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北海道火学工学部研究報岱

第117号（昭和59年）

Bulletin　of　the　Faculty　ef　Engineering，

Kokkaido　University，　No．　117　（1984）

炭素13核磁気共鳴による絹蛋白の研究

　下　川　繁　三
（昭和58年9月30B受理）

13b　N恥cgear顛ag鷺e意量¢鼠es膿躁ce　S翻盛y　of　S量臨Prote量麗

　　Shigezo　S｝IIMOKAWA
（Received　September　30，　1983）

Al｝S捻ac重

　　Carbon－13　Ruclear　spin－lattice　relaxation　measureTnents　of　liquid　sill〈　protein　in　the

silk　gland　have　been　made　in　both　native　and　denatured　states．　lt　was　found　that　the

relaxatioR　process　consists　of　nog－exponential　decays　for　the　carbon　of　glycine　in

native　silk　protein．　On　the　other　hand，　a　single　exponential　decay　has　been　observed

for　ehe　denatured　one．　From　these　results　it　was　suggested　that　carbon　in　glycine　in

the　native　silk　protein　takes　£wo　different　coBformations．

要 約

　絹糸腺の中にある液状絹蛋白のi3C核磁気緩和の測定を未変性のものと変性したものについて行

なった。未変性絹蛋白のグリシンの炭素が二つの指数函数的な緩和過程の減衰を示すことを見出

した。他方変性した絹蛋白のグリシンでは炭素のスピンー格子緩和過程は通常の単一な指数函数

的減衰に従って生じた。これ等の事実から未変性の絹蛋白にあるグリシンの炭素が二つの異なる

状態にあることが示唆された。

序 論

　昆虫の中で完全変態を行うものは，その転移の時期に特異なふるまいをすることが知られてい

る。カイコの終齢幼虫はその時期に体内で生合成した絹蛋白を体外に放出して安全な変態の場を

作る。我々はこの繭を利嗣することで数千年にわたりカイコと共存して来た。繊維となった絹蛋

白はすでに十分にその構造，機械的性質，アミノ酸の配列等が研究され，その全貌は開らかとなっ

ているさ｝しかし化学的には今日なお絹蛋白を合成することが出来ない。カイコの体内に存在する

絹蛋白（ブイブロイン）は水に溶けて液体として蓄積される。極めて変性しやすく，機械的，化

学的方法のいずれの取扱いも園難であった。このため液状絹蛋白の存在状態，あるいはコソホメー

ションについては最近まで全く調べられていない竃）蛋白質の基本的な性質を理解するt一一つの方法

として合成ポリペプチドなどの非水溶液内での購造を溶媒の濃度や性質を変えることで調べられ

て来た。そしてその多くは水に難溶であり，生体内の蛋白質の運動や構造変化を理解するには甚
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だ不十分であった。天然の蛋白質として得られるものは，

分子量の増大と共にその複雑さが増大し，分子運動の全容

を知ることは極めて困難となる。

　本研究は，アミノ酸の組成が明らかで，かつその固体繊

維構造が決定されている，天然で最も簡単な非機能性蛋白

質の絹蛋白（ブイブロイン）について，その生体内の液状

ブイブロインの運動や構造を調べて見ることにある。特に

蛋白質の分子運動を研究する上で最も適切なC－13NMRの

緩和測定（PRFT）を行なった。本研究の主要な部分は1978

年奈良で開催されだ？生体系の磁気共鳴国際会議”で発表3）4｝

したが，ここではより詳細にその内容を報告する。

　絹蛋白はカイコの体内にある細胞切斑，絹糸腺の内部で

生合成される。第1図はその絹糸線をカイコの体内から取

り出して示したものである。電子顕微鏡で見ると後部糸幅

で生合成されたブイブロインは，腺細胞中のゴルジ体や腺

控内に小球状となって蓄積され5）6）ηており，これが時間（成

長）と共に腺腔内を前方に送り出され，特に中部糸二三に

9pt／（，
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Fig　1．　Silk　gland　of　Bombyx

