優秀な生体保護物質と

して確立させている要因の一つだと推測できる。 
 
 
1.2 研究目的及び本論文の構成 
 
 本研究の目的は、放射光と中性子を用いた溶液散乱実験により、糖溶液中にお

ける水和を介したタンパク質保護作用のメカニズムを構造学的に証明するとと

もに、アミロイド線維形成を含めたタンパク質の変性凝集に対する糖の作用を

分子レベルで構造学的に解明することである。水和を介した糖による保護作用

については、熱測定や分光測定から得られるバルクの物性値によって議論され

ており、複数の仮説が提唱されていた。そこで本研究では、溶液散乱法を用いる

ことで、糖溶液中のタンパク質水和殻を直接観測し、糖によるタンパク質保護作

用仮説を構造学的に証明した。また、実際のタンパク質変性に対する糖の作用に

ついては、タンパク質の内部構造や二次構造に着目した研究や、アミロイド線維
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形成に対する糖の効果を構造学的に議論した研究は乏しい。そこで本研究では、

溶液散乱法を用いて、タンパク質の分子内構造に対する糖の効果を溶液中で観

測するとともに、アミロイド線維形成に対する糖の効果を構造学的に検討した。 
 本博士論文は、第 1 章に序論を、第 2 章に実験手法を、第 3 章から第 5 章に

実験結果と考察を、そして第 6 章に本博士論文の総括を記す。第 1 章の序論で

は、糖による生体保護作用の概要を述べ、特にタンパク質に対する糖の保護作用

について既知の事実をまとめた。さらに、本研究で研究対象としたとしたミオグ

ロビン及びアミロイド線維について解説し、本研究で注目した糖であるトレハ

ロースについて詳細に述べた。第 2 章では、研究の中心的手法として用いた溶

液散乱実験法の概要について述べる。溶液散乱実験には放射光及びパルス中性

子を用いたため、使用した共同利用についても端的に説明する。また、散乱実験

の解析には公開プログラムを用いた理論散乱関数のシミュレーションを利用し

ており、このプログラムの計算理論についても説明する。シミュレーションの実

施には糖溶液の散乱密度を質量密度から計算する必要があり、質量密度の測定

に振動式密度計を用いた。この振動式密度計の原理についても簡単に説明した。 
 第 3 章では、二糖であるトレハロースと単糖であるグルコースを用い、これ

らの糖溶液中でタンパク質水和殻を溶液散乱によって観測した。X 線散乱実験

では、糖の添加によるコントラスト変化が実験結果へ影響するため、理論散乱関

数のシミュレーション結果と比較することで解析を行った。中性子散乱実験で

は、重水素化グルコースを用いて X 線散乱で生じるコントラスト変化を避け、

タンパク質水和殻の散乱コントラストを直接評価した。 
 第 4 章では、第 3 章で得られたトレハロースとグルコースによる差異が、糖

の重合度だけに依存するのか確認するため、二糖であるスクロースと単糖であ

るフルクトースを加えて同様の実験を行った。それに加え、塩酸グアニジンによ

る化学変性、及び高温での熱変性に対する等による保護作用を検討した。ここで

は X 線広角散乱の特徴を活用し、タンパク質の内部構造や二次構造に対する糖

の効果を構造学的に検討した。 
 第 5 章では、第 4 章で検討した変性の抑制作用ではなく、変性凝集からの糖

による回復作用を検討した。変性条件には低 pH による酸変性を用い、ミオグロ

ビン酸変性によって生じたアミロイド様凝集がトレハロースの添加によって解

離し、天然構造へリフォールドされる現象を構造学的に解析した。 
 第 6 章では、これらの研究結果を総括し、今後の展開について述べる。 
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第 2 章 実験手法 
  
2.1 X 線溶液散乱法 
  
2.1.1 放射光 
  
 本項では佐々木氏らによる著書を参考にした(佐々木・石井, 1986)。光速度に

極めて近い速さの電子や陽電子が、磁場中においてローレンツ力で曲げられる

とき、電磁波(放射光)を発生する。この現象はシンクロトロン放射と呼ばれ、1947
年に初めて確認された。放射光は電子軌道の接線方向に高輝度で鋭い指向性を

持った強力な白色光であり、紫外線領域からＸ線領域に渡って従来の実験室系

光源に比べて桁違いの輝度を持つビームが得られる。この放射光を得るために、

加速された電子を長時間一定のエネルギーで周回させる装置が蓄積リングであ

る)。蓄積リングの内部は超高真空に保たれており、線形加速器によって入射さ

れた加速電子を偏光磁石によって向きを変えることで円形軌道に蓄積する。蓄

積リングから発生した放射光は、ビームラインによって実験ハッチに導かれる。

本研究では、大学共同利用法人・高エネルギー加速器研究機構(KEK)–物質構造

化学研究所(IMSS)に設置された Photon Factory の BL-10C(図 2.1)と、公益財団法

人高輝度光科学研究センター (JASRI)/理化学研究所 (RIKEN)に設置された

SPring-8 の BL-40B2(図 2.2)を利用した。 
 Photon Factory では電子を 2.5 GeV に加速し、周長 187 m の蓄積リングを周回

させている(床次, 1985)。BL-10C では、発生した白色放射光は二結晶モノクロメ

ータで単色化され、湾曲円筒集光ミラーによってサンプル位置に焦点を合わせ

られる。湾曲集光ミラーからサンプルまでには 2 つのスリットが存在し、サン

プルに照射されるＸ線は縦 2mm 以下、横 10mm 以下に絞り込まれる。Ｘ線強度

をモニターするため、ビーム上流とサンプル直前にイオンチェンバーが、サンプ

ル後方のビームストッパーに半導体 X 線検出器が設置されている。散乱実験の

検出器には半導体二次元検出器 PILATUS3 2M(Dectris 社製)を、サンプルホルダ

ーの温度調節には mK2000(Instec 社製)を使用した。カメラ長は 200~3000 mm、

波長は 0.86~1.91 Å に可変できる。 
 SPring-8 では電子を 8.0 GeV に加速し、周長 1436 m の蓄積リングを周回させ

ている(原, 2002)。BL-40B2 でも基本的な設備は PF BL-10C と同様であるが、入

射 X 線を 0.1×0.1mm 以下に成形しており、極小さいサンプルでも散乱測定が可

能である。検出器にはイメージングプレート R-axis Ⅳ(RIGAKU 社製)及び

PILATUS3 2M(Dectris 社製)を利用した。カメラ長は 200~4000 mm、波長は

0.71~1.91 Å に可変できる。 
 測定には厚さ 1 mm、容量 70 µL のステンレス製の溶液セルを用いた。表裏の

X 線入射窓には 20 µm の石英薄膜を接着した。 
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2.1.2 X 線散乱理論 
  
 本項は小泉将治氏の博士論文を参考とした(小泉, 2006)。多数の電子を含む系

で, 電子による X 線散乱を考える。任意の原点𝑂と任意の点𝑘を与え, その位置

ベクトルを𝐫%と置き、入射 X 線の単位ベクトルを𝒔𝟎、散乱角 2θの散乱 X 線の

単位ベクトルを𝒔とすると、その光路差は𝐫% ∙ (𝐬 − 𝐬𝟎)で与えられる。X 線の波長

をλとすると、光路差を位相差𝛷%に変換することができる。 

𝛷% =
2𝜋r% ∙ (𝐬 − 𝐬𝟎)

λ 					(2.1) 

ここで 
(𝐬6𝐬𝟎)
7

 を散乱ベクトル𝐪として以下に定義する。 

𝐪 =
(𝐬 − 𝐬𝟎)

𝜆 , |𝐪| = 𝑞 =
4𝜋 sin 𝜃

λ 					(2.2) 

位相差𝛷%を用いて点𝑘からの散乱振幅𝐸%を表すと、 
𝐸% = 𝐸C𝑓%exp[−𝑖(𝜔𝑡 + 𝛷%)]					(2.3) 

𝐸Cは電子一つによる散乱振幅、𝑓%は点𝑘の散乱因子(構成電子数に相当)、𝜔は入射

X 線の角振動数である。この式を用いて散乱波の振幅𝐸Oを表すと、 

𝐸O =P𝐸%
%

exp(−i	𝜔𝑡) QP𝑓%
%

exp(−i𝛷%)R = 𝐸C𝐴(𝐪)exp(−𝑖𝜔𝑡)					(2.4) 

ここで𝐴(𝐪)は系の構造振幅である。 

𝐴(𝐪) =P𝑓%
%

exp(−i𝛷%)					(2.5) 

系の散乱強度𝐼(𝐪)は𝐴(𝐪)とその共役複素関数𝐴∗(𝐪)の積で与えられる。多くの場

合は散乱体の無配向性や等方的分布により、𝐼(𝐪)を𝐪空間での平均𝐼(𝑞)とし、

𝐼(𝑞) = 〈𝐼(𝐪)〉として取り扱う。従って系の散乱強度は、 
𝐼(𝑞) = 𝐼C〈𝐴(𝐪) ∙ 𝐴∗(𝐪)〉 = 𝐼C|𝐴(𝐪)|Y					(2.6) 

図 2.1. PF BL-10C の検出器及び試料
ホルダー 

図 2.2. SPring-8 BL-40B2 の検出器及
び試料ホルダー 
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ここで𝐼Cは電子一つによる散乱強度である。電子が連続して分布する系において

は、構造振幅を積分系に置き換えることができる。体積𝑑𝑣%における電子密度分

布を𝜌(𝐫%)とすれば、点𝑘及び系からの振幅は、 
𝑓% = 	𝜌(𝐫%)𝑑𝑣%  

𝐴(𝐪) = ^ 𝜌(𝐫%)
_`

exp[−𝑖(𝑞 ∙ 𝐫%)]	𝑑𝑣%				(2.7) 

この式より系の散乱強度を示すと、 
𝐼(𝑞) = 𝐼C|𝐴(𝐪)|Y	

										= 𝐼C 〈 ^ 𝜌(𝐫%)
_`

exp[−𝑖(𝑞 ∙ 𝐫%)]	𝑑𝑣% ∙ ^ 𝜌b𝐫cd
_e

expf−𝑖b𝐪 ∙ 𝐫cdg	𝑑𝑣c〉	

										= 𝐼C 〈^ ^ 𝜌(𝐫%)𝜌b𝐫cdexpf−𝑖b𝐪 ∙ 𝐫%cdg	𝑑𝑣%𝑑𝑣c
c%

〉,			(𝐫%c = 𝐫% − 𝐫c)						(2.8) 

ここで散乱密度(電子密度)	𝜌b𝐫%cdに対し、その自己相関関数𝛾b𝐫%cdを定義すると、 

𝛾b𝐫%cd = 𝜌b𝐫%cd ∗ 𝜌b−𝐫%cd = ^ 𝜌b𝐫cd𝜌b𝐫c + 𝐫%cd𝑑𝑣c
_e

					(2.9) 

																																																																				(∗ :	コンボリューション) 
 
さらに、𝐫%c ≡ 𝐫として式(2.10)を用いて式(2.9)を書き換えると、 

𝐼(𝑞) = 𝐼C 〈^ m^ 𝜌(𝐫n + 𝐫)𝜌b𝐫cd𝑑𝑣cexp[−𝑖(𝐪 ∙ 𝐫)]	
_e

o𝑑𝑣
_

〉	

									= 𝐼C 〈^ 𝛾(𝒓)exp[−𝑖(𝐪 ∙ 𝐫)]𝑑𝑣
_

〉																																						(2.10) 

従って散乱強度𝐼(𝐪)は、散乱体の散乱密度分布𝜌(𝐫)の自己相関関数𝛾(𝒓)のフーリ

エ変換像に対応していることが分かる。溶液散乱法によって得られる情報は散

乱強度𝐼(𝐪)の空間平均で与えられるため、 
𝐼(𝑞) = 〈𝐼(𝐪)〉	

									= ^ ^ 𝜌(𝐫%)𝜌b𝐫cd〈expb𝑖𝐪 ∙ r𝐫% − 𝐫crd〉	𝑑𝑉%𝑑𝑉c
tet`

	

									= ^ ^ 𝜌(𝐫%)𝜌b𝐫cd
sin(𝑞𝑟%c)
𝑞𝑟%c

	𝑑𝑉%𝑑𝑉c
tet`

																				(2.11) 

となり、この式を Debye の式と呼ぶ。 
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2.1.2 コントラスト 
  
 本項は岩瀬裕希氏の博士論文を参考にした(岩瀬, 2002)。真空中の溶質粒子の

散乱密度分布を𝜌v(𝐫)とすると、次のように平均散乱密度�̅�と平均からのゆらぎの

項に分けて表すことが可能である。 
𝜌v(𝐫) = �̅�𝜌_(𝐫) + 𝜌x(𝐫)																				(2.12) 

𝜌_(𝐫)は溶質粒子の形状を表す散乱密度関数であり、溶質粒子内部では 1、それ

以外では 0 となる。𝜌x(𝐫)は平均からのゆらぎ表す関数である。ここで、溶液中

における溶質粒子の有効散乱密度𝜌(𝐫)は次のように表される。 
𝜌(𝐫) = (�̅� − 𝜌vyn_)𝜌_(𝐫) + 𝜌x(𝐫) 
										= ∆𝜌𝜌_(𝐫) + 𝜌x(𝐫)																							(2.13) 

𝜌vyn_は溶媒の平均散乱密度、∆𝜌は溶質粒子と溶媒の平均散乱密度の差であり、

これを「コントラスト」と呼ぶ。従って、糖の添加により溶媒の平均散乱密度が

増加するとコントラストは減少するため、散乱曲線を解析する際にコントラス

ト変化の寄与を考慮する必要がある(図 2.3)。 

 
 
2.1.3 X 線広角散乱法における一次処理 
  
 上で述べたように溶質粒子の構造情報は、溶媒と溶質粒子の散乱密度の差(コ
ントラスト)によって与えられる。従って溶液散乱法では、溶質粒子を含んだ溶

液の散乱から溶媒の散乱を差し引く(バックグラウンド処理)必要がある。生体試

料の構造解析には q < 0.5 Å-1 の範囲を測定する X 線小角散乱法(small-angle X-ray 
scattering, SAXS)が一般的に利用され、溶質粒子の排除体積を考慮したバックグ

ラウンド処理が行われる(Feigin and Svergun, 1987)。本研究では 0.04 Å-1 < q < 2.0 

図 2.3 X 線に対するミオグロビンのコントラストの
トレハロース濃度依存性。 
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Å-1 の X 線広角散乱(wide-angle X-ray scattering, WAXS)を利用したため、測定領域

に水の分子相関ピークが観測される。この水分子相関ピークは強度が高いだけ

でなく温度や塩濃度等に敏感であり(図 2.4)、高角領域のバックグラウンド処理

を困難にしている。そこで、平井らが考案した方法を用いて X 線広角散乱デー

タのバックグラウンド処理を行った(Hirai et al., 2002))。 

𝐼(𝑞) =
1

𝐼{C|%vyn }
𝐼vyn(𝑞)
𝐵vyn𝑇vyn�

−
𝐼�Cnn(𝑞)
𝐵�Cnn𝑇�Cnn

� −
(1 − 𝑐𝑣|)
𝐼{C|%vyn_ }

𝐼vyn_(𝑞)
𝐵vyn_𝑇vyn_

−
𝐼�Cnn(𝑞)
𝐵�Cnn𝑇�Cnn

�					(2.14) 

I(q)、Isol(q)、Isolv(q)はそれぞれ溶質、溶液、溶媒の散乱強度である。𝑐及び𝑣|は溶

質濃度及び偏比容、𝐼{C|%vyn 、𝐼{C|%vyn_ は溶液及び溶媒の水分子ピークの散乱強度、𝑇vyn、
𝑇vyn_、𝑇�Cnnはそれぞれ溶液、溶媒、試料セルの X 線透過率、𝐵vyn、𝐵vyn_、𝐵�Cnnは
それぞれの入射ビーム積分強度である。 
 

 
 
2.1.4 Guinier 解析 
 
 本項は小泉将治氏の博士論文を参考とした(小泉, 2006)。散乱体の散乱強度は

式(2.10)で与えられている。ここで𝑞が非常に小さい場合を考えると、次のように

近似できる。 
sin(𝑞𝑟�Y)
𝑞𝑟�Y

= 1 −
(𝑞𝑟�Y)Y

6 +
(𝑞𝑟�Y)�

120 +⋯	

																			= 1 −
(𝑞𝑟�Y)Y

6 																																	(2.15) 

この式を式(2.11)に代入すると散乱強度𝐼(𝑞)は次のように得られる。 

図 2.4 X 線広⾓散乱で観測される⽔の分⼦相関ピークの温度依存性 
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𝐼(𝑞) = ^ ^ 𝜌(𝐫�)𝜌(𝐫Y) �1 −
(𝑞𝑟�Y)Y

6
� 	𝑑𝑉�𝑑𝑉Y

t�t�

 

= �^ 𝜌(𝐫)𝑑𝑉
t

�

Y

−
𝑞Y

6
^ ^ 𝜌(𝐫�)𝜌(𝐫Y)	𝑟�YY 𝑑𝑉�𝑑𝑉Y

t�

					(2.16)
t�

 

