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1．はじめに
　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オスモライトの存在にも依存
する [1]。糖やポリオールの添加によってタンパク質の変
性や酵素の失活が防がれることは，熱力学的観点から説明
されてきた [2]。ここではタンパク質と添加剤の間の特異
的な結合や溶媒粘度の変化，糖の存在下におけるタンパク
質の選択的な水和などが，安定化効果の主な要因であると
考えられている。これらの先行研究では，密度測定，熱
量測定，円偏光二色性，NMRなどの手法が主に用いられ
てきたが，本研究ではシンクロトロン放射光Ｘ線広角散乱
（SR-WAXS）と中性子小角散乱（SANS）を相補的に用い
ることで，タンパク質構造および水和に関する糖の効果を
直接観測することに成功した。
　生物学的な糖の重要性は，極限環境に対する耐性を持つ
一部の生物が，高温や低温，乾燥，浸透圧などのストレス
に暴露されると，ストレスタンパク質と共に糖を生産し，
細胞内に蓄積することからよく知られている。特にトレハ
ロースは，ストレス耐性を生物の積極的な適応なしに獲得
する能力である biostasis（cryptobiosis）に関係することか
ら注目されている。トレハロースは動物や植物，微生物な
どに広く見られ [3]，グルコース二分子の α,α-1,1-グリコ
シド結合によって形成される天然の二糖である。還元基が
互いに結合しているため，トレハロースは還元性を持た
ず，化学的に安定である。生体内におけるトレハロースの
作用は，細胞液のガラス化，またはトレハロースと水分子
の置換による分子内および分子間の移動制限によるもの
と考えられており [3]，水の構造が重要な要素であること
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Abstract
　糖がタンパク質構造を保持し，変性を抑制することはよく知られているが，その作用機構は未だ不明瞭である。我々は
本研究において，シンクロトロン放射光Ｘ線広角散乱と中性子小角散乱を相補的に用いることで，糖によるタンパク質構
造と水和に及ぼす影響の直接的な観測に成功した。実測散乱曲線と理論散乱関数のシミュレーションにより，糖がタンパ
ク質表面の水和殻から選択的に排除され，水和殻を保持することが明らかとなった。

が指摘されている。
　また，本研究で用いた中性子散乱法は，物質中の水素原
子の位置やダイナミクスを観察する上で非常に有用である
ことが知られており，中性子非弾性散乱 [4]や分子動力学
シミュレーション [5]によって，タンパク質表面のアミノ
酸残基と周囲の水分子との相互作用がタンパク質のダイナ
ミクスに大きく寄与することが示されている。
　Fig. 1にＸ線散乱法（A）と中性子散乱逆コントラスト
変化法（B）における，タンパク質と糖の見え方の概念図

Figure 1  Schematic picture of views of a myoglobin in sugar solution. 
(A), by X-ray scattering method; (B), by inverse contrast 
variation method of neutron scattering.
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を示す。Ｘ線散乱では糖の散乱密度（電子密度）と溶媒（バ
ルク水）の散乱密度が異なるため，タンパク質と糖の両者
が散乱へ寄与する。一方で，中性子散乱では重水素化糖を
用いて，糖の散乱密度（核散乱長密度）とバルク水の散乱
密度を一致させることで，タンパク質のみが散乱へ寄与す
る。この二つの手法から得られた実験結果を，理論散乱関
数のシミュレーション結果と比較若しくはフィッティング
を行うことで，タンパク質に対する糖の効果を詳細に議論
した。
　本研究は，トレハロースおよびグルコースがタンパク質
表面領域から選択的に排除され，水和殻を保存する傾向を
持つことを明確に示し，トレハロースの場合この傾向がよ
り高い濃度まで維持されることを明らかとした。