　　　mori，　posterior　parts
　　　（Fibroin），　interior　parts

　　　（Fibroin　and　Sericin），

　　　anterior　parts　（Fibroin

　　　and　sericin）．

2

大量に液状のまま蓄積される。変性した即ち繊維状の家蚕の絹蛋白（ブイブロイン）の二次構造

はX線回折からいわゆるβ構造の繊維8）として存在することが確かめられている。最近小林9）らは

ブイブロインのCDやORDの測定を塩化リチウム溶液中で行ない，高濃度域でαヘリクス構造を

示す吸収強度が多くなることを報告している。未変性ブイブロイン分子の骨格炭素の運動性を調

べることはフイブロイン分子の部分的あるいは全体的な運動が如何なるものであるか極めて興味

深い。

試料と実験法

　試料，叶糸直前のカイコ終齢幼虫より中部絹糸腺を取り出し直ちにリンゲル液に入れ測定に供

した。NMR試料管はリンゲル液で満たされている。1回の測定に一対の絹糸腺を用いた。ブイブ

ロィンぱ後部糸腺で合成され，後部糸腺はブイブgeインのみを含有するさ）2）中部糸腺はフィブPイ

ンとセリシンが存在するが，我々のNMR分光器の感度の問題もあり，測定の場合絹蛋白を大量

に含む中部糸腺を用いた。セリシンにはアラニンとグリシンの存在が極めて少ないので測定を妨

害することなく，中部糸腺よりのi3C－NMRスペクトルの感度は極めて良好であった。化学シフト

の測定は同軸二重管を用いて外部基準としてTMS（テトラメチルシラン）を用い，その溶媒は重

クPロホルムを使用した。各シグナルの帰属はアミノ酸の化学シフトから決めた。スピン格子緩

和時間（T1）の測定は通常の反転回復：法（1soo一τ一90’）を用いプvaトン完全デカップリングの条件

で行なった。積算は8QO圏～1500　ll・ll行ない，くり返し時間は2秒である。T2（スピン・スピン緩和時間）

の値は線隔から決定した。1園の測定は凡そ1時間を要した。未変性の試料は各々異なるτの時間

について，それぞれ新しい試料を用い，4回の平均をとった。測定温度は302KでNMRはBruker

社のSXP　4－1eOパルス・FT装置を用い，外部NMRロックシステムと＝コレットのBNC－12

のミニコンピューター及び高速A－Dコンバーターを用いた。カイコは年に3回飼育出来，叶糸直

前の終齢幼虫が糸を出す数時間前に解体処理をする。故に実験は年間を通じ3Hである。このた
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め再測定を含めて4年の日数を要した。（飼育期間は1回約28El）。

結 果

　絹蛋白はフイブロインとセリシンが7：3の割合で中部絹糸腺に含まれており，ブイブロイソの

アミノ酸組成はGly　42％，　Ala　28％，　Ser　15％，　Tyr　4％であり，セリシンのそれはグリシンとア

ラ＝ンが極めて少量しか含まれておらず，セリシンの凡そ30％のアミノ酸はセリンである乙｝この

ことは観測される13C核シグナル中のグリシンとアラニンは主にブイブロイン蛋白由来であること

を決定づけるものである。ブイブmインのアミノ酸配列は以下のように決定されている含｝即ち，

Gly一一Ala－Gly－Ala一一一G－ly一（Ser－Gly一（Ala－Gly）2，）s－Gly－Ala－Ala－Gly－Tyr

これは蛋白質分解酵素CP（carboxypeptitase）によって得られる分割の60％で占められる。最近

志村等1。｝によってブイブロインの分子量は10～17万程度であり，それに2～3万のサブユニット

がいくつか含まれる型であると指適された。第2図は中部絹糸腺中のブイブPインの13Cスペクト

ルである。極めて特徴的なことは，絹糸腺中の液状絹蛋白質が非常に分離の良い，シャープなス

ペクトルを示している。このことは絹糸腺中のブイブロイン分子が極めて早い運動をしているこ

co
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　　　Ser
CDCL3　CFi2　CH 一［MS

　　　　　　　　　　　　　150　iOO　50　OPPM
Fig　2．　｝’roton－deceupled　carbon一一13　nmr　spectrum　of　fibroin　（denatured）　at　3e21〈　and

　　　22．6M｝lz．　Spectrum　for　interior　part　of　silk　glandf　in　Lingers　solution．　Reference

　　　from　external　Tetramethylsilane　（TMS）　in　chlorofo；‘m一一d6．

c＝o Ala　CH3

1．8Mz

CDCL3　Ser
　　　　　　　（：縫2　CH

漁｛帽
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CH

3Nz
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Fig　3．　Details　of　the　spectrum　given　in　Figure　1．　The　value　ef　the　line　half

　　　－widthE　were　determinecl　from　the　points　of　the　data　memory．
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とを示している。観測された化学シフトは，高磁場側から，Ala　CH，16．7，　Gly　CH242．6，　Ala