ここで角度 0°における散乱強度𝐼(0)及び散乱体の回転半径𝑅�は以下のように

定義される。 

𝐼(0) = �^ 𝜌(𝐫)𝑑𝑉
t

�

Y

																																(2.17)	

𝑅�Y =
∫ ∫ 𝜌(𝐫�)𝜌(𝐫Y)	𝑟�YY 𝑑𝑉�𝑑𝑉Yt�t�

2 ∫ ∫ 𝜌(𝐫�)𝜌(𝐫Y)	𝑑𝑉�𝑑𝑉Yt�t�

					(2.18) 

式(2.17)及び式(2.18)を式(2.16)に代入すると、 

𝐼(𝑞) = 𝐼(0)�1 −
𝑞Y𝑅�Y

3 �					(2.19) 

さらに、 

exp�−
𝑞Y𝑅�Y

3 � = 1 −
𝑞Y𝑅�Y

3 +
𝑞�𝑅��

18 −⋯	

																														= 1 −
𝑞Y𝑅�Y

3 																																(2.20) 

これより、𝑞が非常に小さい領域で𝐼(𝑞)は次のように近似できる。 

𝐼(𝑞) = 𝐼(0)exp�−
𝑞Y𝑅�Y

3 �					(2.21) 

これを Guinier 近似と呼ぶ(Guinier et al., 1955; 角戸・笹田, 1993)。この近似によ

り、ln𝐼(𝑞)を𝑞Yに対してプロット(Guinier プロット)することで直線の勾配から回

転半径𝑅�を求めることができる。なお、Guinier 近似が成立する領域は、𝑞𝑅� <
1.3が目安とされている(Feigin and Svergun, 1987)。 
 また、回転半径𝑅�はコントラスト∆𝜌を用いて次のように表すことができる(岩
瀬, 2002)。 

𝑅�Y = 𝑅_Y +
𝛼
∆𝜌 −

𝛽
∆𝜌Y 					(2.22) 

𝑅_は溶質粒子の幾何学的回転半径である。これより、𝑅�Yを1/∆𝜌に対してプロッ

トすることで切片より𝑅_、傾きから𝛼、曲率から𝛽を求めることができる

(Stuhrmann プロット)。幾何学的回転半径𝑅_は粒子内の散乱密度が均一であると

仮定した場合の回転半径であり、粒子のサイズのみに依存する。𝛼は散乱密度の

ゆらぎに関連し、粒子の外側の散乱密度が内側より大きい場合に正の値を、逆の

場合は負の値となる。𝛽は散乱密度分布の重心と幾何学的重心のずれに基づき、

2 つの重心が一致する場合は 0 となる(岩瀬, 2002)。 
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2.1.5 距離分布関数による解析 
 
 本項は小泉将治氏の博士論文を参考とした(小泉, 2006)。式(2.5)及び式(2.6)か
ら、コンボリューションの Fourier 変換定理により散乱強度𝐼(𝐪)は以下のように

も表すことができる。 

𝐼(𝐪) = ^ ^ 𝜌(𝐫�)𝜌(𝐫 + 𝐫�)exp(𝑖𝐪 ∙ 𝐫)𝑑𝑉�𝑑𝑉Y
t�t�

					(2.23)	

ここで自己相関関数γ(𝐫)は、 

γ(𝐫) = 𝜌(𝐫) ∗ 𝜌(−𝐫) = ^ 𝜌(𝐫�)𝜌(𝐫 + 𝐫�)𝑑𝑉
t

					(2.24) 

と定義されるので、(2.21)式に代入すると、 

𝐼(𝐪) = ^ γ(𝐫)exp(𝑖𝐪 ∙ 𝐫)𝑑𝑉	
t

					(2.25)	

となり、散乱強度𝐼(𝐪)と自己相関関数γ(𝐫)が Fourier 変換の関係にあることが分

かる。溶液散乱法では散乱体の時間・空間平均された情報が得られるので、(2.25)
式を空間平均すると、 

𝐼(𝑞) = 4𝜋^ 𝑟Yγ(𝑟)
sin(𝑞𝑟)
𝑞𝑟 𝑑𝑞

�

�

					(2.26) 

また、自己相関関数γ(𝐫)は(2.26)式を逆 Fourier 変換することで、 

γ(𝐫) =
1
2𝜋Y

^ 𝑞Y𝐼(𝑞)
sin(𝑞𝑟)
𝑞𝑟 𝑑𝑞

�

�

					(2.27) 

と求まる。この自己相関関数γ(𝐫)に球殻の重み(4𝜋Y)をかけると距離分布関数

𝑝(𝑟)が得られる。 
𝑝(𝑟) = 4𝜋Yγ(𝐫)																																																						 

=
1
𝜋
^ 𝑞𝑟𝐼(𝑞) sin(𝑞𝑟) 𝑑𝑞
�

�

					 (2.28) 

距離分布関数𝑝(𝑟)は、散乱体粒子の形状と内部の散乱密度分布を反映する。散乱

体粒子の最大径を𝐷���とすると、原理的には𝑟 = 𝐷���で𝑝(𝑟) = 0となるので、粒

子の最大径𝐷���を求めることができる。また距離分布関数の解析では、散乱密

度𝜌(𝐫)の自乗の情報しか得られないが、散乱体粒子の散乱振幅または位相を仮定

することによって、散乱密度分布（動径密度分布関数）を求めることができる。

距離分布関数𝑝(𝑟)を求める際には、全𝑞空間(0 < 𝑞 < ∞)の散乱強度が要求される

が、実際の測定では分解能が存在するため補正が必要になる。小角分解能未満の
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ビームストッパーによる欠損部分はGuinierプロットによる外挿値を利用するこ

とが一般的であり、本研究でもこの方法を用いた。また、高角分解能以降のデー

タ打ち切りによるリップルを避けるために次式を用いた。 
𝐼′(𝑞) = 𝐼(𝑞)exp(−𝑘𝑞Y)					(2.29) 

𝑘は補正強度(dumping factor)である。距離分布関数𝑝(𝑟)の規格化には次の全散乱

強度を用いた。 

𝐼� ��¡ = ^ 𝑝(𝑟)𝑑𝑟

¢£¤¥

�

					(2.30) 

また、回転半径𝑅�を距離分布関数𝑝(𝑟)によって表すことができる。 

𝑅�Y =
∫ 𝑝(𝑟)𝑟Y𝑑𝑟¢£¤¥
�

2 ∫ 𝑝(𝑟)𝑑𝑟¢£¤¥
�

					(2.31) 

式(2.31)は式(2.18)式と同等であり、式(2.31)から回転半径𝑅�を求める方法を

Glatter 法と呼び、Guinier プロットと比べて計算に利用するデータ数が多く、統

計精度の良い結果が得られる(Glatter and Kratky, 1982)。さらに、Guinier 領域に現

れる粒子間相互作用や凝集等の影響を受け難いことが知られている。 
 
 
2.1.6 転移多状態解析法 
 
 転移多状態解析法(transition-multiplicity analysis, TMA 法)は、平井らによって考

案された生体分子の構造転移における多状態性の評価法である(Hirai et al., 1999)。
TMA 法による熱転移の解析は次式を用いる。 

∆= P ¦
𝐼(𝑞, 𝑇)

∑ 𝐼(𝑞, 𝑇)¨�
¨©¨�

− ª𝛼
𝐼(𝑞, 𝑇«)

∑ 𝐼(𝑞, 𝑇«)
¨�
¨©¨�

+ (1 − 𝛼)
𝐼(𝑞, 𝑇¬)

∑ 𝐼(𝑞, 𝑇¬)
¨�
¨©¨�

¦
¨�

¨©¨�

						(2.32) 

𝑇«、𝑇¬は、天然状態(native state, N)及び変性状態(unfolded state, U)の温度であり、

𝐼(𝑞, 𝑇«)、𝐼(𝑞, 𝑇¬)はその温度における散乱曲線である。𝐼(𝑞, 𝑇)が対象の散乱曲線

であり、 𝑞� < 𝑞 < 𝑞Yの領域で解析を行う。∑ 𝐼(𝑞, 𝑇)¨�
¨©¨� 、∑ 𝐼(𝑞, 𝑇«)

¨�
¨©¨� 、

∑ 𝐼(𝑞, 𝑇¬)
¨�
¨©¨� はそれぞれの規格化因子である。系の熱構造転移が N 状態と U 状

態の二状態モデルに則るとすれば、中間温度𝑇では N 状態と U 状態の両方が存

在すると仮定でき、このときの N 状態のモル分率を𝛼とする。deviation factor ∆
は解析対象の散乱曲線と二状態モデルによる散乱曲線とのずれ因子であり、∆が
最小となるように𝛼を最適化することで、∆と𝛼を求める。二状態モデルに従うの

であれば∆は小さくなり、従わなければ∆は大きな値をとる。実際の解析では、

𝑇«を測定における最低温度(常温)、𝑇«を最高温度(構造転移後の温度)として計算

を行う。式(2.29)は熱転移に対応したものであるが、温度𝑇の代わりに変性剤濃度

や pH を用いることで種々の要因による構造転移の多状態性解析が可能である。 
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 WAXS データに TMA 法を用いる場合、一般に𝑞領域を指定して解析を行う

(Hirai et al., 2002)。これは WAXS の観測領域に生体分子の階層構造情報が含まれ

るためである。タンパク質を例に挙げると、水和殻を含めた外形、内部ドメイン

の相関、ドメイン構造、二次構造の情報がそれぞれの𝑞領域に観測される(図 2.5)。
ミオグロビンのような小型の球状タンパク質から得られる WAXS 曲線は、(A) 
0.04 Å-1 < q < 0.2 Å-1: 水和シェル及び分子外形、(B) 0.25 Å-1 < q < 0.5 Å-1: ドメイ

ン相関及び二次構造の遠距離相関、(C) 0.5 Å-1 < q < 1.0 Å-1: ドメイン内の二次構

造の相関、(D) 1.0 Å-1 < q < 2.0 Å-1: 二次構造自体と側鎖のパッキング、といった

階層構造情報が得られる。この領域別に TMA 法による解析を行うことで、階層

構造別に構造転移状態の解析が可能となる。 

 
 
2.2 中性子溶液散乱法 
  
2.2.1 パルス中性子源 
  
 本項は星埜氏らの著書および新村氏の総説を参考にした(星埜 et al., 1976; 新
村, 1974)。中性子は、磁気モーメントは持つが電荷を持たない粒子である。その

ため中性子線は高い透過性を有し、強力な非破壊プローブとして利用されてい

る(星埜 et al., 1976)。中性子源には大別して原子炉と加速器(パルス中性子源)が
ある。本研究では日本唯一のパルス中性子源である大強度陽子加速器施設(J-
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図 2.5. ミオグロビン構造(左)及び WAXS 散乱曲線とその対応領域(右) 
A: 分子外形及び水和殻、B: ドメイン相関、C: 二次構造相関、D: 二次構造領域 
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PARC)–物質・生命科学実験施設(MLF)を利用した。パルス中性子源からは白色中

性子が得られるため、中性子の飛行時間から波長を求める飛行時間法(time of 
flight method, TOF 法)が利用される(新村, 1974)。パルス中性子が発生した時刻を

𝑡 = 0	[s]、減速材から測定試料までの距離を𝐿�	[m]、測定試料から検出器までの

飛行距離を𝐿�	[m]、全飛行距離を𝐿 = 𝐿� + 𝐿�	[m]とする。このとき、∆𝑡秒後に検

出された中性子の波長[Å]は次式で表される。 

𝜆 =
ℎ
𝑚𝑣																																			 

=
ℎ
𝑚 ∙

∆𝑡
𝐿 																											 

= 3965²
∆𝑡
𝐿 ³						(2.33) 

ℎはプランク定数、𝑚は中性子の質量(1.675×10-27 kg)である。 
 本研究で利用した J-PARC–MLF は、249m の線形加速器と 3GeV シンクロトロ

ンで陽子を加速し、水銀ターゲットに照射することで中性子を発生させる(池田, 
2012)。発生した中性子はモデレーターを通過することで減速される。ビームラ

インには BL-15 TAIKAN 利用した。現在 TAIKAN には超小角、小角、中角、高

角、背角それぞれの検出器が設置されているため測定範囲は 0.005 < q < 18 Å-1 に

及ぶ(Iwase et al., 2018)。測定には既設の試料交換機を利用し、試料セルには厚さ

1 mm の石英セルを用いた。 
 
 
2.2.2 中性子弾性散乱 
 
 入射した中性子は試料を構成する原子の原子核と相互作用し、散乱する(星埜 
et al., 1976)。中性子の散乱には中性子と散乱体の間でエネルギーのやり取りがな

い弾性散乱 (elastic scattering)と、エネルギーのやり取りがある非弾性散乱

(inelastic scattering)がある。非弾性散乱は主にダイナミクスの解析に利用される。

本研究で行った中性子小角散乱法は、小角領域の弾性散乱を用いて構造解析を

行う手法である。小角散乱の原理については X 線と同様であるためここでは省

略し、本項では鍛冶東海氏の総説を参考に中性子弾性散乱について説明する(鍛
冶・新村, 1983)。 
 中性子弾性散乱における原子の散乱能を中性子散乱長と言い、元素と同位体

に固有である。中性子弾性散乱にはポテンシャル散乱と共鳴散乱の二種類があ

り、ポテンシャル散乱は散乱体(散乱ポテンシャル)による中性子の散乱で、共鳴

散乱は中性子が原子核と複合核を作った後に再度中性子が放出される散乱現象

である。両散乱過程を含んだ中性子散乱長𝑏は次式で表される。 

𝑏 = 𝑎 +
𝛤·

𝐸 − 𝐸¸ + 𝑖𝛤
					 (2.34) 

第一項の𝑎がポテンシャル散乱によるもので、原子核の半径とほぼ等しい。第二

項が共鳴散乱による項で、𝐸¸は共鳴エネルギー、𝛤は複合核が崩壊する確率、𝛤·
は種々の崩壊過程の中で中性子の放出を伴う崩壊の確率である。また、弾性散乱
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には干渉性散乱(coherent scattering)と非干渉性散乱(incoherent scattering)が含まれ

る。𝑁個の同一原子からなる系の中性子散乱の散乱断面積は次式で表され、 

𝑑𝜎
𝑑Ω = �P𝑏cexpb𝑖𝐪 ∙ 𝐫cd

«

c

�

Y

					(2.35) 

次のように書き換えられる。 

𝑑𝜎
𝑑Ω = N〈𝑏〉Y �Pexpb𝑖𝐪 ∙ 𝐫cd

c

�

Y

+ 𝑁〈(𝑏 − 〈𝑏〉)Y〉					(2.36) 

散乱ベクトル𝐪は中性子の波長と散乱角に依存する。第一項は位相を含むため散

乱角に依存する干渉効果を与え、第二項は散乱角に依存しない一様な散乱であ

るため干渉効果を与えない。それぞれの散乱断面積は次式で表される。 
σ�y¾ = 4𝜋〈𝑏〉Y																																	 
σ¿·� = 4𝜋〈(𝑏 − 〈𝑏〉)Y〉					(2.37) 

σ�y¾を干渉性中性子散乱断面積、σ¿·�を非干渉性中性子散乱断面積と呼ぶ。ここ

で核スピンを考慮すると、中性子は1/2のスピンを持つため、原子核のスピンを

𝐼とすると複合核のスピンは𝐼 ± (1/2)となる。原子のスピン多重度は2𝐼 + 1であ

るから、複合核のスピン多重度は、2(𝐼 ± (1/2)) + 1となる。このスピンに対応す

る散乱長を𝑏Á、𝑏6とすると、散乱断面積は、 

σ�y¾ = 4π }
𝐼 + 1
2𝐼 + 1𝑏Á +

𝐼
2𝐼 + 1𝑏6�

Y

												 

σ¿·� = 4𝜋
𝐼(𝐼 + 1)
(2𝐼 + 1)Y

[𝑏Á − 𝑏6]Y							(2.38) 

𝑏Á、𝑏6のそれぞれの散乱長は実験的に求められている。例として水素を挙げる

と、𝐼 = 1/2、𝑏Á = 1.04 × 106�Y	cm、𝑏6 = −4.7 × 106�Y	cmであるので、 
σ�y¾ = 2.0 × 106Y�	cmY	 
σ¿·� = 77.6 × 106Y�	cmY	 

となる。非干渉性散乱は散乱体の構造情報を含まないためバックグラウンドと

なり、これが大きいと統計精度が悪化する。表 2.1 に生体試料の主要な元素の中

性子散乱長と散乱断面積を示す。σ|Åvは吸収断面積と言い、波長に比例する。

𝑓Æ6¸|Çは X 線原子散乱因子であり、中性子との比較のために表記した。 
 ここで、測定対象の分子を原子の連続集合体とみなし、単位体積あたりの散乱

能、中性子平均散乱長密度�̅�«を定義すると、 

�̅�« =
∑𝑏
𝑉 						 (2.39) 

