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Abstract 

Protein characterization play自社 rnluabl巴rol巴inthe various fields including life and food sci巴nee.Prol巴inぉhavevarious struc” 

ture forms in solution d巳p巳ndingon its solvent巴nvironm巴nl.As a gen巴raltechniqu巴、 chromatographicseparation in solution is an 

indispensable procedure both in research and industrial protein characterization. In this study‘the pr巴limin,uily巴valuationwill be 

reported about a solution X-ray scatt巴ringmeasurement device as a protein chromatography detector. Prot巴insize and the zero-

angl巴scatteringint巴nsitywhich is proportional to the molecular weight of a prot巴in正luringthe separation of proteins in solution 

will be dct己rminedby using this technique. 

タンパク質が関連するft品科学および食品産業にお

いて，タンパク質の分離・分析および特性解析技術の開

発・改良は‘重要な課題の一つである具体的な例とし

ては，食品素材研究において食品司！の主要成分としての

タンパク質を単離・精製してその生化学的あるいは物

Jq!fヒ学的特性を解明することはー新規な機能の発見や利

用法術の開発・改良に不可欠である．タシパク質を効率

的に分離精製する手法のひとつとして．タンパク質の分

子サイズや形態による分践ができる液体ゲル議過クロ

マトグラブイーが利用されている1）”

・;j，溶液X線散乱法は低分解能ではあるが博液中の

タンパク質の構造情報を得られる手法である2).近年の

放射光の発展によりわ，比較的低濃度の試料での溶液散

乱実験が可能となった4）溶液X線散乱の長所は乍月！的

な条件ばかりでなく往々の溶媒条件での担IJ'.cとが可能で

ある点である
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ll1千i：、タンパク質のクロマトグラフィーの検出手段と

しては，紫外吸光）瓦示差脂折率あるいは蛍光強度測定

などが主として利用されている．本研究では、来月たな知

見が得られる可能性のある方法として，タンパク質のク

ロマトグラブイーの検出手段に溶液X線散乱測定を路用

した結栄について報告する本子法；之タンパク質の回

転半f五ゼ口散乱強度の分離位i去の計jHIJが一度の実験か

ら取得することができる有効な手法である．

実験方法

ウシill!.i古アルブミンは，ナカライテスク（株）から購

入した．放射光溶液X線散乱lJllJ定はラ t:iエネルギー加速器

研究機構放射光忠設ビームラインBLIOC（こ設罰された

小角溶液X線散乱；HIJ右民投（酵素回折計）を使用した

5) .検出器は《次元仲間政惑比例係数装置を肘い.X線の
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ポンプ

図1 測定系の概念図

i皮長は0.1488nm‘試料h¥!/1:¥HFflHJ距/ljffiは900mmとした．

ゲル1/.i（過クロマトグラフィーカラムは、 Superdcx200 

(300 X 26mm‘アマーシャム（株））を使用し‘溶/Jlポ

ンプはシグナルペリスタティックポンプモデルTMP-6L

（東洋科学産業 （株）） を使mした．溶出液の280nmにお
ける紫外吸収iJ!IJ定には‘フロータイプの紫外吸光！主計

(ACS JOO，アトー（株））を使用した． ウシ1[1111'/アルブミ

ンの濃度は，光路長lじm,1%溶液の280nmにおける吸光

係数6.78をmいて計算した白） ．

実験結果と考察

放射光溶液X線散乱iHIJ定装置は．高エネルギー加速r.15

研究機梢放射光施設ビームラインBL 1 0 Cに設置さ

れている装筒を利用した．この光学系では，電子若手氏リ

ング光源より符られた放射光X線を 2$（］品モノ クロメ

ーターにより単色化し，出山円筒ミラーにより収束させ、

1次元検出1m上で高輝度の収束ビームを得ている.JLt料
位，芭でのビームサイズは縦2mm以下，被 7mm以下に制

控でき，；J、角分解能は約100nmである．空気によるX線の

吸収数乱を紡ぐため，試料補と検出器付近を徐き光学素

子やX線パスはすべて真空に保たれている． 図 1に．本

研究のj!!JJ定系の概略を示す．ゲルクロマトグラフィーカ

ラムの溶tlJ後，紫外吸光度計につづけてX線散乱測定セ

ルに溶離波を送波できるように設定した．

試料セルは‘厚み1mm，縦l8mm，償却mmのステンレ

図2 溶液X線散乱測定セル
l：厚みが 2mmで，縦 3mm，蛾5mmの試料i1I＼の
セル.2：陪みが1mmで，縦 3mm, 1ti°i15mmの：~j\
Ht111のセル.J\l i］セルにおいて， iroi大J•,1；み部分は 5
mmであ り，子言／Jの；Wは，セ）l,ホルダーにセッ ト
するためのハンドリングのために取り付けた