２．実験
　測定試料であるミオグロビンは，馬の骨格筋由来
（SIGMA Chemical）のものを使用した。糖として，グルコ
ースおよび 97%重水素化グルコース（SIGMA Chemical），
トレハロース二水和物（林原）を使用した。また，中性子
散乱実験のために重水（99.9％重水素化）を使用した。緩
衝液には 50 mM NaClおよび 10 mM HEPESを用い，pH7.0
（pD6.6）に調整した。 測定試料の調製は，8% w/vのミオ
グロビン原液および 10~50% w/wの糖溶液原液の 1：3の
体積比混合により行った。加えて，糖溶液の平均散乱密度
を求めるため，振動密度測定器（DMA35，Anton-Paar）を
用いて糖溶液の密度測定を行った。
　SR-WAXS 測 定 に は，KEK–PF の BL-10C と SPring-8
の BL-40B2 を，SANS 測 定 に は，J-PARC–MLF の BL15 
TAIKANを利用した。中性子の波長は 1.0-7.8 Åであった。
何れの実験においても，散乱測定の直前に 50 kDaの分子
量カット遠心フィルター（Merck）を使用して試料溶液内
の凝集体を除去した。WAXS散乱データのバックグラウ
ンド処理については，引用論文に詳細に記述されている
[6]。SANSデータのバックグラウンド処理は一般的な方法
で行った。距離分布関数 p(r)は散乱曲線 I(q)の逆フーリ
エ変換によって計算した。

３．結果および考察
3-1.  X 線広角散乱（WAXS）の実験結果と理論値との比較
　Fig. 2にミオグロビンのWAXS曲線 I(q)の糖濃度依存性
を示す。（A）はトレハロース溶液中， （B）をグルコース
溶液中のものである。トレハロースの溶解度がグルコース
より小さいため，最大濃度はトレハロースで 32.5% w/w，
グルコースで 35% w/wである。散乱強度およびプロファ
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。WAXS曲線は非常に広い q領域を網羅
しており，それぞれの q領域は，タンパク質の四次およ
び三次構造（q < ~0.2Å−1），ドメイン間の相関（~0.25 < q < 
~0.5Å−1），ドメイン内構造（~0.5 < q < ~0.8Å−1），側鎖を含
む二次構造（~1.1 < q < ~1.9Å−1）を反映する [19]。
　実測した散乱曲線の変化を説明するため，Ｘ線理論散乱

関数計算プログラム CRYSOLを用いてシミュレーション
を行った。 Svergunらによって開発された CRYSOL[7]は，
H. B. Stuhrmannと A. Millerが示した理論に基づくもので
ある [8]。当プログラムは，水和殻を考慮することで，溶
液中のタンパク質から得られる実験的なＸ線散乱曲線をよ
く説明することが知られている。シミュレーションに用い
たミオグロビンの PDBファイル番号は 1WLAである。本
シミュレーションは，糖溶液におけるタンパク質の水和殻
に起こり得る二つのモデルについて行った [2,9,10]。
　モデル -1.　選択的溶媒和（タンパク質表面と糖分子の
相互作用）により，水和（溶媒和）殻の水分子が糖分子に
よって選択的に置換される（Fig. 3A）。選択的溶媒和は，
タンパク質溶媒和殻の散乱密度を増加させる。
　モデル -2.　タンパク質と糖との間の水和斥力により，
タンパク質水和領域から糖分子が選択的に排除される [11]
（Fig. 3B）。これはタンパク質の選択的な水和を意味し，水
分子による水和殻の保存が生じる。選択的排除はタンパク
質水和シェルの散乱密度を一定に保つ。
　Fig. 3は，ミオグロビン理論散乱関数の溶媒 ASD（平均
散乱密度∝糖濃度）依存性を示しており，（A）は選択的
溶媒和（モデル -1）， （B）は選択的排除（モデル -2）に基