𝑉は分子の体積である。文献値の軽水(H2O)および重水(D2O)の排除体積を用いる

と(Kell, 1977)、それぞれの�̅�«は以下のように計算される。 
�̅�«È�É = −0.00562 × 106�Y	cm6Y 
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�̅�«Ê�É = +0.06404 × 106�Y	cm6Y 

これらの値から軽水と重水の混合水の�̅�«を求めることができる。 
�̅�«Ë|OC¸ = b−0.00562+ 0.0006966𝐶Ê�Éd × 10

6�Y	cm6Y						(2.40) 
𝐶Ê�Éは重水の体積濃度である。タンパク質や核酸は解離性残基の軽水素–重水素

(H–D)交換が生じるため、重水の濃度に依存して�̅�«も増加することに注意が必要

である(平井, 2002)。 

  
 
2.3 理論散乱関数計算 
 
本説では、Svergun らの論文を参考に、本研究で実施した理論散乱関数の計算方

法について述べる(Svergun et al., 1995; Svergun et al., 1998)。 
 
2.3.1 CRYSOL 及び CRYSON の計算理論 
 
 タンパク質の理論散乱関数の計算には、欧州分子生物学研究所(The European 
Molecular Biology Laboratory, EMBL)が公開している CRYSOL(X 線散乱用)及び

CRYSON(中性子散乱用)を利用した(Svergun et al., 1995; Svergun et al., 1998)。こ

れらのプログラムは Svergun らが Stuhrmann の発表した理論(Stuhrmann, 1970)に
基づき開発したもので、タンパク質結晶構造データベース(PDB)に登録された結

晶構造原子座標に基づき、最大 99 次の球面調和関数展開を用いて第 1 層の水和

殻を考慮したタンパク質の溶液散乱関数を計算するものである。また、水和殻の

コントラストをパラメーターとして理論散乱関数を実測散乱曲線にフィッテイ

ングし、水和殻のコントラストを求めることが可能である。これらのプログラム

は Fortran77 で記述されており、UNIX プラットフォームの実行形式で配布され

ている。 

原⼦ 核種 
𝑏�y¾	 

(106�Ycm ) 
𝜎¿·�	 

(106Y�cmY) 
𝜎|Åv(�Å) 

	(106Y�cmY) 
𝑓Æ6¸|Ç	 

(106�Ycm ) 
⽔素 H�  −0.3742 80 0.18 0.28 

重⽔素 HY (D) 0.6671 2 0 0.28 

炭素 C�Y  0.6651 0 0 1.69 

窒素 N��  0.940 ~0 0.99 1.97 

酸素 O�Ò  0.5804 0 0 2.25 

リン PÔ�  0.517 ~0.3 0.11 4.23 

硫⻩ SÔY  0.2847 ~0 007 4.5 

表 2.1. 主要元素の中性子散乱長(星埜 et al., 1976) 
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 ここで、粒子の散乱密度を𝜌|(𝐫)、溶媒の平均散乱密度を𝜌�と置き、厚さ∆、平

均散乱密度𝜌Åの境界層を仮定する。この場合、水和殻を考慮した粒子の散乱強度

は次式で表される。 
𝐼(𝑞) = 〈|𝐴|(𝐪) − 𝜌�𝐴�(𝐪) + 𝛿𝜌𝐴Å(𝐪)|Y〉						(2.41) 

𝐴|、𝐴�、𝐴Åは、それぞれ溶質粒子、溶質の排除体積、境界層の散乱振幅である。

𝛿𝜌は境界層と溶媒の平均散乱密度の差(コントラスト)であり、次式で定義される。 
𝛿𝜌 = 𝜌Å − 𝜌�						(2.42) 

実際にプログラムを利用する場合は、任意の溶媒平均散乱密度𝜌�及び任意の水

和殻コントラスト𝛿𝜌を用いて理論散乱関数のシミュレーションを行い、フィッ

ティングを行う場合は𝛿𝜌をパラメーターとして用いる。式(2.41)は Stuhrmann に

よる多重極展開を用いて書き直すことが可能である(Stuhrmann, 1970)。原子配列

𝐫𝐣、形状因子𝑓c(𝑞)、原子数𝑁の粒子の真空中における散乱振幅は次式で表される。 

𝐴|(𝐪) = P𝑓c(𝑞) expb𝑖𝐪𝐫𝐣d
«

c©�

					 (2.43) 

expb𝑖𝐪𝐫𝐣dは次式でも表すことができる(Edmonds, 1957)。 

exp(𝑖𝐪𝐫) = 4𝜋P P 𝑖n𝑗n(𝑞𝑟)
n

Ù©6n

𝑌nÙ∗ (𝜔)𝑌nÙ(𝛺)
�

n©�

					(2.44) 

𝑗n(𝑞𝑟)は球面ベッセル関数、𝑌nÙ(𝛺)は球面調和関数である。式(2.41)を式(2.42)へ
代入すると次式が得られる。 

𝐴|(𝐪) =P P 𝐴nÙ(𝑞)
n

Ù©6n

𝑌nÙ(𝛺)
�

n©�

					(2.45) 

𝐴nÙ(𝑞)は溶質粒子の部分振幅であり、次式で表すことができる。 

𝐴nÙ(𝑞) = 4𝜋𝑖nP𝑓c(𝑞)𝑗nb𝑠𝑟cd𝑌nÙ∗ (𝜔c)
«

c©�

					(2.46) 

ここで、排除体積の部分振幅は、排除体積をダミー原子の重ね合わせで表現した

場合の形状因子𝑔c(𝑞)と式(2.45)を用いて、次式で表すことができる。 

𝐶nÙ(𝑞) = 4𝜋𝑖nP𝑔c(𝑞)𝑗nb𝑞𝑟cd𝑌nÙ∗ (𝜔c)
«

c©�

					(2.47) 

Stuhrmann によれば、境界層は二次元の角度関数𝐹(𝜔)を用いて次のように表すこ

とができる(Stuhrmann, 1970)。 
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𝜌Å(𝐫) = ß1			𝐹(𝜔) ≤ 𝑟 ≤ 𝐹(𝜔) + ∆																	
0			0 < 𝑟 < 𝐹(𝜔)	or	𝑟 > 𝐹(𝜔) + ∆					 (2.48) 

部分振幅は実空間の動径関数のハンケル変換であり、境界層の部分振幅は次式

で表すことができる。 

𝐵nÙ(𝑞) = 𝑖n ²
2
𝜋³

�/Y

^ 𝜌nÙ(𝑟)𝑗n(𝑞𝑟)𝑟Y𝑑𝑟
�

�

					(2.49) 

この𝜌nÙ(𝑟)は次式で表される。 

原子・原子団 
排除体積 
V	(ÅÔ) 

ファンデルワールス半径 
r	(Å) 

H* 5.15 1.07 

C* 16.44 1.58 

CH† 21.59 1.73 

CH2† 26.74 1.85 

CH3† 31.89 1.97 

N* 2.49 0.84 
NH† 7.64 1.22 
NH2† 12.79 1.45 
NH3† 17.94 1.62 

O* 9.13 1.30 
OH† 14.28 1.50 
S‡ 19.86 1.68 
SH† 25.10 1.81 

Mg‡ 17.16 1.60 

P‡ 5.73 1.11 

Ca‡ 31.89 1.97 

Mn‡ 9.20 1.30 

Fe‡ 7.99 1.24 

Cu‡ 8.78 1.28 

Zn‡ 9.85 1.33 

表 2.2. 原子及び原子団の排除体積及び Van der waals 半径。a 

a それぞれの引用符は*Fraser et al., 1978、†Svergun et al., 1995、‡MacGillavry and Rieck, 

1968 に対応する。 
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𝜌nÙ(𝑟) = ^ 𝜌Å(𝐫)
ä

𝑌nÙ∗ (𝜔)𝑑𝜔					(2.50) 

式(2.49)へ式(2.50)及び式(2.48)を代入することで次式が得られる。 

𝐵nÙ(𝑞) = 𝑖n ²
2
𝜋³

�/Y

^ 𝑌nÙ∗ (𝜔)𝑑𝜔
ä

^ 𝑗n(𝑞𝑟)𝑟Y𝑑𝑟

å(ä)Á∆

å(ä)

					(2.51) 

式(2.46)及び式(2.47)、式(2.51)を式(2.41)へ代入すると、これらの部分振幅は多重

極成分となる。クロス項は空間平均されると球面調和関数の直行特性により消

去され、散乱強度を表す次のシンプルな式が得られる。 

𝐼(𝑞) = P P |𝐴nÙ(𝑞) − 𝜌�𝐶nÙ(𝑞) + 𝛿𝜌𝐵nÙ(𝑞)|Y
n

Ù©6n

æ

n©�

						 (2.52) 

ここで𝐿は打ち切り値であり、粒子の分解能を定義する。 
 
 
2.3.2 境界層の散乱振幅計算法 
 
 形状因子𝑓c(𝑞)及び𝑔c(𝑞)は部分振幅𝐴nÙ(𝑞)及び𝐶nÙ(𝑞)の評価に必要となる。タ

ンパク質構造データバンク(PDB)に登録された構造情報の多くは水素原子を含

まないが、CRYSOL 及び CRYSON では、共有結合した水素原子については原子 
団として取り扱う(表 2.2)。同様のアプローチが他の研究でも利用されている

(Pavlov and Fedorov, 1983; Lattman, 1989)。原子団の形状因子は、各原子の独立し 
た形状因子の球面平均と原子間距離 0~1 Å-1 の 5 ガウス近似で表現することがで

きる(Ibers and Hamilton, 1975)。ダミー原子の形状因子は次式で表される(Fraser et 
al., 1978)。 

𝑔c(𝑞) = 𝐺(𝑞)𝑉c exp �−π𝑞Y𝑉c
Y
Ô�					(2.53) 

𝑗番目のダミー原子(半径𝑟�cのガウス球)で置き換えられる溶媒体積は𝑉c = (4𝜋/
3)𝑟ËcÔ と表される。また、𝐺(𝑞)は次式で表される。 

𝐺(𝑞) = (𝑟�/𝑟Ù)Ôexp è−²
4𝜋
3 ³

Ô
Y
𝜋𝑞Y(𝑟�Y − 𝑟ÙY)é						(2.54) 

𝑟Ùは𝑟Ù = 𝑁6� ∑ 𝑟�c«
c©� で表される実際の原子団半径である(一般に約 1.62 Å)。有

効原子半径である𝑟�は全排除体積を一致させるために用いられる調節パラメー

ターである。 
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 境界層の角度関数𝐹(𝜔)の計算では、幾何学的中心が一致するよう粒子座標を

移動する。そのために、フィボナッチ数及び𝑁�角度方向の準均一グリッドを利

用する(Svergun and Pedersen, 1994)。実際には、原子からの最小距離が原子半径

𝑟�c及び水分子半径𝑟Ë = 1.5	Åの合計より小さい場合、境界層関数𝐹(𝜔)を次のよう

に更新する。 
𝐹(𝜔¿) = maxë𝐹′(𝜔¿), (𝑟c¿Á�.ì𝑟�c)í						(2.55) 

𝐹′(𝜔¿)は境界層関数の現在値、𝑟c¿は𝐫cの𝜔¿方向への投影である(図 2.11)。 
 全原子の配置が完了すると、境界層関数𝐹(𝜔)には原点から粒子表面の全角度 
における距離が含まれる。粒子表面近傍の溶媒密度がバルクの溶媒密度と大き

く異なることが知られており (Cheng and Schoenborn, 1990)、CRYSOL 及び

CRYSON では水分子の体積を考慮し境界層の厚さは 3 Å として計算を行う。本

研究では理論散乱関数のシミュレーション上記のプラグラムを用いており、タ

ンパク質の水和殻の厚さが 3 Å に固定されていることに注意が必要である。 
 
 

2.4 振動式密度計 
 
2.4.1 振動式密度計の原理 
 
 本項は Liptak の著書を参考に記述した(Liptak, 2003)。振動体の質量によって

固有振動数が変化する現象を利用した密度計を振動式密度計と呼び、その原理

はばね-質量系の一般式に基づいている。 

𝑃 = 2𝜋ïÙ
�

   (2.56) 

𝑃、𝑚、𝑐は、それぞれ固有振動の周期、質量、ばね定数である。また、振動に関

与する質量を振動管と測定流体に分けると次式で表すことができる 
𝑚 = M+ 𝜌𝑉   (2.57) 

𝑚は全体質量、𝑀は振動管の質量、𝜌と𝑉はそれぞれ測定流体の密度及び体積であ

る。式(2.52)に式(2.51)を代入すると次式が得られる。 

𝜌 = �
�ò�t

𝑃Y − ó
t

   (2.58) 

式(2.53)を簡略化するため、一般的に次の定数が用いられる。 

A = �
�ò�t

   (2.59) 

B = ó
t

   (2.60) 

これより、次の一般式が導かれる。 
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𝜌 = A𝑃Y − B   (2.61) 
通常、定数A、Bは標準物質の測定から定義される。この式(2.61)を用いることで、

固有振動の周期から流体の密度が求められる。  
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第 3 章 ミオグロビン水和殻に対するトレハロース 
及びグルコースの効果 

 
3.1 緒言 
 
 水溶液中のタンパク質の構造安定性は、温度や圧力などの物理的環境だけで

なく、他の溶質の存在にも依存する(Pain et al., 2000; Dobson et al., 2003)。これは、

溶質の存在によってタンパク質の水和状態が影響を受けるためだと考えられて

いる(Rösgen et al., 2007)。タンパク質の変性及び酵素の失活が、糖やポリオール

の添加により防止できることが古くから知られており、タンパク質と添加剤間

の特異的結合や溶媒粘度の変化が要因であることが示唆された(Davis-Searles et 
al., 2001; Kaushik and Bhat, 1998)。糖溶液中における安定化作用については、糖

の存在下でタンパク質が選択的に水和されることがその要因であると考えられ

てきた(Arakawa and Timasheff, 1982)。上記の先行研究では密度測定や熱量測定、

円偏光二色性、NMR 等が実験手法として用いられており、タンパク質の水和構

造を糖溶液中で直接観測した研究例はなかった。本章では、X 線散乱及び中性子

散乱を用いることでこの課題を解決し、糖による水和を介したタンパク質保護

作用メカニズムの直接的な証拠を得た。 
 本章で用いた中性子散乱法は、さまざまな物質中の水素原子の位置とダイナ

ミクスを観測するのに非常に役立つことがよく知られている。非弾性中性子散

乱実験(Gabel et al., 2002; Tehei et al., 2007)及び分子動力学シミュレーション

(Bizzarri and Cannistraro, 2002; Oleinikova et al., 2007)により、タンパク質と水和水

のダイナミクスが連動していることが明らかとされた。本章の研究では、中性子

小角散乱(SANS)と放射光 X 線広角散乱(WAXS)を相補的に使用することで、ミ

オグロビン構造とその水和殻に対するトレハロースとグルコースの影響を研究

した。実験データの解析には、タンパク質の結晶構造に基づいた理論散乱関数の

シミュレーションも利用した。本結果は、両方の糖がタンパク質表面領域から選

択的に排除される傾向を明確に示し、天然のタンパク質水和殻が保持されるこ

とが明らかとなった(Ajito et al., 2018b)。トレハロースの場合、グルコースに比べ

てこの排除傾向がより高い濃度まで維持された。 
 
 
3.2 実験 
 
3.2.1 試料 
 
 測定対象のタンパク質であるミオグロビンは、SIGMA 社から購入した馬骨格

筋由来のものをそれ以上精製することなく使用した。糖としては、同じく SIGMA
社製の非重水素化グルコース及び 97％重水素化グルコース、さらに林原社製(日
本)のトレハロース(二水和物粉末)を使用した。中性子散乱実験には、重水(99.9％
重水素化、SIGMA 社製)を使用した。化学物質はすべて分析等級のものを用いた。
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緩衝液には、50 mM NaCl、10 mM HEPES 溶液を pH 7.0 に調製して用いた。5％
w/v のミオグロビン溶液と、10〜60％w/w の糖溶液をストック溶液として調製し

た。その後、タンパク質ストック溶液と糖ストック溶液を 1:4 の体積比で混合し、

試料溶液として使用した。散乱測定の直前に、100 nm ミリポアフィルター(Merck
社製)を使用し、大きな凝集体を除去した。溶液の最終タンパク質濃度は、紫外

可視吸光度測定により決定し、およそ 1.0%w/v であった。 
 
 
3.2.3 密度測定 
 
 糖溶液の平均散乱密度を推定するため、振動密度測定(DMA35、Anton-Paar 社
製)を使用して質量密度測定を実施した。溶液の密度には温度の影響が大きいた

め、測定毎に溶液温度が 25.0 ˚C で安定するまで静置し、実験を行った。 
 
 
3.2.4 放射光 X 線広角散乱測定 
 
 WAXS の測定には、SPring-8 の BL-40B2 分光器と PF の BL-10C 分光器を使用

した。X 線の波長及びカメラ長は、BL-40B2 で 1.0 Å 及び 38.9 cm、BL-10C で

1.55 Å 及び 23.9 cm であった。検出器は、BL-40B2 では R-AXIS IV(面積 30×30 
cm2、ピクセル解像度 100 µm、理学社製)、BL-10C では PILATUS3 2M(面積 253.7
×288.8 cm2、ピクセル解像度 172 µm、Dectris 社製)、を利用し、露光時間は、BL-
40B2 で 10 秒、BL-10C で 30 秒であった。試料セルに含まれる溶液の温度は、

