
緒 言

蛋白質は重要な食品構成成分であるため，食品科学

および食品産業における蛋白質の特性解析技術の開

発・改良は重要な課題の一つである．特に，温度や溶

媒成分の変化による蛋白質の溶液中の分散性や構造

は，食品の品質や加工特性の制御における蛋白質の有

効利用に役立つ知見となり得る．蛋白質の構造情報が，

低分解能ではあるが多様な溶媒条件で得られる方法が

溶液Ｘ線散乱法である１）２）．近年の放射光の発展により

比較的低濃度の試料で溶液Ｘ線散乱測定が可能となっ
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Abstract

Two-dimensional imaging plate data were evaluated in the solution X-ray scattering measurement of protein solu-

tions. In the conversion of two-dimensional data into one-dimensional data, the circular averaged data were the same as

the data calculated from the vertical sectoral areas (330°～ 30°and 150°～ 210°) and the horizontal sectoral areas (60°～

120°and 240°～ 300°) in the measured scattering angles except for a very small-angle scattering region. The circular av-

eraged data at the middle-angle scattering regions were less noisy than data of a one-dimensional detector under same

conditions. These results show that the two-dimensional detector is useful for the static solution X-ray scattering measure-

ments of homogeneous protein solutions at pseudo-point focus X-ray optics.
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たものの３），放射光溶液Ｘ線散乱測定装置は，個々の