ス紋の中央に縦3mm，被 5mmあるいはi5mmの穴を聞

けその両而に窓材としてマイカを貼った （＠ 2 ）.また，

内径約0.6mm外径約0.9mmのステンレスパイプを2本左

右に溶接し．溶離液を流せる構造を持つ（図 2）.その

パイプにシリ コンチューブ （内径1mm，外径3mm）を

接続しフローセルとした．セル容積は 1mmJ与のセルで

15 /l lあるいは45μ Jである本研究で併用した紫外吸光



図3 溶液X線散乱測定装置の外観
1：試料11'0)ijのスリ ッ卜， 2：試料セルホル夕、一

Ht，汁のセル容量 （約60tl l）以下に納めることが可能と

なり‘今後噌 分r11t系およびX線Wf;f;L検出器などの改良によ

り！自立が向上した上場合にも対応可能とした目.illi',11¥",Jc /lilt X 

縦波1二は0.1488nmを使）！？するので‘水溶液試キ：｜のiJllJ定効

率から 1mm停のセルを使用する． しかし、本散乱測定装

訟は放射光j慌を利用する平11 1~（から比較l'.10 ＇！｝易にX線波長

を短くすることが可能で‘セル尽を1111111より！日iくする

方が測定効ネが良いので.2mm/1／のセルも，今後の測定

条件にfllllえて試作した （凶2). 

試料位置でのビームサイズは‘ 試料r11J:}j＇に設問されて

いる4~（限ス リ ッ トで調整する （凶 3 の 1 ) . ビームサ

イズは縦約 1mm，柿を数mm以下で佐川する実際のiJ!IJ

定においては、 この自作フローセルを恒i則的IJi1;Jくにて試

料セルのil,,U主をm1JrJ11できるセルホルダーに投出する（図

3の2の（，1:[[';r：）.散乱測定の1：流にはー光路長5mmのフ

ローセル~＼リの紫外吸光度言｜ ；を接続し（図 1 ), 280nmの

i投光j主データを散乱測定と同WJしてコ ンビューターに

保存できるようにデータii日差系を組み立てた.1~｝られた

散乱データは‘試料直前のイオンチャンパーの出力によ

り入射強度変化の補正をする ifJの陛コラーゲンを惚qt

物質と して‘検出器のチャンネルを散乱ベクトJl,q(= 

(4π／λ） sin O，λはX線波長，2θは散乱角）に変換し、

データ解析する．

クロマ トグラフィーの条件として‘ jオi速0.25ml/minで

!fl荷在j夜（50mMナトリウムリ ンj殺i是tillii皮’ pH6.8）でカラ

L、を可＇－1%化i乏e 溶肉｛』i夜lごj容角平した夕ンパク笠T溶i夜 OJJ'l!支

1.3号士‘0.2ml）をカラムにJ兵加した

i夜L十iに夕ンパク質の会合｛本成分が合まれていているこ

とのわかっているT↑乃1反ウシfilli青アルブミンをJI§択し司tll
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図4 クロマトグラフィー測定系部分
l：出向It.討をビン，2：ベリ スタポンフ， 3：カラム，
4：紫外i吸光lit検出器， 5：試料セルホルター
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図5 散乱パターンの一例
各j容i1.11,lllの以前Lパターン (II~;t;Lベク トルに対する
/1文 1~L0'flU££のプロッ ト）を子前から吊：ね訂きした．

数日比分の分日JW向後の散乱打［l]J主を以ドのように行った．添

加終了後1分自からX線散乱および：2sonmの紫外吸収測

定を開始し，280秒測定その後20秒間の休Ji：を約100分経

過まで繰り返した

同5に， 1－.記のようにして:f；｝られた5分単位で連統計

iJ!IJした散乱パターン（散乱ベク トルに対する散乱強度

のプロット）の変化を示した．治出時間が約50分から70

分の聞に予散乱ベクトルのlnm’l以下の小角部分に散乱

ピークが矧祭できる．タンパク質の溶出している各溶111

II引HJにおける散乱データを散乱ベクトルの2乗に対す

る散乱強度の対数のプロット（ギニエプロット）を図

6に示した．小角散乱領域では，散乱強度 IはI(O) exp 

( (-qコ・ Rg2)/3）と表現できる． ここで， Rgは！旬fir玉、I＂径，I

(0）は角度ゼロにおける散乱強度である．この陪係から
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ク口マトグラムの一例
各市i'J'1況をの紫外iifk'Jti!l ,H (280nm）の，＇I',JJから
タンハク白浪皮（・）を，11ー算した.~／i~iliL強度
(O）は280秒Ill!の総カウン卜数をプロッ トした．
同転、｜三径（口）と角度ゼロ散乱強度 （，，.）は．