INSTEC 社製の温度コントローラーmK2000 を使用して密度測定と同様の 25.0˚C
に制御した。測定中は、タンパク質の放射損傷を避けるために試料溶液をゆっく

りと流動させた。WAXS データの解析は 2.1 節に則り行い、回転半径は Guinier
プロットから算出した。 
 
 
3.2.5 中性子小角散乱測定 
 
 SANS 測定は、J-PARC の BL15 TAIKAN 分光器を使用し、1.0〜7.8 Å の波長の

中性子を測定に用いた。試料セルには、光路長 1 mm の石英セルを使用し、露光

時間は 1〜3 時間であった。SANS 測定では、逆コントラスト変調法(Knoll et al., 
1985)を採用した。測定温度は他の実験と同じ 25.0 ̊ C に合わせた。SANS データ

の解析は一般的な方法を用いた(Hirai et al., 2003)。 
 
 
3.3 結果及び考察 
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3.3.1 糖溶液の密度から推定された散乱密度及び 
ミオグロビンの散乱コントラスト 

 
 X 線と中性子を使用した溶液散乱法では、溶質粒子の散乱関数は溶質と溶媒

の平均散乱密度の差、いわゆるコントラスト(Δρ)に依存する(Stuhrmann and Miller, 
1978)。糖溶液の平均散乱密度は糖濃度に応じて変化するため、質量密度の測定

から平均散乱密度を決定した。図 3.1 に、25 ℃におけるトレハロース及びグルコ

ース溶液の質量密度の質量糖濃度(％w/w)依存性を示す。糖溶液の質量密度

(𝜌ö÷ø�ù)は次式で計算することができる。 

𝜌ö÷ø�ù = 1/ } «ú
���

ßÆ_ûüý¤þ
ÿ!üý¤þ

+ (���6Æ)_"¤#$þ
ÿ"¤#$þ

%�   (3.1) 

ここで、𝑣ö÷ø�ù、𝑣&��'ù、𝑀ö÷ø�ù、及び𝑀&��'ùは、それぞれ、糖分子の排除体積、

水分子の体積、及びそれらの分子量である。𝑁|はアボガドロ定数である。式(3.1)

図 3.1. (A) 25.0˚C における糖溶液質量密度の糖

濃度(%w/w)依存性。(B) X 線に対するミオグロ

ビンのコントラストの糖濃度(%w/w)依存性。 
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を用いた最小二乗法により、トレハロースとグルコースの𝑣ö÷ø�ùは、それぞれ

353.3 ± 0.4 Å3、189.7 ± 0.8 Å3 と決定された。𝑣Ë|OC¸は 30.01 Å3 であった。これら

の値は、以前の報告(Auton et al., 2008; Banipal et al.,1997)と誤差範囲内で一致し

た。これより、トレハロース及びグルコース溶液の X 線平均散乱密度は次のよ

うに与えられた。 
トレハロース溶液: 𝜌Où'(�¡ ö' = 9.3651 + 0.0361𝑥(× 10��	cm6Y)   (3.2) 
グルコース溶液: 𝜌ø¡÷* ö' = 9.3651+ 0.0360𝑥(× 10��	cm6Y)      (3.3) 
𝑥は糖の重量濃度である。タンパク質試料であるミオグロビンの平均散乱密度は、

そのアミノ酸組成 (Zamyatnin et al., 1984)に基づいて計算した結果、11.7 ×
10��	cm6Yであった。原理的に、糖溶液中のミオグロビンの平均散乱密度差、つ

まり散乱コントラスト Δρ は糖濃度に依存する。図 3.1B には、平均散乱密度か

ら計算したミオグロビの X 線散乱コントラスト Δρの質量糖濃度依存性を示す。

これより、ミオグロビンのコントラストは糖濃度の上昇とともにほぼ直線的に

減少することがわかる。 
 
 
3.3.2 X 線散乱曲線の実測値及び理論値の比較による 

ミオグロビン水和殻への糖の効果の解析 
 
 図 3.2 には、糖濃度に応じたミオグロビンの WAXS 曲線、I(q)を示す。(A)はト

レハロース溶液中、(B)はグルコース溶液中のものである。糖の最高濃度は、ト

レハロースの溶解度がグルコースの溶解度よりも低いため、トレハロースで

32.5％w/w、グルコースで 35％w/w であった。I(q)の強度とそのプロファイルの

変化は、主に糖濃度の増加によるコントラストの変化に起因する。ここで示した

WAXS 曲線は、非常に広い q 範囲をカバーしていることに注意が必要である。

異なる q 領域で観測されたミオグロビンの WAXS 曲線は、異なる階層構造レベ

ル、つまり、四次及び三次構造(q < 0.2 Å-1)、ドメイン間相関(0.25 Å-1 < q < 0.5 Å-

1)、ドメイン内構造(0.5 Å-1 < q < 0.8 Å-1)、及び密にパッキングされた側鎖を含む

二次構造(1.1 Å-1 < q < 1.9 Å-1)に対応している(Hirai et al., 2002; Hirai et al., 2004)。 
 図 3.3 は、図 3.2 から得られた原点散乱強度の平方根 I(0)1/2 と回転半径 Rg を示

す。(A)は I(0)1/2 の糖濃度依存性、(B)は Rg の糖濃度依存性である。I(0)は N(ΔρV)2

に比例することが知られている(Stuhrmann and Miller, 1978)。ここで V は分子量、

N は粒子数である。図 3.3(A)に示す I(0)1/2 と糖濃度の良好な線形関係は、試料調

製が正しく行われ、糖濃度に依存してコントラストが減少したことを示す。図

3.1B 及び式(3.2)、式(3.3)から、糖濃度に依存するタンパク質のコントラストの変

化はトレハロースとグルコースでほぼ同じになると予想され、I(0)1/2 も両方の糖

で同じ線形関係を示すと予測された。しかし、図 3.3(A)に示すトレハロース溶液
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中での I(0)1/2 の勾配は、グルコース溶液中よりも約 11％大きかった。図 3.3B に

示した Rg は、0％w/w から 20~25％w/w の範囲において、トレハロースで 16.9 ± 
0.4 Å から 14.7 ± 0.9 Å に、グルコースでは 15.2 ± 0.4 Å へと一度減少した。その

一方で、より高濃度では Rg の増加が見られ、グルコースではトレハロースより

低い糖濃度から Rg の増加が生じた。 
 この I(0)1/2 及び Rg の糖濃度依存性を説明するため、コントラストと水和殻密

度の変化を考慮した X 線理論散乱関数の計算を実施した。シミュレーションに

は CRYSOL プログラムを使用し(2.3 節参照)、ミオグロビンの PDB ファイルに

は登録番号 1WLA を用いた(Maurus et al., 1997)。このシミュレーションでは、タ

図 3.2. ミオグロビン WAXS 曲線の糖濃度依存性。(A)

はトレハロース溶液中(最高濃度 32.5%w/w)、(B)はグル

コース溶液中(最高濃度 35.0%w/w)。 
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ンパク質の水和殻について糖の存在下で生じる可能性のある以下の 2 モデルを

想定した(Rösgen et al., 2007; Davis-Searles et al., 2001; Auton et al., 2008; Sukenik et 
al., 2013)。 
(1)選択的溶媒和モデル 

タンパク質水和水の糖分子による置換(選択的溶媒和)が生じる場合、タンパ

ク質水和殻の散乱密度は糖濃度に依存して増加する 
(2)選択的排除モデル 

タンパク質水和殻から糖分子の選択的排除が生じる場合、水和殻の散乱密度

は糖濃度に依存せず、一定となる。 
上記の極端なモデルは、タンパク質に比べて低分子量の溶質による影響を想定

したもので、この仮定に基づき理論散乱関数をシミュレーションした。 

図 3.3. (A)は原点散乱強度の平方根 I(0)1/2 の糖濃度依

存性、(B)は回転半径 Rg の糖濃度依存性。赤丸はトレハ

ロース溶液中、青四角はスクロース溶液中。 
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 図 3.4 に、ミオグロビン理論散乱関数の溶媒平均散乱密度依存性(糖濃度依存

性)を示す。(A)は選択的溶媒和モデルを、(B)は選択的排除モデルを想定したもの

で、0〜35％w/w の糖濃度の範囲に対応している。選択的溶媒和モデルでは、水

和殻領域の平均散乱密度は糖溶媒の平均散乱密度の 1.1 倍に設定した。選択的排

除モデルでは、水和殻領域の平均散乱密度は一定、つまり純水の 1.1 倍に設定し

た。この理論散乱関数から I(0)1/2 及び Rg 算出し、実験データと比較したものが

図 3.5 である。(A)が Rg、(B)が I(0)1/2 であり、理論値と実験値はそれぞれ糖濃度

0%w/w で規格化して比較した。図 3.5A に示すように、両方の糖の実験的 Rg の

変動は、平均散乱密度が 10.27×1010 cm-2 未満(糖濃度が 25％w/w 未満)の場合、

選択的排除モデルによって定性的に説明できた。図 3.5B は、トレハロースの実

図 3.4. ミオグロビンの理論 WAXS 関数の溶媒平均散乱密

度依存性。(A)は選択的溶媒和モデル、(B)は選択的排除モデ

ルを仮定してシミュレーションしたもの。 
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験的 I(0)1/2 の変化が、測定された全濃度範囲で選択的排除モデルに従うことを明

確に示した。グルコースの実験的 I(0)1/2 は、約 25％w/w で直線の傾きが変化し、

高濃度では選択的排除モデルからの逸脱が生じた。この結果は、タンパク質水和

殻へのグルコースの浸透が、特定の濃度を閾値として生じることを示唆するも

のである。 

 
 
3.3.3 中性子散乱曲線のフィッティングによるミオグロビン水和殻

の解析 
 
 WAXS の結果を確認するため、逆コントラスト変調法を使用して中性子散乱

測定を実施した。生体物質の中性子散乱測定には、さまざまな種類のコントラス

ト変調法がある。特に、重水素化物を使用した逆コントラスト変調法は、糖分子

図 3.5. 散乱曲線から得られるパラメーターの実験値

と理論値の溶媒平均散乱密度依存性の比較。(A)は回転

半径 Rg、(B)は原点散乱強度 I(0)1/2。赤丸はトレハロース

溶液中、青四角はグルコース溶液中での実験値。点線は

選択的溶媒和モデル(ケース 1)、実線は選択的排除モデ

ルを仮定した理論値。実験値と理論値はそれぞれ規格化

して比較した。 
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の添加によって生じる散乱曲線への人工的な影響を回避または最小限に抑える

ことができる。したがって、逆コントラスト変調法を適用した。実験には非重水

素化グルコース(h-グルコース)と 97％原子重水素化グルコース(d-グルコース)を
使用した。グルコースの分子量と分子体積から重水中の平均散乱長密度を計算

すると、それぞれ 0.0796×1012 cm-2 及び 0.0267×1012 cm-2 であった。したがっ

て、[d-グルコース]/[h-グルコース] = 0.706/0.294 (M/M)の比で混合することで、

重水の平均散乱長密度と一致させることができる。つまり、このグルコース混合

物を使用する場合、重水溶媒中のタンパク質のコントラストは、グルコースの添

加によっても影響を受けない。図 3.6 には、このグルコース混合物の濃度に依存

したミオグロビン SANS 曲線を示す。挿入図は I(0)1/2 である。I(0)1/2 の大きさは

グルコース濃度に依存せず一定に保たれており、グルコースと重水のコントラ

ストマッチングが成功していることを示す。図 3.6 の実線は、CRYSON プログ

ラムを用いた結晶構造とのフィッティングから得られた理論散乱関数である。

フィッティングのずれ因子χ2 値は 1.0 から 1.6 の範囲であった。 

図 3.6. ミオグロビン SANS 曲線のグルコース濃度依存性。シンボルは実験値、実線

は CRYSON のフィッティングで得られた理論散乱関数。青は 0%w/w、緑は 10%w/w、

橙は 20%w/w、赤は 30%w/w。挿入図は原点散乱強度 I(0)1/2 のグルコース濃度依存性。

グルコースは重水 100%の散乱長密度に一致させた軽水素化物と重水素化物の混合物

を用いた。 
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 図 3.7A は、図 3.6 の SANS 曲線から計算した距離分布関数 p(r)を示す。粒子

最大長 Dmax は、グルコース濃度を 30 %w/w/へ増加させると 47.8 Å から 44.7 Å
へ僅かに減少する傾向を示した。図 3.7B には、CRYSON によって得られた水和

殻のコントラストと Rg 値を示す。グルコース濃度の増加にも関わらず、水和殻

密度はほぼ一定であった。水和殻のコントラストは、全てのグルコース濃度でお

よそ 0.58×1010 cm-2(重水の平均散乱密度の 9.1％)の値を保持した。これは、糖分

子が選択的にタンパク質の水和殻領域から排除されるという WAXS の結果を強

く支持するものである。図 3.7B に示した Rg を見ると、グルコース濃度の増加に

図 3.7. SANS 曲線から得られた距離分布関数 p(r)及び水和殻コントラスト、回転半

径 Rg のグルコース濃度依存性。(A)は p(r)のグルコース濃度依存性であり、青は

0%w/w、緑は 10%w/w、橙は 20%w/w、赤は 30%w/w。(B)は水和殻コントラスト(青四

角)及び Rg(赤丸)のグルコース濃度依存性。水和殻コントラストは CRYSON のフィッ

ティングから得られた。 
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伴い 13.8 ± 0.1 Å から 13.6 ± 0.1 Å へ僅かに減少する傾向が認められた。これを

説明するため、タンパク質構造に対する溶質分子の効果に関する一般的な物理

化学的観点から、糖による他の効果を次のように仮定できる。溶媒に糖分子を加

えると、バルク水とタンパク質表面水との化学ポテンシャルに差が生じ、いわゆ

る浸透圧ストレスが生じる。したがって、平衡状態では、タンパク質界面の拡散

運動が抑制または制限され、排除体積領域の水の化学ポテンシャルが低下し、浸

透圧とタンパク質の表面張力のバランスをとる新しい安定状態が生じる(浸透圧

結合として知られる) (Suzuki and Yamazaki, 1989)。あるいは、このような効果は、

溶媒と水和殻の密度変化にそれぞれ依存するような、大規模なタンパク質運動

と内部タンパク質運動の抑制として現れる(Fenimore et al., 2002; Fenimore et al., 
2004; Frauenfeldera et al., 2009)。また、グルコース 1 M 溶液の比粘度は、1 から

1.4 へ増加する(Sola-Penna et al., 1998)。これらの効果は、タンパク質の排除体積

の見かけ上の圧縮として実験的に観察され得る。この仮定に基づき理論散乱関

数を計算し、そこから得られる Rg を図 3.8 に示す。これより、実験で生じた Rg

の減少は、排除体積の約 5％の減少に対応した。タンパク質の排除体積減少は、

主に、基準振動解析(Kidera et al., 1992)で示されるように、内側よりも外側で大

きいタンパク質の熱ゆらぎの抑制に起因すると考えられる。 
 

 
 
3.4 結言 
 
 本章では、X 線散乱と中性子散乱実験及び理論散乱関数のシミュレーション

を行い、ミオグロビンの水和殻に対するトレハロース及びグルコースの効果を

図3.8. CRYSONを用いてシミュレーションしたミオグロビ

ン回転半径 Rg の排除体積依存性。 
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検討した。理論散乱関数のシミュレーションは、水和殻水分子と糖分子の置換が

生じる選択的溶媒和モデル、及び水和殻領域から糖分子が排除される選択的排

除モデルの 2 つの異なるモデルに基づいて実施した。X 線散乱の結果は、25％
w/w 未満の糖濃度では、タンパク質表面からの糖分子の排除が支配的であるこ

とを明確に示し、選択的水和説を支持した。トレハロースとグルコースの差異と

しては、トレハロースの選択的排除傾向が、グルコースの場合よりも支配的であ

ることが明らかとなった。これは、トレハロースの優れた生体保護作用に関連す

るものと考えられる。逆コントラスト変調法を使用した中性子散乱実験の結果

は、糖の選択的排除とタンパク質の水和殻の保存を強力に支持した。以上の結果

は、糖によるタンパク質保護作用がタンパク質水和殻からの糖分子の選択的排

除及び選択的水和によって発揮されている直接的な証拠である。 
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第 4 章 ミオグロビン水和殻に対する二糖・単糖の 
効果、及び化学変性・熱変性の抑制作用 

 
4.1 緒言 
 
 タンパク質の変性及び酵素の失活の糖及びポリオールによる防止は、生化学

及び食品保存の分野で広く適用されている。この保護作用を説明するため、タン

パク質とそれらの添加物の間の特定の結合、溶媒粘度の変化、さらに、タンパク

質をそれらの添加物溶液に移す際の表面張力と自由エネルギー変化が議論され

てきた(Gekko and Timasheff, 1981; Arakawa and Timasheff, 1982; Kaushik and Bhat, 
1998; Davis-Searles et al. 2001; Rösgen et al., 2005)。特に、糖は水構造形成因子(コ
スモトロープ)として共通の性質を持っているため、水の構造が重要な要因であ

