
Photon Factory Activity Report 2017 #35 (2018)  

 

BL-6A/2016G668 

小角 X線散乱によるポリビニルアルコール溶液中の紫膜周期構造形成機構 

Periodic structural formation mechanisms of purple membranes in poly(vinyl alcohol) 

solution studied by small-angle X-ray scattering 
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1   はじめに 

生命のナノマシン・タンパク質の優れた機能を応

用する際最も障壁となるのが、機能の根源となるタ

ンパク質天然型構造が周囲の環境変化に極めて敏感

であるので、容易に変性しその機能を失ってしまう

ことである。そのため、機能性と安定性を高度に両

立したタンパク質の利用と適切な固定化技術が必須

となる。我々はこれまでに、光に応答し[1]、かつ約

100 ˚C までその構造が保持される[2]光受容膜タンパ

ク質バクテリオロドプシン(bR)に対して、結晶性と

機能時の構造安定性の関係[3,4]を利用した新しい光記

録素子への応用に取り組んできた。 

タンパク質のデバイス利用のためには、その存在

環境を溶液系から固体系へ転換する必要がある。

「大量の水分を含んだまま固化する」と言う方針の

もと、我々は親水性高分子によるハイドロゲルによ

る固定に注目した。その中で、タンパク質へのダメ

ージのリスクを極力回避するため、架橋剤なし・室

温以下の条件下でもゲル化可能なポリビニルアルコ

ール(PVA)の凍結・融解法[5]を選択し、紫膜 (bR の 2

次元結晶の平面膜) の固定を試みた。その結果、ゲ

ル中の bR の光応答性は溶液中とほぼ同等であり、

天然様の機能性を保持した状態での固定に成功した
[6]。さらに、PVA 中での紫膜構造について興味深い

結果が得られた。つまり、紫膜は PVA 溶液中に展

開しただけで約 20 nm の周期構造を形成し、さらに

凍結・融解サイクルの繰返しによる紫膜の自発的積

層が小角 X線散乱 (SAXS) 実験より示唆された[6]。 

紫膜は bR の 2 次元結晶であるため、ゲル中での

紫膜積層は bR の色素レチナールの整列を意味する。

積層は光記録素子の光励起条件の均一化、高密度記

録化などに有利であり、積層機構の理解は応用のた

めに必須となる。円 2色性の結果は PVA溶液中での

紫膜間の周期構造と PVA ゲル中での紫膜積層の関

係を強く示唆するので[6]、今回 PVA 溶液中での紫膜

周期構造形成機構を解明するため紫膜/PVA 溶液の

SAXS測定における PVA濃度依存性を検討した。 

 

2   実験 

SAXS 測定は高エネルギー加速器研究機構・フォ

トンファクトリー・BL6A にて行った。X 線の波長

は 0.15 nm、カメラ長は標準で約 0.9 mとしたが、必

要に応じて 約 1.4 mに変更した。各測定条件におい

てベヘン酸銀の散乱パターンを測定し、回折角なら

びにカメラ長の較正を行った。紫膜/PVA 溶液試料

はガラス製のキャピラリ―管  (Hilgenberg 社, Mark 

Tube No. 10 (外径: 1 mm, 肉厚: 10 m))  に封入し、X

線散乱パターンは検出器にハイブリッドピクセル検

出器 (Dectris社, PILATUS3 1M) を用いて、露光時間

60 s、温度 25 ˚Cにて測定を行った。 

 

3   結果および考察 

図 1に、紫膜/PVA溶液試料の SAXSプロファイル

を示す。紫膜濃度は一定で([bR] = 500 M)、PVA濃

度は図中に示している。散乱像はいずれもパウダー

パターンであり、円周積算した散乱光強度を横軸

1/d に対してプロットしている。PVA 濃度増加に従

い、小角領域に現れたピーク位置が広角側にシフト

した。この SAXS ピークの構造周期を求めるため、

各 SAXS プロファイルのベースラインをべき乗の関

数でフィッティングし決定した。ベースライン補正

後のピーク位置から求めた構造周期 dを PVA濃度に

対してプロットしたものをインセットに示す。先行

研究[6]で初めて報告された紫膜間の約 20 nm の構造

周期は、PVA 濃度 1~10 wt%の範囲において約 30 ~ 

15 nmまで変化することが示された。この結果は、 
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図１：紫膜/PVA 溶液試料の小角 X 線散乱

プロファイル。[bR] = 500 M。インセット

は紫膜間距離の PVA濃度依存性。 

PVA は紫膜間の引力相互作用に関与し、また PVA

濃度の増加に伴いこの引力は強くなることを示す。

現時点ではこの引力の起源は不明なため、PVA 以外

のゲル媒体や高分子の作用を検討する予定である。 

一方、紫膜間の周期構造は引力相互作用だけでは

溶液中において形成することはできず、斥力相互作

用が必ず同時に働かなければならない。斥力を及ぼ

す原因として、bR の等電点付近で紫膜が凝集し沈

殿することからも、紫膜表面の負電荷アミノ酸がま

ず第一に疑われる。そこで、紫膜規則構造形成に対

する静電斥力の寄与を、塩添加による静電遮蔽を通

じて検討した。静電相互作用の及ぶ距離（デバイ長; 

1/）は、次のように示される。 
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ここで、 : 比誘電率,  0 : 真空の誘電率, kB : ボルツ

マン定数, T : 温度, i : イオン iの濃度, e : 電気素量, 

zi : イオン i の価数である。今回、紫膜/PVA 溶液中

に価数の異なる NaClおよび CaCl2を添加して SAXS

測定を行った。図 2 に、各塩濃度条件から求めたデ

バイ長 1/に対して、SAXS ピーク位置から得られ

た周期 d をプロットした。その結果、観測された周

期 d は添加した塩の価数に依らずデバイ長に比例し

て増加した。つまり、静電斥力の及ぶ距離が長くな

るにつれ膜間距離が増加したことから、紫膜間周期

構造における静電斥力相互作用の寄与が強く示され

た。また、この周期構造は[NaCl] ≥ 500 mM, [CaCl2]

≥ 50 mM で完全に消失しており、デバイ長 0.79 nm

以下では周期構造の形成が阻害される結果となった。 

4   まとめ 

本研究により、紫膜/PVA 溶液中に形成される紫

膜間周期構造は、紫膜と PVAの相互作用の結果生 

図２：紫膜/PVA 溶液中での紫膜間構造周

期に対する塩添加の効果。[bR] = 500 M。 

じる引力相互作用と、紫膜表面間の静電斥力相互作

用のバランスの上に成立していることが強く示され

た。今後は引力相互作用の起源について検討する。 
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