Figure 2 Wide-angle X-ray scattering curve (WAXS) of myoglobin 
depending on sugar concentration (10 mM HEPES, 50 mM 
NaCl, pH 7.0 at 25 ˚C). The sugar concentration was varied 
from 0 to 32.5% w/w for trehalose, (A); from 0 to 35% w/w 
for glucose, (B).
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づくものである。溶媒 ASDの範囲は，0~35% w/wの糖濃
度に対応するように設定した。一般的な球状タンパク質の
水和殻第一層の密度は，純水の 1.1倍程度になることが知
られており，モデル -1では，タンパク質の溶媒和（水和）
殻の ASDを溶媒の ASDの 1.1倍に設定し，モデル -2で
は，タンパク質の水和（溶媒和）殻の ASDを純水の ASD
の 1.1倍に固定した。Fig. 2に示した実測WAXS曲線と理
論散乱関数を比較すると，小角領域における散乱強度の減
少幅や ~0.2 < q < ~0.4Å−1に見られる窪みの形状から，モデ
ル -1に比べてモデル -2が実験値をよく説明した。
　Fig. 4Aには，実測散乱曲線および理論散乱関数から得
られた散乱角ゼロの強度 I(0)の平方根 (sqrt-I(0))を，Fig. 
4Bには Guinierプロットから求めた回転半径 Rgを規格化
したものを示す。I(0)は N(ΔρV)2に比例することが知られ
ている（Δρ:コントラスト，V:分子量，N:数濃度）。（A）
に示した I(0)の変化は，トレハロース溶液中ではモデル
-2に完全に従った。一方で，グルコース溶液中では ASD
が ~10.10×1010 cm−2（~20% w/w）以降にモデル -1からの乖
離が生じ，糖分子のタンパク質水和殻への侵入が徐々に生
じることを示唆した。（B）に示す Rgの変化は，トレハロ
ース溶液中では ASDが ~10.27×1010 cm−2（~25% w/w）ま
で，グルコース溶液中では ASDが ~10.20×1010 cm−2（~22.5% 
w/w）までモデル -2の傾向を示し，それ以降はモデル -1
の傾向が現れた。I(0)および Rgの変化は，糖濃度が特定

の濃度（20~25% w/w）まで糖分子のタンパク質水和殻か
らの選択的排除が支配的であり，より高濃度では選択的溶
媒和が部分的に生じることを示しており，重量濃度当たり
の選択的排除傾向が，グルコースに比べてトレハロースで
大きいことを明確に示した。以下の中性子散乱実験結果は，
本結果を強く支持している。

3-2. 中性子小角散乱（SANS）曲線の実験結果と理論散乱
関数によるフィッティング
　今回の中性子散乱に採用した重水素化物を用いた逆コン
トラスト変化法では，糖分子の添加による散乱への寄与を
最小限に抑えることができる。密度測定から非重水素化
グルコース（h-グルコース）および 97％重水素化グルコ
ース（d-グルコース）の ASDを計算すると，0.0267×10−12 
cm−2および 0.0796×10−12 cm−2であった。この値に基づき，
[h-グルコース ] / [d-グルコース ] =  0.294 / 0.706（M / M）
の割合で混合することでグルコースの ASDを重水の ASD
に一致させた。そのため，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変化しない。
　Fig. 5に実測したミオグロビンの SANS曲線および
sqrt-I(0)のグルコース濃度依存性を示す。SANS曲線と
I(0)はグルコース濃度に依存せずほぼ一定の値を取り，
ASDの調節が成功したことを示す。Fig. 5の SANS曲線に
示した実線は，CRYSONでフィッティングした理論散乱
関数である。CRYSONプログラムも Svergunらによって開
発されたプログラムであり，CRYSOLと同様の原理で中
性子散乱関数のシミュレーションが可能である [12]。フィ
ッティングを行った際の偏差χ2値は 1.0~1.6の範囲であり，
議論を行うに十分な精度であった。Fig. 6には CRYSONの

Figure 3 Theoretical WAXS functions of myoglobin depending 
on the average scattering density of the solvent (∝ sugar 
concentration) for two different model cases. (A), model-1: 
replacement of hydrated water with sugar; (B), model-2: 
exclusion of sugar from the hydration-shell of the protein. The 
variation range of the solvent scattering density corresponds 
to that of the sugar concentration from 0 to 35% w/w.
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Figure 4 Comparison of theoretical and experimental values of radius 
of gyration (Rg) and square-root of zero-angle scattering 
intensity (sqrt-I(0)). (A), normalized theoretical Rg values 
obtained from WAXS functions; (B), normalized theoretical 
sqrt-I(0) values are plotted against the solvent scattering 
density. In both (A) and (B), the symbols correspond to 
experimental values; the solid and dash lines correspond to 
model-1 and model-2, respectively. 
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論することができる。溶媒への糖の添加により，バルク溶
媒とタンパク質水和殻との間に化学ポテンシャルの差異が
生じ，浸透圧ストレスが発生する。従って平衡状態では，
タンパク質表面の運動が水和殻の水分子の化学ポテンシャ
ルを減少させるように抑制若しくは制限される。その結果，
浸透圧ストレスとタンパク質の界面張力が均衡する新たな
平衡状態が生じる（オスモエラスティックカップリング）
[13]。この現象が溶媒粘度および水和殻の変化に依存して，
タンパク質全体の運動および分子内運動を抑制すること
が指摘されている [14]。1Mのグルコース溶液の比粘度は
~1.4であり [15]，タンパク質の見かけの排除体積の圧縮と
して実験的に観察され得ると考えられる。この仮定に基づ
き CRYSONのシミュレーションを行った結果，ミオグロ
ビンの排除体積の圧縮に伴い理論 Rgの僅かな減少が確認
された（図略）。シミュレーション結果によると，実測 Rg