ることが指摘された(Branca et al., 2007; Magazù et al., 2007)。コスモトロープに分

類される溶質の一般的な性質として、溶液中のタンパク質及び疎水性凝集体を

安定化し、疎水性物質の溶解性を低下させることが知られている(Ball and 
Hallsworth, 2015)。水はタンパク質の主な安定化因子である水素結合、疎水性相

互作用、静電相互作用と常に関係する。したがって、コスモトロープは、タンパ

ク質の水和構造の摂動の抑制を通じて変性を防ぐと合理的に考えられている。

これまでに行われたタンパク質構造に対する糖の効果に関する実験的研究は、

密度測定、熱量測定、円偏光二色性、NMR などの様々な手法が用いられたが、

タンパク質と溶媒間の相互作用を直接議論したものは乏しい。したがって、この

メカニズムはまだ完全には解明されていないと言える。 
 一方、タンパク質が天然構造に折りたたまれるメカニズムは、生物学における

重要な問題の 1 つである(Pain, 2000; Dobson, 2003)。水溶液中のタンパク質の安

定性は、塩や中性物質の添加、及び温度と圧力の変化によって影響を受ける。し

かし、大量の共溶質が存在する濃厚溶液中で特定のタンパク質の構造を実験的

に観察することは困難であったため、タンパク質のアンフォールディング-フォ

ールディングの実験的研究のほとんどは希薄溶液条件下で行われてきた。 
 本研究では、放射光 X 線広角散乱法(WAXS)と中性子小角散乱法(SANS)を用

いて、化学変性及び熱変性条件下におけるミオグロビンの水和(溶媒和)殻と構造

転移の両方に及ぼす糖の影響を解析した。ミオグロビンは、アミロイド様凝集の

形成に伴うヘリックス–シート転移を示すため、タンパク質のフォールディング

研究でよく利用されている球状タンパク質の 1 つである(Fändrich et al., 2001, 
Fändrich et al., 2003)。既に、WAXS によってアポミオグロビンのアミロイド形成

の初期過程が明らかにされており(Onai et al., 2007)、WAXS と中性子非干渉性弾

性散乱の組み合わせにより、ヘリックスからシートへの転移におけるアポミオ

グロビンのダイナミクス変化が特徴づけられている(Fabiani et al., 2009)。本章の

結果は、糖がタンパク質水和殻の保護作用を介してタンパク質の天然構造を安

定化できること、及び化学変性及び熱変性による構造転移が異なる構造階層レ

ベル間で協調的に進行することを明確に示した(Ajito et al., 2018a)。 
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4.2 実験 
 
4.2.1 試料 
 
 タンパク質には馬骨格筋由来のミオグロビン(Sigma 社製)を、それ以上精製す

ることなく使用した。糖には林原社製のトレハロース二水和物粉末、和光純薬社

製のスクロース、グルコース、フルクトース、Sigma 社製の重水素化グルコース

を用いた。すべて分析等級のものを使用した。緩衝液には pH 7.0 に調製した 10 
mM HEPES、50 mM NaCl 溶液を用いた。8％w/v のミオグロビン溶液をタンパク

質のストック溶液として使用し、測定試料は、タンパク質ストック溶液と糖のス

トック溶液を 1：3 の比率で混合することで調製した。糖濃度は、0％w/w から

37.5％w/w まで変化させた(トレハロースは 32.5％w/w まで)。散乱測定の直前に、

100 nm ミリポアフィルター(Merck 社製)を使用し、大きな凝集体を除去した。溶

液の最終タンパク質濃度は、紫外可視吸光度測定(UV-1800、島津製作所社製)に
より決定し、およそ 1.0 %w/v であった。 
 
 
4.2.3 密度測定 
 
 糖溶液の平均散乱密度を推定するため、振動密度測定(DMA35、Anton-Paar 社
製)を使用して質量密度測定を実施した。溶液の密度には温度の影響が大きいた

め、測定毎に溶液温度が 25.0˚C で安定するまで静置し、実験を行った。 
 
 
4.2.4 X 線広角散乱測定 
 
 WAXS の測定には、SPring-8 の BL-40B2 分光器と PF の BL-10C 分光器を使用

した。X 線の波長とカメラ長は、BL-40B2 で 1.0 Å 及び 38.9 cm、BL-10C で 1.55 
Å 及び 23.9 cm であった。検出器は、BL-40B2 では R-AXIS IV(面積 30×30 cm2、

ピクセル解像度 100 µm、理学社製)、BL-10C では PILATUS3 2M(面積 253.7×
288.8 cm2、ピクセル解像度 172 µm、Dectris 社製)、を利用し、露光時間は、BL-
40B2 で 10 秒、BL-10C で 30 秒であった。試料セルに含まれる溶液の温度は、

INSTEC 社製の温度コントローラーmK2000 を使用して密度測定と同様の 25.0˚C
に制御した。測定中は、タンパク質の放射損傷を避けるために試料溶液をゆっく

りと流動させた。WAXS データの解析は 2.1 節に則り行い、回転半径は Guinier
プロットから算出した。 
 
 
4.2.5 中性子小角散乱測定 
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 SANS 測定は、J-PARC の BL15 TAIKAN 分光器を使用し、1.0〜7.8 Å の波長の

中性子を測定に用いた。試料セルには、光路長 1 mm の石英セルを使用し、露光

時間は 1〜3 時間であった。SANS 測定では、逆コントラスト変調法(Knoll et al., 
1985)を採用した。測定温度は他の実験と同じ 25.0˚C に合わせた。SANS データ

の解析は一般的な方法を用いた(Hirai et al., 2003)。 
 
 
4.3 結果及び考察 
 
4.3.1 糖溶液の密度から推定された散乱密度及びミオグロビンの散

乱コントラスト 
 
 X 線と中性子を使用した溶液散乱法では、溶質粒子の散乱関数は溶質と溶媒

の平均散乱密度の差、いわゆるコントラスト(Δρ)に依存する(Stuhrmann and Miller, 
1978)。糖溶液の平均散乱密度は糖濃度に応じて変化するため、質量密度の測定

から平均散乱密度を決定した。図 4.1A に、密度測定から得られた 25℃における

糖溶液質量密度の質量糖濃度(％w/w)依存性を示す。𝑥％w/w 糖溶液の質量密度

(𝜌ö÷ø�ù)は次式で表される。 

𝜌ö÷ø�ù = 1/ } «ú
���

ßÆ_ûüý¤þ
ÿ!üý¤þ

+ (���6Æ)_"¤#$þ
ÿ"¤#$þ

%�   (4.1) 

ここで、𝑣ö÷ø�ù、𝑣&��'ù、𝑀ö÷ø�ù、及び𝑀&��'ùは、それぞれ、糖分子の排除体積、

水分子の体積、及びそれらの分子量である。𝑁|はアボガドロ定数である。式(4.1) 
の最小二乗法から得られた糖の排除体積、及びこの値を用いて計算された電子

密度と X 線散乱密度を表 4.1 に示す。表 4.1 の値から、次式を用いて溶媒の X 線

平均散乱密度(ASD)を計算した。 

ASD = «ú,ûüý¤þ
���

²Æ_ûüý¤þ-.Êûüý¤þ
ÿ!üý¤þ

+ (���6Æ)_"¤#$þ-.Ê"¤#$þ
ÿ"¤#$þ

³   (4.2) 

 式(4.2)から計算された糖溶液の平均散乱密度を図 4.1B に示す。PDB コード

1WLA(Maurus et al., 1997)の結晶構造を用いてミオグロビンの電子密度及び X 線

平均散乱密度を計算すると、それぞれ 0.424 e Å-3 及び 11.9×1010 cm-2 であった。

ここで得られた糖溶液とミオグロビンの平均散乱密度から計算したミオグロビ

ンのコントラスト Δρを図 4.1C に示す。図 4.1B、及び図 4.1C の値は理論散乱関

表 4.1. 糖分子の排除体積、電子密度、及び X 線平均散乱密度。 

�	�
�� ��
�� ����� ������

��� (Å3) 353.3 ± 0.4 355.0 ± 0.2 189.7 ± 0.7 187.0 ± 0.3

���� (e/Å3) 0.5152 0.5127 0.5061 0.5134

���� (×1010 cm-2) 14.48 14.41 14.22 14.43
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数のシミュレーションに使用した。 
 

 
 

図 4.1. 25.0˚C における糖溶液の質量密度、X 線平均散乱密度、ミオグロビンの

コントラストの糖濃度(%w/w)依存性。(A)は質量密度(g/mL)、(B)は X 線平均散乱

密度(cm-2)、(C)はミオグロビンの散乱コントラスト(cm-2)。丸はトレハロース、四

角はスクロース、菱形はグルコース、三角はフルクトースを示す。 
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4.3.2 ミオグロビン水和殻に対する二糖及び単糖の効果 
 
 ミオグロビン WAXS 曲線の糖濃度依存性を図 4.2 に示す。ここで、(A)から(D)
は、それぞれトレハロース、スクロース、グルコース、フルクトース溶液中での

測定結果である。スクロース、グルコース、及びフルクトースの濃度は、0 から

37.5％w/w まで変化させた。トレハロースは溶解度が比較的低いため、濃度は 0
〜32.5％w/w の範囲で変化させた。糖濃度の増加に伴い、q =〜0.2 Å-1 未満の小

角領域の散乱強度が系統的に減少した。これは、コントラスト Δρの変化に起因

する。しかし、小角領域の形状と勾配はほとんど維持されており、ミオグロビン

三次構造の保存が示唆された。1.1〜1.9 Å-1 の範囲はコントラストの変化に対す

る感度が低いため明確な変化を示さず、ミオグロビンの二次構造が、高糖濃度で

も良好に保存されていることを示した。 
 図 4.3A、図 4.3B には、WAXS 曲線から得られた原点散乱強度の平方根 I(0)1/2

及び回転半径 Rg の糖濃度依存性を示す。I(0)1/2 はコントラストと体積の積に比

例することが知られている(Stuhrmann and Miller, 1978)。糖濃度の増加に伴い

I(0)1/2 の線形的な減少すべての糖でみられ、その傾向は特にトレハロースで明確

であった。Rg は、タンパク質のサイズと形状の重要な指標であることが知られ

図 4.2. ミオグロビン WAXS 曲線の糖濃度依存性。(A)はトレハロース溶液中、

(B)はスクロース溶液中、(C)はグルコース溶液中、(D)はフルクトース溶液中での

測定結果。 
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ている。球状タンパク質の場合、Rg はタンパク質表面を取り囲む溶媒和(水和)殻
の密度にも依存する。トレハロース、スクロース、及びグルコース溶液の場合、

Rg は一度約 1.5〜2 Å 程度減少し、20〜37.5％w/w の糖濃度範囲では増加した。

フルクトース溶液の場合、Rg の増加は 15％w/w から開始した。 
 これらの変化を解析するため、3 章と同様に CRYSOL プログラムとミオグロ

ビンの結晶構造データ(PDB コード: 1WLA)を使用して理論散乱関数のシミュレ

ーションを実行した(Svergn et al., 1995; Svergun et al., 1998)。3 章では糖溶液中で

の溶媒和モデルについて、選択的溶媒和モデルと選択的排除モデルを想定して

理論散乱関数のシミュレーションを実施した。上記の 2 つのモデルは両極端な

仮定に基づくものであり、その中間を埋める第 3 のモデルとして中性的溶媒和

モデルを定義した。中性的溶媒和モデルでは、糖による水和水の置換が、糖の体

図 4.3. ミオグロビン WAXS 曲線から得られた(A)原点散乱強度の平方根 I(0)1/2、及び

(B)回転半径 Rg の糖濃度依存性。丸はトレハロース溶液中、四角はスクロース溶液中、

菱形はグルコース溶液中、三角はフルクトース溶液中のもの。 
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積分率に対応した特定の交換比(1 未満)を掛けたものに比例すると仮定した。グ

リセロールの効果に関する分子動力学シミュレーション研究は、グリセリン水

溶液中のタンパク質の選択的相互作用係数が、グリセロールのモル濃度と線形

関係にあることを示している(Vagenende et al., 2009)。中性的溶媒和モデルでは、

糖分子の排除に要するエネルギーが熱エネルギーkbT 以下の場合に、糖分子はタ

ンパク質表面からわずかに排除される傾向を示すと想定している。上記の 3 つ

のモデルに基づく理論散乱関数の溶媒平均散乱密度依存性を図 4.4 に示す。 
 (A)は選択的溶媒和モデル、(B)は選択的排除モデル、(C)は中性的溶媒和モデル

に基づく理論散乱関数である。溶媒平均散乱密度を 9.365×1010 cm-2 から

10.718×1010 cm-2 まで変化させたが、これは 0 から 37.5％w/w の糖濃度に対応す

る。図 4.4A の選択的溶媒和モデルでは、溶媒和殻の平均散乱密度を糖溶媒の平

均散乱密度の 1.025 から 1.1 倍まで変化させた。図 4.4B の選択的排除モデル(選
択的水和モデル)の場合、水和殻の平均散乱密度をバルク水の 1.05 から 1.1 倍に

固定した。図 4.4C の中性的(非選択的)溶媒和モデルでは、水和殻の平均散乱密

度を𝛽で定義した特定の交換比率を糖の体積分率に掛けることで定義した。 
𝐷ö('¡¡ = 𝐷ö÷ø�ù𝛽𝑉/ +𝐷&��'ù(1 − 𝛽𝑉/)   (4.3) 

ここで、𝐷ö('¡¡、𝐷ö÷ø�ù、及び𝐷&��'ùは、溶媒和殻、糖分子、及び水和殻(純水の 1.1
倍)の平均散乱密度である。𝑉/と𝛽はそれぞれ、糖の体積分率と交換比率𝛽(≤1)で
ある。𝛽が 1 の場合、水和殻内の糖濃度が溶媒中の糖の体積分率と比例すること

を意味する。𝛽が 0 の場合、選択的排除モデルと同じ状態となる。図 4.4C に示

した理論散乱関数は、例として𝛽が 0.5 の場合を示す。図 4.4 では、溶媒の平均

散乱密度(糖濃度)の上昇により、q = 0.5 Å-1 未満の小角領域の WAXS 曲線が明ら

かに変化した。特に、図 4.4B の選択的排除モデルで大きな変化を示したことに

注目すべきである。選択的排除モデルの小角散乱強度の変化は、他のモデルより

はるかに大きかった。 
 図 4.5 には、理論散乱関数から得られた I(0)1/2 及び Rg と実験値との比較を示

す。(A)が I(0)1/2、(B)が Rg であり、実験値と理論値は初期値で規格化して表示し

た。図 4.5A の I(0)1/2 を見ると、実験値は全ての糖で選択的排除モデル及び中性

的溶媒和モデルで説明できる。特に、二糖であるトレハロースとスクロースで

は、全ての濃度範囲で選択的排除モデルに従った。単糖であるグルコース及びフ

ルクトースでは、15％w/w より高濃度で選択的排除モデルからの逸脱が生じ、中

性的溶媒和モデルの範囲内に収まった。糖濃度がさらに増加すると(> 25％w/w)、
実測値は𝛽 = 1の理論値に近づいた。これは、糖分子がタンパク質表面に部分的

に浸透することを示す。図 4.5B に示す実測 Rg も、選択的排除モデルと中性的溶

媒和モデルによってほとんど説明された。選択的排除モデルから中性的溶媒和



 50 

モデルへの移行は、フルクトースでは15％w/wから始まり、他の糖では25~32.5％ 
w/w の範囲から開始した。上記の結果は、低糖濃度では糖分子がタンパク質表面

から本質的に排除されて天然の水和殻が保持され、高糖濃度では糖分子がタン

パク質表面の水和殻へ部分的に浸透または置換する傾向があることを示すもの

図 4.4. CRYSOL プログラムから計算されたミオグロビン(PDB コード: 1WLA)の理

論散乱関数の溶媒平均散乱密度依存性。(A)は水和殻内の水分子が選択的に糖分子に

置き換えられる選択的溶媒和モデル、(B)は水和斥力により糖分子がタンパク質の水

和殻領域から選択的に排除される選択的排除モデル、(C)は糖による水和水の置換が

糖の体積分率に対応した特定の交換比βに比例すると仮定した中性的溶媒和モデル

に基づきシミュレーションしたもの(例としてβ=0.5 で計算したものを表示)。 
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である。 

 
 
4.3.2 塩酸グアニジンの化学変性に対する糖による抑制作用 
 
 塩酸グアニジン(GdnHCl)は、タンパク質のフォールディング研究で広く使用

されている強力な変性剤の 1 つである(Ball and Hallsworth, 2015; Bai et al., 1995)。
塩酸グアニジンは水の構造を破壊するカオトロープの一種であり、疎水性凝集