CH　49．9，　Ser　CH　55．5，　Ser　CH261．2ppmと得られた。カルボニル（C＝0）の炭素は170～174

ppmにある。線蟷の測定は各スペクトルを拡大して記録し，その値は計算機のデーターポイント

から読み取った。第3図にそれを示す。スペクトルの線幡（x4のはそれぞれAla　CH3，3H。，

CDCL3

SerCH

　×
ser．CH2
×

Aia　CH
／

Giy　CH2

Ala．　CH3

／

　　TMS

150 100 50 OPPM

1？ig　tg．　The　effect　of　paramagnetic　ion　〈NiC12）　on　C－13　spectrum　of

　　　fibroin　in　Lingers　solution．

榊麟編　輔二日賑／羅騨＿

梱紬 竝эV鋤脚醐購
麟騨1咄

50ms

2ms

Flg　5．　The　proton－decotipled　natural　aboundance　i3C　PRFT　nmr　spectra　of　silk

　　　protein　（Fibroin）．　Moj　wt　about　IOO，OOO－1．70，000　at　362K，　recorded　at　2．　IT

　　　using　1500　accumulations　with　a　recy¢le　time　of　2　sec．
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Gly　CH25．3Hz，　Ala　CH　3　Hz，　Ser　CH　3　Hz，　Ser　CH23．8Hz，及びC＝01．8Hzと得た。