の減少はミオグロビン排除体積の約 5%の減少に対応して
おり，基準振動解析 [16]で示されるようなタンパク質表
面の熱ゆらぎの抑制に由来すると考えられる。

４．総括
　本研究では，二つのモデルに基づく理論散乱関数シミュ
レーションを用いて，Ｘ線散乱および中性子散乱の実験結
果を解析した。 モデル -1は，タンパク質水和殻の水分子
が糖分子の選択的溶媒和によって置換され，モデル -2は
水和殻領域から糖分子が選択的に排除され，水分子からな
る水和殻が保護されるというものである。Ｘ線散乱の実験
結果およびシミュレーション結果は，糖濃度 ~25% w/w未
満ではモデル -2で仮定した選択的排除が支配的であるこ
とを明確に示した。この傾向はグルコースに比べてトレハ
ロースで優勢であり，トレハロースの生体保護作用の要因
の一つと考えられる。逆コントラスト変化法による中性子
散乱の実験結果は，Ｘ線散乱の実験結果を強く支持し，糖
溶液中でも水分子からなるタンパク質水和殻が保存される
ことを明確に示した。方法論的観点から本研究で採用した
手法について述べると，Ｘ線散乱および中性子散乱の相補
利用は，種々のオスモライトによるタンパク質構造および
その水和特性に対する効果を直接観測する上で高い優位性
を持つことが改めて明白となった。
　当記事は著者らが報告した論文に基づき執筆された
[17]。また，我々の研究グループは合成高分子によるタン
パク質水和殻への効果 [18]，グリセロールのタンパク質水
和殻および熱安定性への効果 [19, in press]について，本記
事と同様の解析を行い報告を行った。現在著者らは，本研
究を拡張し，糖としてスクロースおよびフルクトースを加
え，より詳細な水和状態の検討と，化学変性および熱変性
に対する糖の効果についての報告を準備中である。
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フィッティングから得られたミオグロビンの水和殻のコン
トラストおよび p(r)から計算した Rgを示す。水和殻のコ
ントラストはグルコース濃度に依らず ~0.58×10−12 cm−2（重
水の ASDの約 9.1%）とほぼ一定の値を示した。水和殻の
コントラストは水和殻の密度と相関関係にあるため，本結
果はミオグロビン水和殻の水分子がグルコース溶液中でも
保存されることを明確に示している。これは，糖分子がタ
ンパク質の水和殻から選択的に排除されるというWAXS
の結果を強く支持している。
　一方，ミオグロビンの Rgはグルコース濃度に依存して
僅かな減少傾向を示し，緩衝液中の 13.8±0.1Åからグルコ
ース 30% w/w中の 13.6±0.1Åへと変化した。この結果を
説明するため，一般的な物理化学的観点から次のように推
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Figure 5 Neutron scattering curve depending on the glucose 
concentration (100% D2O, 10 mM HEPES, 50 mM NaCl, 
pD 6.6 (= pH 7.0) at 25 ˚C)). The insert shows the zero-
angle scattering intensity, sqrt-I(0). The solid lines show 
the theoretical scattering functions obtained by fitting 
experimental data.
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Figure 6 Contrast of the hydration-shell evaluated by the fitting and 
the experimental Rg values obtained from Fig. 5. The symbols 
(square and circle) correspond to the hydration-shell contrast 
and the Rg value, respectively.
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性子散乱実験は，J-PARC–MLF共同利用実験課題（No. 
2016B0003, 2017B0218）にて行われた。
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