体を不安定化し、疎水性物質の溶解度を高める(O’Brien et al., 2007)。対照的に、

図 4.5. (A)原点散乱強度の平方根 I(0)1/2、及び(B)回転半径 Rg の理論値と実測値の比

較。シンボルは実測値、線は理論値を示す。赤丸はトレハロース溶液中、青四角はスク

ロース溶液中、緑三角はグルコース溶液中、紫三角はフルクトース溶液中で実測した

もの。選択的溶媒和モデルでは水和殻の散乱密度を溶媒の 1.025 倍から 1.1 倍の範囲で

シミュレーションした。選択的水和モデルでは、水和殻の散乱密度を溶媒の 1.05 倍か

ら 1.1 倍の範囲でシミュレーションした。中性的溶媒和モデルではβの範囲は 0 から 1

でシミュレーションした。 
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糖は溶液中のタンパク質及び疎水性凝集体を安定化するコスモトロープとして

振る舞い、それにより疎水性物質の溶解性を低下させる。本実験では塩酸グアニ

ジン濃度を 2.75 M、糖濃度を 10%w/w まで上げた。この系では、カオトロープ

である塩酸グアニジンとコスモトロープである糖の競合により、疎水性相互作

用の強度が複雑に変化することが予想された。図 4.6 には、(A)糖非存在下、(B)5％
w/w トレハロース、(C)10％w/w トレハロース、(D)10％w/w スクロース、(E)10％
w/w グルコース、及び(F)10％w/w フルクトース溶液中における、ミオグロビン

WAXS 曲線の塩酸グアニジン濃度依存性を示す。挿入図は、WAXS 曲線より計

算された距離分布関数 p(r)である。2 章でも述べたように、WAXS 曲線はそれぞ

れの q 範囲が異なる階層構造領域、すなわち、三次構造(q < 0.2 Å-1)、内部構造

(0.25 Å-1 < q < 0.8 Å-1)、二次構造(1.1 Å-1 < q < 1.9 Å-1)に対応している(Hirai et al., 
2002; Hirai et al., 2004)。糖の非存在下では(図 4.6A)、塩酸グアニジン濃度 1.25 M
から 2.75 M にかけて小散乱角領域(q < 0.2 Å-1)及び中角領域(0.25 Å-1 < q < 0.8 Å-

1)のモジュレーションの単調化が生じた。これは、塩酸グアニジンがミオグロビ

ン三次構造の変性を誘起したことを明確に示している。ただし、二次構造を反映

する高角領域(1.1 Å-1 < q < 1.9 Å-1)の変化は比較的小さく、この実験では、塩酸グ

図 4.6. ミオグロビン WAXS 曲線の塩酸グアニジン濃度依存性。挿入図は WAXS 曲線

から得られた距離分布関数 p(r)。塩酸グアニジン濃度範囲は 0 から 2.75 M。(A)は無糖

溶液中、(B)は 5%w/w トレハロース溶液中、(C)は 10%w/w トレハロース溶液中、(D)は

10%w/w スクロース溶液中、(E)は 10%w/w グルコース溶液中、(F)は 10%w/w フルクト

ース溶液中で測定したもの。 
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アニジン最高濃度の 2.75 M であっても二次構造が部分的に保存されていること

が示唆された。三次構造及び内部構造領域の WAXS 曲線の変化が開始する塩酸

グアニジン濃度は、5％w/w 糖溶液では 0.25 M、10％w/w 糖溶液では 0.5 M 程度

上昇した。これらのデータは、糖によるタンパク質天然構造の保護作用を示す。

この傾向は、内部構造領域でより明確に見られた。タンパク質の三次構造を反映

する p(r)関数は、塩酸グアニジン濃度を上げると、特定の濃度で対称なベル型の

プロファイルからテーリングした非対称なプロファイルへ顕著に変化した。r > 
0, p(r) = 0 を満たす r は Dmax と呼ばれタンパク質の最大直径を示すが、この Dmax

は約50 Åから85~90 Åへ増加し、三次構造のアンフォールディングを示唆した。

アンフォールディングが開始する塩酸グアニジン濃度は、グルコースで最も高

く、次点がトレハロース、スクロース及びフルクトースは比較的低くほぼ同じで

あった。この傾向は、後に示す Rg の変化傾向と一致した。 
図 4.7 は、図 4.6 の WAXS 曲線の Kratky プロット(q2I(q) vs. q)を示す。Kratky

プロットは、高分子鎖の剛直性を特徴付けるために広く適用されている(Glatter 
and Kratky, 1982)。無糖溶液(図 4.7A)では、q = 0.1 Å-1 に現れるピークが塩酸グア

ニジン濃度の増加とともに平坦になり、球状タンパク質構造が広がった形状に

変化したことを示す。高分子鎖としてのペプチド骨格の剛直性の特徴は、q > 0.25 
Å-1 の高角領域に現れる。塩酸グアニジン濃度を 2.0 M に上げると、q < 0.8 Å-1 の

範囲で、曲線が単調な直線へ変化した。これは、ペプチド骨格が持続曲率を持つ

持続鎖から、単純持続鎖へ変化したことを示す。一方、糖の存在下では、塩酸グ

アニジンの最高濃度 2.75 M でも持続曲率を持つ持続鎖の特徴が維持された。図

図 4.7. ミオグロビン WAXS 曲線の Kratky プロット。図の配置は図 4.6 と同様。 
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4.8 には、WAXS 曲線から得られた Rg を示す。0％及び 5％w/w の糖溶液は塩酸

グアニジン 2.5 M 以上で Rg の減少が見られたが、これは小角領域の散乱データ

の欠損により生じるアーティファクトである。したがって、図 4.8 では、塩酸グ

アニジン 2.0 M 未満の Rg 値をシグモイド関数でフィッティングし、転移中点の

塩酸グアニジン濃度 cm を決定した(表 4.2)。cm の上昇量は、5％w/w 糖溶液で 0.15
〜0.20 M、10％w/w 糖溶液で 0.33〜0.52 M であった。質量濃度で比較すると、

グルコースの cm の増加量が最も大きく、モル濃度で比較するとトレハロースで

最大の上昇量となった。興味深いことにこの 2 つの糖は両者ともアルドースで

ある。 
 WAXS 曲線は、ミオグロビンの三次構造(q < 0.2 Å-1)、内部構造(0.25 Å-1 < q < 
0.8 Å-1)、二次構造(1.1 Å-1 < q < 1.9 Å-1)の階層構造全体をカバーするため、異な

る階層構造領域別に塩酸グアニジンによるミオグロビンの変性を特徴付けるこ

とができる。ここでは、2 章で述べた遷移多重度解析法(TMA 法)を使用した(Hirai 
et al., 2004; Hirai et al., 1999)。この方法を用いることで、変性過程における天然

構造のモル分率を各階層構造別に求めることが可能となる。図 4.9 は、ミオグロ

図 4.8. ミオグロビンの回転半径 Rg の塩酸グアニジン濃度依存性。黒丸は無糖溶液中、

黒四角は 5%トレハロース溶液中、黒菱形は 5%スクロース溶液中、黒三角は 5%グル

コース溶液中、白四角は 10%トレハロース溶液中、白菱形は 10%スクロース溶液中、

白三角は 10%グルコース溶液中、白下三角は 10%フルクトース溶液中のもの。線はシ

グモイド関数でフィッティングしたもの。 
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ビンの三次構造、内部構造、二次構造にそれぞれ対応した天然構造のモル分率の

塩酸グアニジン濃度依存性を示す。ここでも Rg と同様にシグモイド関数でフィ

ッティングし、天然構造のモル分率が 0.5 となる中点濃度 cm を決定した(表 2)。 
無糖溶液中では、三次構造の cm は内部構造及び二次構造の cm と比較して約 0.2 
M 低く、塩酸グアニジンによる変性過程で三次構造の変化が先行することを示

唆した。糖溶液中では、10％w/w の糖濃度で cm は 0.5~1.0 M と大幅に上昇した。 

図 4.9. TMA 法から得られたミオグロビン天然構造のモル分率の塩酸グアニジン濃

度依存性。(A)は三次構造領域(q = 0.05~0.20 Å-1)、(B)は内部構造領域(q = 0.25~0.80 Å-

1)、(C)は二次構造領域(q = 1.30~1.80 Å-1)を解析したもの。シンボルは実測値、線はシ

グモイド関数でフィッティングしたもの。 
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(A) ���� (B) ���� (C) ��� (D) ����
q = 0.05~0.20 Å-1 q = 0.25~0.80 Å-1 q = 1.30~1.80 Å-1

���� 1.38 ± 0.01 M 1.58 ± 0.03 M 1.49 ± 0.07 M 1.43 ± 0.01 M

5% �	�
���� 1.55 ± 0.01 M 1.78 ± 0.03 M 1.89 ± 0.06 M 1.61 ± 0.01 M

5% ��
���� 1.53 ± 0.01 M 1.77 ± 0.02 M 1.79 ± 0.08 M 1.58 ± 0.01 M

5% ������� 1.59 ± 0.01 M 1.79 ± 0.03 M 2.13 ± 0.05 M 1.64 ± 0.01 M

10% �	�
���� 1.93 ± 0.01 M 2.00 ± 0.05 M 2.26 ± 0.06 M 1.93 ± 0.01 M

10% ��
���� 1.81 ± 0.01 M 1.89 ± 0.02 M 2.1 ± 0.1 M 1.80 ± 0.01 M

10% ������� 1.94 ± 0.01 M 2.01 ± 0.01 M 2.49 ± 0.03 M 1.95 ± 0.01 M

10% �������� 1.76 ± 0.01 M 2.01 ± 0.03 M 1.8 ± 0.1 M 1.76 ± 0.01 M

表 4.2. ミオグロビン構造の各階層における塩酸グアニジンの変性中点濃度 a 

a 変性中点濃度 cmは、A 列、B 列、C 列では図 4.9 に示す天然構造モル分率から、

D 列は図 4.8 に示す回転半径 Rg から計算した。 

図 4.10. ミオグロビン SANS 曲線の塩酸グアニジン濃度依存性。(A)は無糖溶液中、

(B)は 5%w/w グルコース溶液中で測定したもの。溶媒は 100%重水緩衝液を用い、グ

ルコースは[重水素化物]/[軽水素化物]=0.706/0.294 (M/M)の混合物を使用し、散乱長密

度を重水と一致させた。塩酸グアニジン濃度は 2.0 M まで上げた。 
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また、トレハロースとグルコースではスクロースとフルクトースに比べて二次

構造の保護作用がより明確に生じた。塩酸グアニジンの添加は糖の添加と同様

に溶媒の平均散乱密度を変化させることに注意が必要であるが、密度測定から

推定したところ 0 M から 2.75 M へ濃度を上げても溶媒の平均散乱密度は

9.365×1010 cm-2 から 9.533×1010 cm-2 へ増加するにすぎない。この増加量は、図 4.2
に示した糖の添加による変化と比較すると限定的であり、図 4.6 に示した WAXS
曲線の変化は、塩酸グアニジン添加によるタンパク質構造の変化を反映してお

り、コントラストの変化による影響は小さいと考えられる。 
 WAXS の結果を確認するため、逆コントラスト変調法を用いた SANS 測定を

実行した。3 章と同様に重水素化グルコースを用いることで、糖の添加によるコ

ントラスト変化の散乱曲線への影響を回避した。図 4.10 にミオグロビン SANS
曲線の塩酸グアニジン濃度依存性を示す。(A)は無糖重水溶液中、(B)はグルコー

ス重水溶液中のものである。図 4.11 には、図 4.10 から計算された Rg の塩酸グア

ニジン濃度依存性示す。ここで、SANS と WAXS ではミオグロビンのコントラ

ストプロファイルが異なるため、Rg の絶対値が本質的に異なることに注意が必

要である。図 4.11 を見ると、Rg は塩酸グアニジン濃度の上昇に伴い無糖溶液で

14.1 ± 0.2 Å から 26.3 ± 0.8Å へ、5％w/w グルコース溶液では 14.2 ± 0.2 Å から

26.3 ± 0.5 Å へ増加した。この変化傾向は WAXS から得られた Rg(図 4.8)の傾向

とよく一致し、糖の添加によるコントラスト変化が WAXS 測定結果へ大きく影

響していないことが確認された。 

図 4.11. ミオグロビン SANS 曲線から計算した回転半径 Rg の塩酸グアニジン濃度

依存性。丸は無糖溶液中、四角は 5%w/w グルコース溶液中で測定したもの。 
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 ミオグロビンは、1 つのヘムを持つポルフィリン含有金属タンパク質である。

ヘムのソーレーバンド(409 nm)の可視光吸収を観察することにより、ヘムを取り

巻く微細構造に対する塩酸グアニジン及び糖の影響を解析した。図 4.12 に、ミ

オグロビンの紫外可視吸光スペクトルの塩酸グアニジン濃度依存性を示す。(A) 
は無糖溶液、(B)は 20%w/w トレハロース溶液、(C)は 20%w/w スクロース溶液中

で測定したものである。図 4.13 にソーレーバンド(409 nm)の吸収強度を、タンパ

ク質濃度を反映する 280 nm の吸収強度で割ったもの、つまりタンパク質濃度で

規格化したソーレーバンドの吸収強度を示す。塩酸グアニジンの添加によって

図 4.12. ミオグロビンの紫外可視吸光スペクトルの塩酸グアニジン濃度依存性。(A)は

無糖溶液中、(B)は 20%w/w トレハロース溶液中、(C)は 20%w/w スクロース溶液中で測

定したもの。タンパク質濃度に対応する 280 nm の吸光度で規格化した。 
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ミオグロビンのヘムが脱離するため、ソーレーバンドの吸収強度は減少する。

20％w/w 糖溶液中では、ヘム脱離の生じる酸塩グアニジン濃度が無糖溶液に比

べて約 0.5 M 上昇した。この結果は、WAXS 及び SANS の結果を補強するもの

であった。 
 

 
 
4.3.3 熱変性に対する糖による抑制作用 
 
 ミオグロビンは、高温や酸性、アルカリ性による変性過程でアミロイド構造を

形成することが知られている(Fändrich et al., 2001; Fändrich et al., 2003)。ここで

は、ミオグロビンの高温変性及びアミロイド様凝集体形成に対するトレハロー

ス、スクロース、グルコース、及びフルクトースの効果を検討した。糖濃度は

10％w/w 及び 20％w/w を用いた。図 4.14 にミオグロビン WAXS 曲線の温度依存

性を示す。(A)は無糖溶液中、(B)は 20％w/w トレハロース溶液中、(C)は 20％w/w
グルコース溶液中のものである。矢印は、ミオグロビンのアミロイド転移の初期

過程に現れる典型的な特徴を示す(Onai et al., 2007; Malinchik et al., 1998)。q = 0.08  
Å-1、0.58 Å-1、及び 1.34 Å-1 の矢印はそれぞれ、アミロイドオリゴマーの形成、

図 4.13. ミオグロビンのソーレーバンド(409 nm)吸光度の塩酸グアニジン濃

度依存性。丸は無糖溶液中、四角は 20%w/w トレハロース溶液中、三角は

20%w/w スクロース溶液中のもの。280 nm の吸光度で規格化して表示した。 
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プリーツ βシートのスタッキング、及びヘリックスからシート(クロス β構造)へ
の構造転移に対応している。20％w/w の糖濃度では、すべての糖(トレハロース、

スクロース、グルコース、及びフルクトース)でオリゴマー形成が抑制された。

10％w/w の糖濃度でも、単糖であるグルコース及びフルクトースではオリゴマ

ー形成が抑制された。この単糖では、プリーツ β シートのスタッキングも 21％ 

図 4.14. ミオグロビン WAXS 曲線の温度依存性。(A)は無糖溶液中、(B)は 20%w/w

トレハロース溶液中、(C)は 20%w/w グルコース溶液中で測定したもの。温度は 25˚C

から 85˚C まで昇温した。矢印はアミロイド転移によって生じる特徴的なピークを示

す。挿入図はピークの現れる高角領域の拡大図。 
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w/w で抑制された。 
 前節と同様に、TMA 法を用いて階層構造領域別の熱安定性を評価した。q 範

囲には、0.05〜0.2 Å-1、0.25〜0.8 Å-1、0.55〜0.65 Å-1、1.30〜1.38 Å-1 を用いた。

これらの領域はそれぞれ、三次構造、内部構造、プリーツ βシートのスタッキン

グ、及びクロスβ構造の構造転移に対応する。後ろ 2 つの領域はアミロイド転

移に固有のものである。図 4.15 に領域別の天然構造モル分率の温度依存性を示

す。ここから得られた構造転移の中点温度 Tm を表 3 に示す。無糖溶液では、全

ての階層構造で Tm が 78 ± 1°C の範囲に収まり、熱による構造転移が各階層で協

調的に進行することを示唆した。糖濃度 20％w/w では、全ての階層構造で Tm が
4~5 °C 上昇した。アミロイド転移に対応する領域の Tm は、三次構造及び内部構