　第4図は常磁性イオンの影響を調べたものを示す。未変性の絹糸線にNiC12の水溶液を注入す

ると直ちに変性した。この変性したブイブロインの「3Cスペク5ルでは，アラニンのCH3，セリン

のC｝｛はいずれも常磁性イオンの影響で二重線（doublet）に分離した。しかしながらグリシンの

CH2は何ら常磁性イオンの影響を受けていないことが判る。このように化学シフトについてはグ

リシンの運動状態に関する情報は得られないことが判った。

　第5図はi3C核スピンー格子緩和の測定を各化学シフトごとに行った（partlally　relaxed　FT法）

ものである。グジシンのCα｝1，が最も畢く緩和していることが判る。測定は未変性試料について4

5．　Jr

5．0

？．　4’5

蓑

4，0

3．5

o

N　　　O

N

　　む
Tl＝4ヨMSE（：　　Tl＝109MSI…（＝

o

IOO

　t
200MSEC

Fig　6．　The　log　of　the　intensity　difference　at

　　　time　t　（1．．一lt）　vs　t，　determined　by

　　　partially　relaxed　Fourier　transform

　　　method　for　CK2　of　glycine　of　native

　　　fibroin．

？v

f

5．0

4．5

4．0

3，5

3，0

so 100MSEC

Fig　7．　The　log　of　the　intensity　difference

　　　at　time　t　（｝．一lt）　vs　t　for　CH2　of

　　　glycine　of　denatured　fibroin．

回行い，変性したものでは2圓行なった。第6図は180．パルスによって反転した磁化の強度を各

tごとに回復過程をln（1。。一1，）として時間でプロットしたものである。これから判るように，未変

性のグリシンでは下線にならずに，二つの傾斜として得られた。このことはグリシンの骨格炭素

が単～の緩和過程に従っていないことを示している。他方変性したグジシンは図7で見る如く単

一の直線として得られ一つのTsの値が求まった。実験の再現性は極めて良い。未変性の試料はカ

イコから中部糸線を取り出してからおよそ1．5時間以内に測定した。変性したものは279Kの温

度で4日間冷蔵庫に保存したものを良いた。

考 察

　プPトンの結合した「3C核の緩歩機構はC－H結合距離が非常に短かいのでこの直接結合したプ

ロトンによって引き起される双極子一双極子相互作用による緩和が極めて優勢となるさi｝この事実

からプμトンの付いた13Cの緩和時間の説明は非常に簡単になる。1968年から10工程はこのこと



を考慮した方法で多くの研究が行なわれたS2）Allerhandが指摘した13）ようにT、の値はrc．Hの距

離と観測周波数によって相関時間の値が大きく変わることが示された。特に巨大分子，野司質等

のi3C核の緩和測定では内部運動の自由度が増加すると実験事実との不一致が露呈して来た。この

ため何人かのグループによって種々のモデルによる計算が試みられて来た。例えば一様拡散モデ

ル14）制限拡散モデル15）格子ジャンプモデル16）あるいはランジュバン型の確率弾導モデル17）モデル

フリー；8）等々，しかしながら分子量の増大（内部自由度の増加）と共に，計算時間が増加し，巨

大分子のようになると対費用の上で実用に供せなくなる。実験家としては最も単純で簡単なモデ

ルを使わざるを得ない。本研究でぱブイブ；zイン分子（分子量10～17万）を一つの球と仮定し，

主鎖骨格炭素の運動は仮定した球状分子の唯一の運動を反映するとして栢関時間を見積ることに

した。ただし前述の如くrc．Hの距離に関してはr　・1．og　Aとして計算した。

　いわゆるプロトン完全デカップリングの条件では，T，，　T2，及びNOE（Nuclear　Overhauser

Effects）ek　SolomonにしたがってT1　・＝（Wo十2Wl汁W2）｝1，　T2＝＝（U謎2Ull十U2）一1，　NOE＝（1十

γH／γc（W2－W。）Tlの如く選移確率の項を用いて記述出来る99＞選移確率W（またはU）は分子が

等方的な回転運動をしていると仮定するとスペクトル密度」（ω）を求めることで得られる。ここで

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぷ∫（ω）は自己相関函数G（τ）のフーリエ変換で得られる。この蒸室函数G（τ）はBloembergenに

よって，G（τ）（κ♂印τ・の如き相問時間τRと関係づけられているま。＞我々　e＆　Ti，　T、などを用いて

上述のTRを求める作業を進めることになる。T！，　T2，　NOEを根出時間τRに対して計算するとT，

には二つの実解が存在し，T2，　NOEは単調減少で一つのT’Rが求められる。通常の実験ではT，の

唯一のTf，を決定するのにNOEを用いて行なう。しかしながら今回はNOEの測定は時聞がかか

り試料が変性してしまうので線画からT2を求めることにした。即ちローレンツ型の線型を仮定す

ると線幅Avは（πT2）｝ユで表わされる。

　スピンー格子緩和速度（Tl－1）は

　　去一一等ぎ峯iギ灸［1÷（ωc！奎ωH）2τk　＋エ≒§諜τ妾＋　1＋（ω含≒㌦）2τ費］　　　　　　　　　　　　　（1）

　ここでγcとMIはi3Cと’Hの磁気團転比，　Nは直接結合しているプmトンの数rc－H　e＊　C－H

の距離ω℃とω。はそれぞれの共鳴周波数で，角周波数で与えている。τRは回転再配向の相関時

間を表わす。同様にスピンーースピン緩和速度（T，一i）は

義一誓翻婦1緬塗。、）・。農÷1謡。霞÷、＋（6　TrRtoH　十　CV”c）2。lt＋、謡。R］（・）

また分子の大きさが比較的に小さく，加えてスペクトルが細く鋭い場合には低粘度で活発な分子

運動にあることが予想され，その場合には尖鋭化の条件が使えて，Kuhlmanにしたがって21）これ

を

（　a）c　＋　to｝1）　TrR　＜＜1 （3）

とおくことが出来るから（1），（2＞式はこの条件の場合簡単になって

　　　　1／T1　＝＝　1／T2＝行2Nγεγ轟τ1ミΣγ言一6

　　　　　　　　　　　　　　　i

となる。分子の圃転が，異方性を持ったり，

（4）

内部運動の自由度がある場合には運動の根関時間は

＊強度函数ともいうQ“”　fj己相関函数G（τ）＝・　F（t）F（t十τのランダム爾数で定義されるもグ）で双極子相互作用

するスピンの時闘反転を表現する。
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O．1

O．Ol

O，OOI

2AT

了2

　　　　　　　io－ii　io－iO　io－9　n一　ior8　io”7　io－6sEc

Fig　8．　Log一一log　plot　of　T！，　T2　vs　zt　（both　in　seconds）　for　a　’3C　spin　relaxation

　　　by　a　dipelar　interaction　with　C－II　distance　1．　egA，　in　the　case　of

　　　isotropic　rotational　reorientation　with　complete　proton　decoupling．

陰
S

sEc一＋1

1eo．o

10．O

1．O

　O．1
　　io－ii　io一一iO　io－9　io”“8　io－7sEc
　　　　　　　　　　’Jr，

Fig．　9　The　plot　o　（rrT2）rm　i　in　hertz，　vs　rR　in　seconds．

唯一一でなくなり，複雑になる。本研究の場合ブイブロイン分子の運動には内部（側鎖の）自由度

を持たないと仮定したので，唯一の分子全体としての回転（球を仮定）運動のみを考慮すれぽよ

い。またNOEが求められると，その大きさから，おそい回転運動に関する情報も薩接得ることが

出来る21｝が，本研究では試料が変性するのでNOEからの結果は用いない。

　図の8は（1）と（2）式から2．ITの磁場でのT，及びT2と対応する鍬を計算したものである。T1

の二つの解はT2からのTRにより明らかに決定された。閣の9ぱ線幅（ts　u＝1／πT2）と対応するTi｛

を2．1Tで計算したものである。

　表1はT1，及びT2から得られた籔をまとめたものである。ブイブロインのアラニンのCH3と

CHを見ると未変性のTrRの値の方が変性したものよりも少し小さな値であることが判る。つまり

早い運動をしていることが判る。一方グリシンのCH2についてのべると，未変性の二つのTl｛は非

常に長い稲関時間0．64　nsとその1／3の値の0．22　nsから生じた二つの運動があることが判明した。

これは変性すると一一一種類の0．99nsと長い桐関時間になる。このことは未変性ではグリシンのCαH2

の炭素の運動が液体的に十分速い部分と，その速さが1／3になる圃体的に近い遅い部分との二つ

の運動が重畳しながらT，に反映していると解ることが路来る。また変性したブイブPインのアラ
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Table　1