タンハク質が溶i'I＇，した部分のみの去ぷで、ある．

NMRは司タンパク質の溶液構造を原子レベルで解析で

きる手法であるパ） しかし．タンパク質の分子量が大き

くても 3-5万‘通常は2万以下のものが主な対象とな

る守分子量数万のタンパク質の解析や相互作用して会合

体を形成する場合などの分子論的な解析は‘タンパク質

の有効利用のためには不可欠な課題である．従って‘本

手法は．タンパク質会合状態やゲル化初期過程あるいは

分子問相1=，：作用による超分子構造の解明に効果的に利

用されることが期待されるまた‘不安定な試料で変性

ギニエプロッ トの小角領域（q・ Rg<I）の直線の傾き

と切片から，RgとI(O）が評価できる2)

図7には， 上記の計算結果をウシ血清アルブミンの紫

外吸収測定から得られたタンパク質濃度と全X線散乱強

度のクロマトグラムに重ね書きしたぬ例をボした．タン

パク質濃度と全散乱強度のクロマ トグラムから， 50分と

60分付近にピークが観察される この60分の主ピーク溶

出付近のRgは‘約3nmと評価され司ウシ血清アルブミン

の単呈体であることがわかる．溶出は早いものほと、Rgの

値は大きく評価されているので，約so分の小ピークは、
本タンパク質会合体であることがわかる 一）J.角度ゼ

ロにおける散乱強度I(O）の値は司タンパク質の分 子量

に比例する値であるーその値の主ピーク（60分）との比

較から、約so分の小ピークは会合体であり‘2から 3量
体であることがわかるウシ血清アルブミンの不可逆的

な会合体は，市販されている精製評品に含まれているこ

とが知られている．しかし‘その構造の実態および生理

的な機能は未解決のため『今後の研究が必要である

上記の様に．溶液散乱パターンの解析から阿転半径．

ゼロ散乱強度の分離直後のal測が一度の実験から得る

ことができる従って，本手法は安定性の低いタンパク

質などにおいて分自任後に変性してしまう場合や形状の

異なる分チの混合物の解析に有効な手法と思われる．光

散乱測定においても分子量が評価できるわが，溶液X線

散乱では‘分子形状 ・形態の解析が可能であるので，こ

の点についても検討中である

図7



した会合体の混在が多くのタンパク貿の溶液X線散乱制

定において‘質のいいデータ取得を剖難にしている状況

の解決策の会つであると思われるさらに、タンパク

ばかりでなく多糖などの生体高分子についても本手法

を適用することにより食品分野での生体分子素材の特

性解明への貢献が期待できる

放射光光源は従来のX線管を代表とする小思光源と

比較して光源輝度性能が圧倒的に飽れているので今比較

的低濃度のタンパク質試料での溶液散乱実験が可能と

なった．小型光源iJ11J定系では‘ウシ1(11涜アルブミンの

1%溶液で， 1J~（の治的測定のためには数時間は必要で

あるので今本研究のようなクロマトグラフィーjJ{IJ定系の

実験は不可能である．したがって司本研究で符られた結

果は放射光光源を利用してはじめて得られた新規な知

見である．しかしー小型光源には，大型放射光光践では不

可能な簡便性と可版性の利点があるので今後の発展を

郎侍したい

現状では、図7に示したようにウシri11出アルブミンの

場合で溶出時のタンパク質濃度が約O.Smg/rnlは必婆で、あ

る．より抵濃度の試料の総定をするにはーより高純度の

XfJJ！を照射するか高効率検出器を導入するなど級々の

観点から継続的な生体分子の総定を意識した溶液X

散乱浪lj定装訟の改良・開発が重要である
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要約

タンパク質の関連する多機な分野において，タンパク

閣の溶液中の特性解析はタンパク質の有効利用や生活

に関わる生命現象の解明から豊かな食生活を構築する

ためにはきわめて重要である．研究対象となるタンパク

質は~ずしも単Aの分子種でなく．分子二間あるいは他分

子と相互作用した分子集合体を形成し，その集合状態が

b 

不均一である場合が少なくない特に．熔液中において

は溶媒環境によりタンパク質は多様な構造形態である

こと辻明らかである．本研究ではちそのような実態にで

きるだけ即したタンパク質のi容j夜物性の解析法の開発

の一端として．放射光溶液X線散乱測定装器のクロマト

グラフィー検出器としての性能を評似した．本手法によ

り‘分離直後のタンパク質のサイズと分子量に比例する

パラメータを一度の測定で評価できる．
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