造に対応する領域に比べて僅かに大きく上昇した。熱変性に対する糖による保

図 4.15. TMA 法から得られたミオグロビン天然構造のモル分率の温度依存性。(A)は

三次構造領域(q = 0.05~0.20 Å-1)、(B)は内部構造領域(q = 0.25~0.80 Å-1)、(C)はプリーツ

βシートスタッキング(q = 0.55~0.65 Å-1)、(D)はクロス β構造(q = 1.30~1.38 Å-1)に対応

する。シンボルは実測値、線はシグモイド関数でフィッティングしたもの。 
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護作用が全ての階層構造領域に同程度で発揮されたが、これは塩酸グアニジン

変性の場合とは対照的であった。 

 
 
4.4 結言 
 X 線及び中性子散乱法、及び理論的シミュレーションにより、ミオグロビンの

熱変性及び化学変性に対する糖の保護作用の分子メカニズムを明らかにした。

タンパク質の水和(溶媒和)に対する糖の影響を主に解析した結果、下記の結果が

得られた。 
(1) タンパク質の溶媒和殻に対する糖の影響に関して、糖分子はタンパク質表面

から選択的に排除または弱く排除され、天然の水和殻が保存された。選択的

排除モデル及び中性的溶媒和モデルから得られた各パラメーターの理論値

は、実験結果を定性的に説明した。この傾向は、質量濃度で比較した場合、

二糖であるトレハロース及びスクロースで顕著であった。糖濃度が 20〜25％
w/w より高くなると、選択的排除(選択的水和)から中性的溶媒和(水和殻領域

への糖の部分的浸透)への移行が観察された。フルクトースの場合、この移

行は他の糖と比較して低濃度(15％w/w 未満)から始まった。 
(2) ミオグロビンの塩酸グアニジンによる化学変性に対する糖の保護作用に関

して、糖の存在下では全ての階層構造で変性が抑制され、この保護作用は特

に二次構造に対して顕著であった。塩酸グアニジンの変性中点濃度は、10％
w/w の糖溶液中で 0.5~1.0 M 上昇した。この現象はすべての糖で観察され、

5％w/w の低糖濃度でも見られた。 
(3) ミオグロビンの熱変性に対する糖の保護作用に関して、糖の存在下では、全

ての階層構造レベルでの構造転移温度が上昇し、その保護作用は各階層間で

協調的であった。質量濃度で比較すると、二糖に比べて単糖で保護作用が大

(A) ���� (B) ���� (C) ��	������ (D) cross-β��
q = 0.05~0.20 Å-1 q = 0.25~0.80 Å-1 q = 0.55~0.65 Å-1 q = 1.30~1.38 Å-1

���� 78.9 ± 0.1 ˚C 77.3 ± 0.2 ˚C 77.2 ± 0.2 ˚C 76.7 ± 0.5 ˚C

10% 	
����� 82.3 ± 0.2 ˚C 82.3 ± 0.3 ˚C 81.8 ± 0.5 ˚C 82.5 ± 0.4 ˚C

10% ������� 81.8 ± 0.3 ˚C 81.4 ± 0.4 ˚C 79.8 ± 0.7 ˚C 81.7 ± 0.3 ˚C

10% ������� 82.7 ± 0.4 ˚C 83.1 ± 0.7 ˚C 83.8 ± 0.5 ˚C 82.4 ± 0.4 ˚C

10% ���	���� 80.6 ± 0.4 ˚C 81.3 ± 0.3 ˚C 80.2 ± 0.9 ˚C 82.8 ± 0.9 ˚C

20% 	
����� 82.8 ± 0.1 ˚C 82.6 ± 0.2 ˚C 82.5 ± 0.2 ˚C 82.4 ± 0.7 ˚C

20% ������� 81.7 ± 0.2 ˚C 82.7 ± 0.1 ˚C 81.1 ± 0.3 ˚C 82.5 ± 0.4 ˚C

20% ������� 83.0 ± 0.2 ˚C 82.9 ± 0.7 ˚C 82.7 ± 0.2 ˚C 83.1 ± 0.8 ˚C

20% ���	���� 82.9 ± 0.2 ˚C 83.0 ± 0.7 ˚C 83.1 ± 0.5 ˚C 82.7 ± 0.9 ˚C

表 4.3. ミオグロビン構造の各階層における熱変性中点温度 a 

a 熱変性中点温度 Tm は、図 4.15 に示す天然構造モル分率から求めた。(C)及び(D)

はアミロイド転移に特徴的な構造転移。 
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きく現れた。 
 上記の結果は、化学変性条件及び熱変性条件における、糖によるタンパク質天

然構造の保護作用が、天然の水和殻の保存に強く関係していることを示唆する。

この傾向は、トレハロースとグルコースでより明確に見られた。極限環境生物が

高温または低温、乾燥、浸透圧などの外部ストレス下で糖を蓄積することがよく

知られており、トレハロースは特に注目されている(Welnicz et al., 2011; Feofilova 
et al., 2014; Lunn et al., 2014)。本章の研究では、単糖(グルコース、フルクトース)
と二糖(スクロース、トレハロース)を用いた。前者は還元糖であり、意図しない

糖化反応により生体分子の機能を損なわせる(Bunn and Higgins, 1981)。後者は非

還元糖に分類され、化学的に安定である。また、トレハロースはスクロースより

も高いガラス転移温度(Crowe et al., 1998)と分子の柔軟性(Simperler et al., 2006)を
持つ。今回の結果は、タンパク質の変性に対するトレハロースの保護作用に他の

糖と比べて僅かな違いがあることを示したが、トレハロースだけが有すると想

定されている突出した保護効果は観測されなかった。 
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第 5 章 ミオグロビンの酸変性及びアミロイド様 
凝集体形成に対するトレハロースの効果 

 
5.1 緒言 
 
 糖やポリオールを添加することでタンパク質を安定化することが可能であり、 
生化学や食品の保存など、さまざまな分野で広く利用されている。糖やポリオー

ルなどの小さな非荷電溶質がタンパク質の構造安定性に及ぼす影響について、

分子間相互作用、溶媒粘度の変化、及びタンパク質の添加溶液への移動により生

じる自由エネルギーの変化などに基づいて物理化学的に検討された(Gekko et al., 
1981; Arakawa et al., 1982; Kaushik et al., 1998; Davis-Searls et al., 2001; Rösgen et al., 
2005; Rösgen et al., 2007)。糖はコスモトロープとして機能するため(N. K. Jain et 
al., 2009; Magazu et al., 2007)、タンパク質を取り囲む水の構造が重要な要因にな

ると指摘された。3 章及び 4 章でも述べたように、本研究では X 線散乱法及び

中性子散乱法を用い、糖がタンパク質表面から選択的または弱く排除され、その

本来の水和殻を保持することを示す直接的な証拠を得た(Ajito et al., 2018a; Ajito 
et al., 2018b)。グリセロールを対象に同様の手法を用いた研究も行われた(Hirai et 
al., 2018)。水はタンパク質の主要な安定化因子である水素結合、疎水性相互作用、

静電相互作用と常に関係するため、タンパク質の水和(溶媒和)は構造安定性に対

する重要な要因となる。非弾性中性子散乱研究により、タンパク質のダイナミク

スは周囲の水分子とも結合していることが明らかとされた(Makarov et al., 2000; 
Zaccai, 2000; Gabel et al., 2002; Frölich et al., 2009)。 
 糖のなかでも二糖の一種であるトレハロースは、極限環境生物の耐性獲得に

関与することから注目を集めている (Elbein et al., 2003; Welnica et al., 2011; 
Møbjerg et al., 2014)。トレハロースによる生体保護作用は、ガラス化による分子

内運動及び分子移動の制限、またはトレハロースによる水分子の置換から説明

された(Feofilova et al., 2014)。しかし、トレハロースによるタンパク質保護作用

の直接的な実験的証拠は乏しかった。4 章で述べたように、最近我々は、塩酸グ

アニジンによる化学変性及び熱変性に対する糖による保護作用を構造学的に検

討した。 
 タンパク質の構造安定性は、タンパク質のフォールディング問題と関係する

ため生物学的に重要な研究トピックであるだけでなく(Dobson et al., 2003)、アミ

ロイド疾患との関連性から医学、薬学の分野でも研究対象とされている(Chiti et 
al., 2017)。多数のタンパク質フォールディングに関する研究が実施されたが、大

量の共溶質の存在下ではタンパク質構造の観察が困難となるため実験的研究の

ほとんどは希薄溶液で行われてきた。従って、生物学的に重要な濃厚溶液中にお
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けるタンパク質の折りたたみメカニズムは完全に理解されているとは言い切れ

ない。本章で扱う、アミロイド様凝集体したタンパク質の糖によるリフォールデ

ィングについても、実験的な研究報告は調べた限り存在しなかった。 
 序章で述べたように、ミオグロビンは変性条件下でヘリックスからシートへ

の構造転移を伴うアミロイド形成を生じることが知られている(Fändrich et al., 
2001; Fändrich et al., 2003; Onai et al., 2007)。アポミオグロビンのヘリックスから

シートへの構造転移については、ダイナミクスの変化が関与することが既に明

らかとなっている(Fabiani et al., 2009)。本研究では、X 線広角散乱法(WAXS)を使

用し、トレハロースがミオグロビンの酸変性によって生じたアミロイド様凝集

を元の構造に復元することを構造的に観測した(Hirai et al., 2018; 味戸・平井, 
2019)。このトレハロースによるタンパク質回復作用に関する発見は、タンパク

質のフォールディング問題やアミロイド疾患に対する新しい洞察を提供する可

能性がある。 
 
 
5.2 実験 
 
5.2.1 試料 
 
 測定試料として牛骨格筋由来のミオグロビン(Worthington Biochemical 社製)を
精製することなく使用した。糖には林原株式会社製のトレハロース(結晶性二水

和物粉末)のみを用いた。緩衝液には、pH 7.0、6.0 に調製した 10 mM HEPES、25 
mM NaCl 溶液と、pH 5.0、4.0、3.5、3.0 に調整した 20 mM クエン酸ナトリウム、

5 mM NaCl 溶液を用いた。WAXS 測定の前に、各 pH の緩衝液で 8％ w/v のミオ

グロビン溶液をストック溶液として調製し、約 24 時間静置して水和膨潤および

変性凝集を進行させた。また、WAXS 測定の直前に 100 nm ミリポアフィルター

(Merck 社製)をストック溶液に使用し、大型の凝集体を除去した。無糖溶液の測

定試料は、ミオグロビンのストック溶液と pH が対応する緩衝液を 1：3 の比率

で混合することで調製した。溶液の最終タンパク質濃度は、紫外可視吸光度測定

(UV-1800、島津製作所社製)により決定し、およそ 1.75% w/v であった。トレハ

ロース溶液の測定試料は、上記のストック溶液と同 pH のトレハロース溶液を同

じく 1：3 の比率で混合することで調製し、約 2 時間静置した後に測定を行った。

測定試料のトレハロース濃度は、0％w/w から 30％w/w まで変化させた。動的光

散乱(DLS)の測定では、pH 7.0 および 3.5、トレハロース濃度 0% w/w および 30% 
w/w の試料のみを用いた。DLS 測定では、0.5% w/v のミオグロビン溶液の溶解

直後に測定を開始し、時分割測定を実施した。12 時間経過した試料とトレハロ

ース溶液を 1：3 の比率で混合することでトレハロース 30% w/w の試料を調製

し、改めて時分割測定を実施した。 
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5.2.2 X 線広角散乱測定 
 
 WAXS の測定には、SPring-8 の BL-40B2 分光器を使用した。X 線の波長とカ

メラ長は、1.0 Å 及び 59.6 cm であった。検出器には R-AXIS IV(面積 30×30 cm2、

ピクセル解像度 100 µm、理学社製)を使用し、露光時間は 10 秒であった。試料

セルに含まれる溶液の温度は、INSTEC 社製の温度コントローラーmK2000 を使

用して密度測定と同様の 25.0˚C に制御した。測定中は、タンパク質の放射損傷

を避けるために試料溶液をゆっくりと流動させた。WAXS データの解析は 2.1 節

に則り行い、回転半径は Guinier プロットから算出した。 
 
 
5.2.3 動的光散乱測定 
 
 動的光散乱(DLS)測定は、He-Ne レーザー(632.8 nm)光源の CGS-3(ALV 社製)を
使用した。試料温度は、水浴サーキュレーターを使用して 25.0 ± 0.2 °C に制御し

た。粒径分布関数の計算に必要となる糖溶液の反射指数と粘度は、以前に報告さ

れた値を参照した(Singh et al., 2013; Telis et al., 2007)。 
 
 
5.3 結果及び考察 
 
5.3.1 中性条件における牛ミオグロビン構造に対するトレハロース

の効果 
 
 図 5.1 に pH 7.0 における牛ミオグロビン WAXS 曲線のトレハロース濃度依存

性を示す。これまでの WAXS 実験と同様に、トレハロースの添加によるコント

ラスト変化が生じているため、この WAXS 曲線を直接評価することは困難であ

る。そこで、CRYSOL を用いて牛ミオグロビンの理論構造(PDB コード: 1Z2S)か
ら研鑽される理論散乱関数と実測した WAXS 曲線のフィッティングを行い、ず

れ因子χ2 を評価した(図 5.2)。フィッティングはタンパク質の外形を反映する

0.041 Å–1 < q < 0.2 Å–1 の小角領域で実施した。これを見ると、pH 7.0 の中性溶媒

中でもχ2 値が大きく、牛ミオグロビンの溶液構造が理論構造に比べて緩んだ構

造をとることを示唆した。その傾向は 5% w/w および 10% w/w のトレハロース

溶液中でも同様であった。さらに濃度を上げると 15% w/w からχ2 値が減少し、

25 % w/w 以降に急減した。この結果は、トレハロースの添加によりが緩んだタ

ンパク質構造がコンパクトな理論構造へ近づいたことを示すものである。 
  3 章および 4 章と同様に理論散乱関数のシミュレーションを用い、トレハロ

ースの牛ミオグロビン水和構造への効果についても検討を行った。ここでは 4 章

と同様に選択的溶媒和モデル、中性的溶媒和モデルおよび選択的排除モデルの 3
つのモデルに基づいてシミュレーションを実施した。図 5.3A に規格化した I(0)1/2
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の実測値と理論値を比較したものを示す。実験値は全てのトレハロース濃度で

中性的溶媒和傾向を示し、トレハロース分子は牛ミオグロビンの水和殻から完

全に排除されはしないが、排除される傾向があることが明らかとなった。図 XB
には Rg の実測値と理論値を比較したものを示す。上で述べたように、牛ミオグ

ロビンの溶液構造はトレハロース濃度に依存してコンパクトな理論構造に近づ

く。従ってタンパク質の外形を反映する Rg を規格化した上で比較することは不

適切であり、ここでは実測値は規格化せず比較を行った。図 5.3B を見ると、ト

レハロース非存在下では実験値が理論値から大きく乖離しており、牛ミオグロ

ビンの溶液構造が結晶構造に比べて広がった構造をとることを示した。χ2 値が

大きい 0~10% w/w については溶液構造が理論構造と異なると考えられるため、

理論値との比較は不適当である。15% w/w より高濃度では、中性的溶媒和モデ

ルに従った。従って、I(0)と同様にタンパク質表面からトレハロース分子が排除

される傾向を持つことを示した。 
 

図 5.1. pH 7.0 における牛ミオグロビン WAXS 曲線のトレハロース濃度依存性。 
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図 5.2. 牛ミオグロビン WAXS 曲線の理論散乱関数とのフィッティング結果。挿

入図は実験値と理論値のずれ因子χ2 値のトレハロース濃度依存性を示す。 
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5.3.2 ミオグロビンの酸変性によって生じるアミロイド様凝集体 
 
 図 5.4 に、ミオグロビン WAXS 曲線の pH 依存性を示す。挿入図は距離分布関

数 p(r)である。2 章でも述べたように、WAXS 曲線はそれぞれの q 範囲が異なる

階層構造領域、すなわち、三次構造(q < 0.2 Å-1)、内部構造(0.25 Å-1 < q < 0.8 Å-1)、
二次構造(1.1 Å-1 < q < 1.9 Å-1)に対応している(Hirai et al., 2002; Hirai et al., 2004)。
pH を 7.0 から下げると、pH 4.0 以下では q < 0.2 Å-1 の小角領域の曲線が単調な

直線へと変化した。これは、酸変性によりコンパクトな天然構造から緩んだ構造

または凝集体が形成されたことを示す。pH 4.0 では、pH 3.5 及び pH 3.0 と比べ

て曲線プロファイルがある程度保持されており、凝集体形成は生じておらず、部

分的なアンフォールディングのみが生じたと推測できる。0.25 Å-1 < q < 0.5 Å-1 の 

図 5.3. 規格化した I(0)1/2 および Rgの実測値と理論値の比較(A: I(0)1/2、B: Rg)。シ

ンボルは実測値を、点線および実線はそれぞれのモデルに基づく理論値を示す。 
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図 5.4. 牛ミオグロビン WAXS 曲線の pH 依存性。挿入図は WAXS 曲線から得られ