下川繁三 8

Carbon－13　spin－lattice　relaxation　times，　line　widths　and　rotational　correlation　times　of　fibroin

at　302K．

Protein Residue
Nativeα Denaturedδ

G1’oup

舛Tf（ms），τR（ns） NTI（ms），τM（ns） 加（Hz），街ミ（ns）

Fibroin

Alanine

ｿyclne

CH3，　CH

@　CH2

136　　　　0．057

P21　　　　0．40

S1　　　　0．64

P09　　　　0，22

106　　　0．073

W0　　　　0．65

R0　　　　G。99

3．0　　　0．074

R．0　　　　0．47

T．3　　　　0，40

Sericin
@and
eibroin

Serine C王㌔，CH
87　　　　0，59

W7　　　　0．27

86　　　　0．61

S4　　　　0．58

3，◎　　　　0．43

aMiddle　part　of　sill〈　gland　was　taken　from　a　larva　at　the　end　of　flfth　instor　and　immersed　in　the

　Lingers　solution　and　used　fer　measurements　immediately．　One　of　the　pair　of　the　glands　was　used

　for　one　run　of　experiment　at　a　given　t．

bDenaturation　was　made　by　keeping　the　samples　in　a　refrigerator　at　279K　for　4　days．

CN　is　the　number　of　hydrogens　directly　bonded　to　the　carben．

ニンのTR　O＊　Tエから求めた場合と線幅から求めた場合とがよく一致している。しかしグリシンの

TRの値では両老（T、，　d　v）は必ずしも一致していない。この理由はグリシンのT1には前述の二

つの運動の効果が変性によってある平均の値で遅い運動に移行したのに対して線幅はその観測値

が一つのT2のみを評価したためと思われる。水に溶かしたブイブPインの構造は高濃度になるに

したがいαヘリックスを与える量が多くなる（CD，　ORD）ことが確められている暑）ただしこれは

塩化リチウム存在下であるので，天然の場合とは少し様子が異なると思われる。繊維状（変性）

ブイブP．インはβ構造を示すことがX線回折により古くから知られている§｝本研究の結果は未変

性ブイブロイン蛋白の骨格炭素の運動の中でグリシンのそれが二つのTIを持つこと，即ち異なる

二つの相関時間τrRによって表わされるこ

とから，ブイブロイン中のグリシンの構　　　　　　　　　　　　　　気

遣（あるいはアミノ酸の配列の仕方に）

二種の状態が存在することを強く示唆す　　F。ld　S

るものである。このことはクサカゲPウ

（ch「ystp・fl・v・）の卵（1・iq・id・lik・）の　　　　　tv｛in

高角X線園折の結果22）と対比すると極め　　　　　　　　　　　　　　Ri“1

て興味深い。この卵の蛋白はβ構造を示　　　　　　　　　　　　　　　　F。iel　A一

し絹蛋白とよくにている。図10の如き結　　　　　　　　　　　　　　触

果：を得ている。この結果は，クサカゲロ

ウのブイブロインのβ構造の中にグリシ

ンの折りたたまれ：方が二種類あることを　ld｝　　　　　　f。id．A

frSlしている。グリシンのcaH　2のプロトン

は，その配向によってシス型とトランス

型を示し，アミノ酸の折りたたみの結果

局所的に二種の状態（コンポメーション）

を取ることが判明した。絹蛋白の未変性

ブイブロインもグリシンの極所構造に二

種類あるため折りたたみ（運動）の仕方

　　　　　　　　　　　（c｝

　　　　　　　　　　　　　　　Fold騒
Fig　10．　The　allowed　conformation　and　crystalline

　　　texture　in　Chrysopa　egg　stalk　obtained

　　　from　high－angle　X－ray　diffractien　analysis．

　　　（Geddes　et　al．　1968）
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が二つ出来て緩和に反映したものと考えられる。この事実は化学シフトの結果からは判定出来な

い。他の分光学的手段によって再び確認されることを期待するものである。
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