た距離分布関数。矢印はアミロイド様凝集の持つプリーツβシート及びクロス β構

造に由来するピークを示す。 

図 5.5. 牛ミオグロビン WAXS 曲線の Kratly プロットの pH 依存性。q < 0.2 Å-1

の領域はタンパク質の球状の三次構造を、q > 0.25 Å-1 の領域はポリペプチド鎖

の剛直性を反映する。 
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中角領域でも単調化が見られ、天然構造のドメインパッキングが崩れたことを

表す。また、pH の低下により q = 0.58 Å-1 と q = 1.34 Å-1 に新たなピークが出現

した。この 2 つのピークは、アミロイド形成の初期段階に見られる特徴的な構

造、すなわちプリーツβシートのスタッキング及びヘリックスからシート(クロ

ス β構造)への構造転移に対応するものである。ピーク位置からスタッキングし

たプリーツβシート及びクロス β 構造のポリペプチド鎖間の実空間距離を計算

すると、おおよそ 10.8 Å 及び 4.69 Å であり、先行研究の値とよく一致した

(Fändrich et al., 2001; Fändrich et al., 2003; Onai et al., 2007)。挿入図に示した距離

分布関数 p(r)は、実空間におけるタンパク質の三次構造を反映することが知られ

ている(Glatter, 1982)。p(r)関数も WAXS 曲線と同様に pH 4.0 以下で長距離側へ

拡大し、三次構造のアンフォールディングとそれに続く多量体形成を明確に示

した。 
 図 5.5 には、図 5.4 に示した WAXS 曲線の Kratky プロット(q2I(q) vs. q)を示す。

Kratky プロットは、高分子鎖の剛直性または柔軟性の評価に使用され(Glatter et 
al., 1982)、タンパク質変性の解析にも利用される(Kataoka et al., 1993)。q < 0.2 Å-

1 の小角領域は、コンパクトな天然構造の存在を反映し、q > 0.25 Å-1 の中高角領

域はポリペプチド鎖の柔軟性を示す。q < 0.2 Å-1 に見られるベル型のプロファイ

ルは、pH が低下するにつれて平坦に変化した。これは、球状のコンパクトな三

次構造が次第に失われたことを示す(Kataoka et al., 1993)。pH 3.5 と pH 3.0 に見

られる小角限界付近の僅かな立ち上がりは、大型の凝集体を反映するものと考

えられる。q > 0.25 Å-1 の勾配の変化はポリペプチド鎖の剛直性の変化を反映し

ており、8 Å 以上の実空間距離内で持続的な曲率を持つ持続鎖から、単純な持続

鎖へ転移したことを示唆する。図 5.4 及び図 5.5 に示した結果は、pH の低下が、

ミオグロビンのアミロイド転移の初期段階、すなわちクロスβ構造の形成とプ

リーツβシートのスタッキングを促進したことを明確に示した。 
 
 
5.3.3 トレハロースの添加によるミオグロビン天然構造の回復作用

及びアミロイド様凝集体解離作用 
 
 図 5.6 には、DLS 測定から得られた粒径分布関数を示す。試料には pH 3.5 の

ものを用い、12 時間かけて時間依存性を観測した。(A)は無糖溶液、(B)は 30%w/w
トレハロース溶液である。図 5.6A を見ると、分布関数の第 1 ピーク(粒子半径の

最頻値)が 23.3 ± 0.1 Å から 77.0 ± 0.3 Å のへとシフトするとともに、210 Å に第

2 ピークが現れた。これは、酸変性によるアミロイド様凝集前駆体の形成及び凝

集体の成長によるものと考えられる。図 5.7 には、粒子半径最頻値の時間依存性

を示す。ここでは比較のため pH 7.0 のデータも加えた。pH 3.5 を見ると、トレ
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ハロースの添加により多量体形成が大幅に抑制及び減速されたことがわかる。

トレハロースの非存在下では、半径の増加は約 10 時間後に飽和傾向を示し、ア

ミロイド様凝集の前駆体形成及び成長が停止したと考えられる。 
 図 5.8 には、トレハロースを添加後 2 時間以内に測定したミオグロビン WAXS
曲線を示す。(A)、(B)、(C)、(D)はそれぞれ pH 7.0、4.0、3.5、3.0 の溶媒に対応

する。挿入図は距離分布関数 p(r)である。pH 6.0 及び pH 5.0 のデータは pH 7.0 

図 5.6. 動的光散乱測定(DLS)から得られた粒径分布関数の時間依存性。溶媒 pH

は 3.5。(A)は無糖溶液中、(B)はトレハロース 30%w/w 溶液中で測定したもの。 
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図 5.7. 粒径分布関数の第 1 ピーク位置(粒子半径の最頻値)の時間依存

性。pH は 7.0 及び 3.5、溶媒条件は無糖溶液及びトレハロース 30%w/w。 

図 5.8. 各 pH におけるミオグロビン WAXS 曲線の糖濃度依存性。(A)は pH 7.0、(B)は

pH 4.0、(C)は pH 3.5、(D)は pH 3.0。挿入図は距離分布関数 p(r)。 
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と同様の変化を示したため省略する。トレハロース濃度は 0~30%w/w まで変化

させた。ここでも、トレハロースの添加によるコントラスト変化が測定結果に寄

与することに注意が必要である(Stuhrmann and Miller, 1978)。3 章及び 4 章で示し

たように、pH 7.0 において糖はミオグロビンの分子構造自体を変化させること

はないため、図 5.8A に見られる WAXS 曲線の変化はコントラスト変化に起因す

る(Ajito et al., 2018b)。pH 4.0(図 5.8B)及び pH 3.5(図 5.8C)を見ると、トレハロー

ス濃度の上昇に伴いアミロイド様凝集に由来する WAXS 曲線の特徴が消失した。

これは、トレハロースの添加によりアミロイド様凝集が解離、及びクロスβ構造

からヘリックスへの構造転移を伴う天然構造の回復を表す。p(r)関数も同様に、

凝集体の解離及びミオグロビンのリフォールディングを明確に示した。図 5.9 に

は、WAXS 曲線の Kratky プロットを示す。q < 0.2 Å-1 の小角領域はコントラスト

変化の影響を大きる受けるため評価が困難であった。q > 0.25 Å-1 の中高角領域

では、pH 4.0 及び pH 3.5 においてプロファイルの回復が見られた。これは、ト

レハロースによってポリペプチド鎖本来の配置が回復されたことを示す。 
図 5.10 には、WAXS 曲線から得られた回転半径 Rg の pH 及びトレハロース濃

度依存性を示す。Rg は、タンパク質の形状変形や多量体及び凝集体形成に敏感

な指標であることが知られている。無糖溶液では、pH が 7.0 から 3.0 に低下す

ると、Rg が 16.9 ± 0.1 Å から 31.0 ± 0.5 Å に増加した。これは、図 5.1 の p(r)関数

でも見られたように、凝集を伴うミオグロビンの酸変性を反映したものである。

図 5.9. 図 5.5 に示した WAXS 曲線の Kratky プロット。(A)は pH 

7.0、(B)は pH 4.0、(C)は pH 3.5、(D)は pH 3.0。 
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明確な変化が生じた pH は 4.0 以下であった。pH 3.5 を見ると、トレハロースの

添加により Rg が 27.9 ± 0.3 Å から 19.3 ± 0.2 Å へ減少した。pH 4.0 でも減少傾向

が観察された。ただし、pH 3.0 では Rg の減少傾向は見られず、これは図 5.5D の

WAXS 曲線及び p(r)関数と同様である。この結果は、pH 3.0 では安定で大型のア

ミロイド様凝集が形成され、トレハロースによる回復作用が発揮されなかった

ことを意味する。 
 
 
5.4 結言 
 
 本章の研究により、トレハロースが牛ミオグロビンの緩んだ溶液構造を収縮

させ、酸変性構造及びアミロイド様凝集前駆体を元の天然構造へ回復させ得る

ことが明らかとなった。具体的には、q = 1.34 Å-1 で特徴付けられるヘリックス

からクロスβへの転移と、q = 0.58 Å-1 で特徴づけられるプリーツβシートのス

タッキングが、トレハロースの存在によって修復されることが示された。ミオグ

ロビンの変性領域の同定を行った MD シミュレーション研究(Patel et al., 2017)及
び質量分析研究(Katina et al., 2017)によると、A-、B-、E-、F-、及び G-ヘリック

スがアミロイド転移の分子間相互作用に関与することを強く示唆した。また、水

和に注目した研究によると、天然構造における水の排除領域とアミロイド形成

部位が一致し、水分子の排除傾向がアミロイド転移の因子であることが示唆さ

れた(Fernandez and Scheraga, 2003)。また、MD シミュレーションを用いた研究に

よりにより、タンパク質表面の水和領域がフォールディング時の局所構造の保

図 5.10. ミオグロビンの回転半径 Rgの pH 及びトレハロース濃度依存性。 
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持に必要であり、凝集体形成にも関与することが明らかとされた(de Simone et al., 
2005)。3 章及び 4 章で述べた我々の研究により、トレハロース分子がタンパク

質表面から選択的に排除され、天然の水和殻が保護されることを示した(Ajito et 
al., 2018a; Ajito et al., 2018b)。トレハロースが天然構造を復元するメカニズムを

上記の研究方向から推測すると、トレハロースが変性によって生じたクロスβ

構造周辺の水和状態を回復させ、αヘリックスが回復されたと考えることがで

きる。ミオグロビンの酸変性に関する準弾性中性子散乱を用いた研究によると、

コンパクトな天然構造に比べて部分的にアンフォールディングした構造では水

和水がより強く結合していることが示唆された(Stadler et al., 2015; Stadler et al., 
2016)。これらの報告は、折り畳まれたクロスβ構造が一度緩みヘリックスが回

復されるという本結果を、トレハロースの添加による選択的水和と結びつける

ものである。 
 トレハロースによるアミロイド様凝集から天然構造への回復作用は、タンパ

ク質のフォールディング問題だけでなく、アミロイド疾患の治療法開発におい

ても重要となる可能性がある(Chiti and Dobson, 2017; Gertz et al., 2005)。ジメチル

スルホキシド(DMSO)がアミロイド線維の回復及び不安定化に効果的であるこ

とが報告されたが(Abedini et al., 2006; Zhang et al., 2015)、人体に対する高濃度

DMSO のは、安全性の懸念のため実用的ではない(Kelava et al., 2010)。さらに、

生理学的に問題の少ない低濃度の DMSO では、アミロイド線維形成を促進した

との報告もある(LeVine, 2004)。その一方、トレハロースは、悲還元性の二糖であ

り、グルコースなどの還元糖の持つ糖化能力、すなわち細胞毒性を示さず、むし

ろ生物に環境耐性を与える(Elbein et al., 2003; Wełnicz et al., 2011; Feofilova, 2014; 
Møbjerg, 2014)。そのため、アミロイド疾患のトレハロースによる治療法は、潜

在的な有効性を持つと言えるかもしれない。 
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第 6 章 総括 
 
 本研究では、第 2 世代放射光源 Photon Factory 及び第 3 世代放射光源 SPring-8
を利用した放射光 X 線広角散乱法(WAXS)と、パルス中性子源 J-PARC–MLF を

利用した中性子小角散乱法(SANS)を用い、糖によるタンパク質保護作用の分子

メカニズムを検討した。本章では、各章で得られた研究結果を再度まとめ、今後

の展開について述べる。 
 
 第 3 章では、タンパク質として馬ミオグロビンを、糖としてトレハロース及

びグルコースを用い、タンパク質の水和構造に対する糖の効果を検討した。水溶

液中における糖のタンパク質保護作用メカニズムについては、2 つの異なる仮説

が提唱されており、溶液散乱法を用いてこれらの仮説を構造学的に検証した。第

1 の仮説は選択的水和説と呼ばれ、タンパク質表面の水和領域から糖分子が選択

的に排除され、タンパク質が水分子によって選択的に水和されることで天然構

造が安定化されると説明されている。第 2 の仮説は水素結合置換説と呼ばれ、

糖分子がタンパク質の水和水を置換し、糖とタンパク質の間の直接的な水素結

合の形成により天然構造が安定化されると説明されている。そこで、WAXS と

SANS 及び理論散乱関数のシミュレーションを行い、タンパク質水和殻から糖分

子が選択的に排除され、天然の水和殻が糖溶液中でも保持されることを直接観

測することに成功した。これらの実験事実は選択的水和説を明瞭に支持してお

り、糖による水和を介したタンパク質保護作用メカニズムを構造学的に明らか

にした最初の研究報告であると考えている。また、トレハロースとグルコースで

はその排除傾向に差があり、トレハロースはグルコースに比べて高濃度でも排

除傾向が継続した。この優れた排除傾向が、トレハロースに固有のものか、もし

くは二糖に一般的なものか不明であったため、第 4 章の研究においてより詳細

な検討を行った。 
 
 第 4 章では、第 3 章と同様に馬ミオグロビンを用い、糖として二糖であるト

レハロースとスクロース及び単糖であるグルコースとフルクトースを使用した。

手法として WAXS と SANS を用い、第 3 章と同様にタンパク質水和殻からの糖

分子の排除傾向を観測するだけでなく、塩酸グアニジンによる化学変性及び加

熱による熱変性に対する保護作用についても検討した。タンパク質水和殻から

の排除傾向については、二糖であるトレハロースとスクロースで同じ傾向を示

し、高濃度までほぼ完全な排除が持続した。その一方で、単糖であるグルコース

とフルクトースでは、濃度の増加に伴いタンパク質水和殻への部分的な浸透が

観測された。これらの結果より、質量濃度で比較すると二糖は単糖に比べてタン

パク質表面からよく排除され、選択的水和を促進することが明らかとなった。 
 塩酸グアニジンは強力なタンパク質変性剤であり、タンパク質のフォールデ

ィング研究によく利用されてきた。変性剤による化学変性は凝集体形成を伴わ

ないため、タンパク質 1 分子の変性に対する糖の効果を検証する上で有用であ

った。測定の結果、タンパク質の急激な変性が生じる塩酸グアニジン濃度が、糖

の存在下では高濃度へシフトすることが明らかとなった。この保護作用は糖濃
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度に依存しており、5%w/w に比べて 10%w/w でより大きく現れた。糖の種類に

よっても効果に差が見られ、トレハロースとグルコースではスクロースとフル

クトースに比べてより大きな保護作用を示した。この保護作用の階層構造性を

解析すると、三次構造やドメインのパッキングに比べて二次構造に対する保護

作用が僅かに大きいことが明らかとなった。これらの実験事実から、タンパク質

の化学変性に対する糖の保護作用は、局所的な二次構造の安定化を介して天然

構造を安定化していると推測することができた。 
 タンパク質の熱変性は一般的に凝集体形成を伴い、ミオグロビンの場合はア

ミロイド様凝集体が形成されることが知られている。したがって、糖溶液中での

熱変性・凝集過程を観察することで、アミロイド様凝集体形成に対する糖の効果

を検討することが可能となる。ここでは 10%w/w/と 20%w/wの糖溶液を用いた。

WAXS 測定の結果、20%w/w の糖溶液中では、熱変性は生じるもののアミロイド

様凝集体の形成が抑制された。また、単糖であるグルコースとフルクトースで

は、10%w/w/でも凝集体形成が抑制された。また、熱変性に伴う構造転移の階層

構造性を解析すると、糖の存在下では各階層構造の構造転移が生じる中点温度

が高温へシフトするとともに、構造転移における階層間の協調性が向上するこ

とが明らかとなった。 
 
 第 5 章では、牛ミオグロビンを用い、タンパク質の酸変性とアミロイド様凝

集に対するトレハロースの効果を検討した。WAXS 測定により、牛ミオグロビ

ンは酸性溶媒中では天然構造が弛緩し、さらに pH を下げるとアミロイド様凝集

を生じることが明らかとなった。このように変性及び凝集体形成が完了したミ

オグロビン溶液に対し後からトレハロースを加えることで、糖による変性抑制

作用ではなく、変性凝集からの回復作用を検討した。その結果、pH 4.0 と pH 3.5
ではトレハロースの添加によりアミロイド様凝集の解離と天然構造の回復が観

察された。特に pH 3.5 では、明確に現れていたbプリーツシートのスタッキング

及びクロスb構造由来の散乱ピークがほぼ完全に消失した。その一方で、pH 3.0
ではトレハロースの添加によるアミロイド様凝集体の解離作用などは観察され

なかった。以上の結果から、比較的安定性の低いアミロイド凝集の前駆体に対し

てのみ、トレハロースによる回復作用が発揮されると推測することができた。 
 
 以上の 3 章から 5 章で実施した研究により、溶液中ではタンパク質水和殻か

ら糖分子が排除されて天然の水和殻が保存されること、さらに、化学変性と熱変

性に対する抑制作用や、酸変性に伴うアミロイド様凝集に対する回復作用を糖

が有することが構造学的に明らかとなった。これらの研究は、放射光 X 線や中

性子線を用いた溶液散乱法が、生体高分子と低分子化合物との間で生じる複雑

な相互作用を分子レベルで解析する上で強力な手法であることを明確に示した。

糖は、数あるオスモライトの中でも生物学的・医学的に重要な働きを占める化合

物であり、今後は溶液散乱法以外の手法も取り入れつつ、糖の医薬品としての応

用や、極限環境生物の生理解明を目指したいと考えている。 
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