放射光施設の光学系に適した測定装置ユニットの組み

立てが必要であり，測定対象や実験目的に依存して改

良・開発が要求される４）５）．

我々は，放射光溶液Ｘ線散乱測定装置として，高エ

ネルギー加速器研究機構放射光施設のビームライン１０

Ｃを利用している．本測定装置では，偏向電磁石から

の放射光を光源とし，２結晶モノクロメータおよび湾

曲シリンドリカルミラーに対して１：１集光の光学系

を採用していることから，低バックグランドを実現し

ている６）．このため，これまでこの放射光溶液Ｘ線散

乱測定装置を用いてタンパク質や酵素などの溶液Ｘ線

散乱の静的測定および遅い反応の時分割測定を行って

きた７）－１２）．本ビームラインは垂直方向より水平方向の

集光が十分に望めない線収束光学系であることから，

本測定システムのＸ線散乱検出器として，１次元位置

敏感比例係数装置を縦置きにして使用してきた．蛋白

質の溶液Ｘ線散乱測定における中角領域のデータは，

蛋白質の分子形態や比較的高次元の構造解析に必要な

角度領域であるものの，１次元検出器の散乱Ｘ線を線

で捕らえる特性から中角領域での統計精度の高い散乱

データが得られない難点があった．最近，その状況を

改善するため，散乱Ｘ線を面で捕らえる２次元検出器

の導入試験を経て実験モードでの利用を可能とし

た１３）．

本研究では，溶液Ｘ線散乱法の評価研究を通して，

広く食品関連生体高分子の溶液構造の解析に資する研

究手法の提示を目的として，蛋白質溶液の溶液Ｘ線散

乱測定における２次元検出器の測定データの評価を行

った．その結果，２次元データの１次元データへの変

換において，垂直方向（０時と６時方向の±３０°扇形），

水平方向（３時と９時方向の±３０°扇形），および全方

向同心円の積算データの重なりは良好であった．さら

に，同設定条件での１次元位置敏感比例係数装置の利

用による測定データとの比較から，中角領域のデータ

のバラツキは小さいことが明らかとなった．従って，

これらの結果は，蛋白質水溶液のような分散溶液の静

的測定において，２次元検出器の導入のメリットが十

分にあることを示している．

実験材料及び方法

ウシ血清アルブミンおよびウマ脾臓アポフェリチン

は，シグマ㈱から購入した．溶媒は５０ mMリン酸ナ

トリウム緩衝液，pH６．８，を使用した．

放射光溶液Ｘ線散乱測定は，高エネルギー加速器研

究機構放射光施設ビームライン１０Ｃに設置された小角

溶液Ｘ線散乱測定装置（酵素回折計）を使用した．測

定に供したビーム特性は，ミラー下流のスリットを上

下１mm，左右１mmに調整し，試料セル直前のスリ

ットサイズを上下１．１ mm，左右１．４ mmに設定した

疑似点収束光学系である．検出器としては，有効検出

サイズが２００ mm×２mmの１次元位置敏感比例係数

装置（特別仕様高速ＰＳＰＣ，リガク㈱），あるいは

イメージングプレート（imaging plate；IP）のサイズ

が３００ mm×３００ mmの IP自動読み取り２次元検出器

（特別仕様 R-AXIS VII，リガク㈱）を使用した．試

料検出器間距離は９００ mmに設定し，６mm径鉛製円

形ビームストッパーおよび２５０ mm径カプトンフィル

ム製円形窓付き検出器前フランジを使用した．

試料セルはステンレス製で，厚み１mm，縦３mm，

横１５ mmの穴の両面に石英板（厚み２０ µm，縦６mm，

横２０ mm）を窓材として貼ったものを使用した．Ｘ

線の波長は０．１４８８ nm，測定時間は５分とし，得られ

た散乱データは，試料直前のイオンチェンバーの出力

により入射Ｘ線強度の補正をした．また，鶏の腱から

取り出したコラーゲン繊維束を標準物質として，検出

器のチャンネルあるいはピクセルあたりの散乱ベクト

ル q（＝（４π／λ）sinθ，λはＸ線波長，２θは散乱角）を

算出した．蛋白質濃度は，光路長１cm，１％溶液の

２８０ nmにおける吸光係数６．７８（ウシ血清アルブミン）

および９．０（ウマ脾臓アポフェリチン）を用いて計算

した１４）．

実験結果および考察

図１に，１次元検出器と２次元検出器の測定系の違

いを模式的に示した．放射光Ｘ線が試料溶液に照射さ

れ，直進透過Ｘ線は検出器前のビームストッパーによ

り受け止められて検出器のダメージを防ぐ．１次元検

出器は，垂直方向の散乱Ｘ線を検出し（図１ａ），２

次元検出器はビーム中央から同心円状に面で検出する

（図１ｂ）．本研究では，１次元検出器と２次元検出

器の同測定条件下の蛋白質の分子形態や比較的高次元

の構造解析に必要な角度領域である中角領域の散乱

データを比較した．具体的には，アレルゲン性を有す

る蛋白質であるウシ血清アルブミン水溶液につい

て，２次元検出器を使用して散乱データを得た．図２

に得られた２次元データ像を示した．中央の白い円状

領域は，直進Ｘ線による検出器へのダメージを防ぐた
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めのビームストパー（６mm径）の痕跡である．その

痕跡外周端から外側全方向に徐々に濃度が薄くなって

いることがわかる．つまり，図における濃度の濃淡は

散乱強度の強弱を表すので，散乱強度が外側全方向に

向かって弱くなっていることを示す．

この２次元データの１次元データへの変換例を図３

に示した．図３の２次元データの垂直方向の扇形（挿

入図の青色領域参照，０時と６時方向の±３０°，つま

り３３０°～３０°と１５０°～２１０°），水平方向の扇形（挿入図

の赤色領域参照，３時と９時方向の±３０°，つまり６０°

～１２０°と ２４０°～３００°），および全方向同心円の積算

データをプロットした．図３の測定された全散乱角領

域において，垂直，水平，および全方向同心円積算デー

タの重なりは良好であった．さらに，散乱ベクトル q

で１nm－１から３nm－１の中角領域における散乱データ

は，同設定での１次元位置敏感比例係数装置による測

定データとの比較において，２次元データからの１次

元変換データのバラツキが小さく，全方位同心円積算

データでもっとも良好であった．

次に，図４では，鉄貯蔵蛋白質であるアポフェリチ

ンの水溶液中でのＸ線散乱パターンを示した．アポフ

図１．１次元検出器と２次元検出器の測定系の違い

図３．ウシ血清アルブミン水溶液の溶液Ｘ線散乱パターン

図２．ウシ血清アルブミン水溶液についての２次元イ
メージングプレート検出器のデータ像

図４．ウマ脾臓アポフェリチン水溶液の溶液Ｘ線散乱パターン

試料濃度は１０ mg/ml，５分間の測定．中央の白い円部分
は，直進透過Ｘ線による検出器のダメージを防ぐための
ビームストパー（６mm径）の痕跡である．黒色の濃淡が
わかりやすい中央部分を拡大表示した．黒色の濃いほど散
乱強度が強いことを示す．

１次元検出器（ａ）では，垂直方向の散乱Ｘ線を直線的に
計測し，２次元検出器（ｂ）では，散乱Ｘ線を面で計測す
る．試料およびビームストッパーの位置条件は同一とした．

試料濃度は10 mg/ml，５分間の測定．図１の２次元ＩＰ
データの垂直方向の扇形（０時と６時方向の±３０°；青色，
挿入図参照），水平方向の扇形（３時と９時方向の±３０°；
赤色，挿入図参照），および全方向同心円（黒色）の積算
データをプロットした．差を明瞭にするために，全方向同
心円の積算データは下方にずらして再プロットした．ま
た，１次元位置敏感比例係数装置（ＰＳＰＣ）のデータは，
上方にずらしてプロットした．小角領域の散乱強度の急激
な落ち込みはビームストパーによるためである．挿入図は，
積算領域の理解のために示した．

試料濃度は５mg/mlで，その他の条件は図２と同じである．
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ェリチンは２４個のサブユニットが中空球殻構造を形成

している分子量約４４万のオリゴマー蛋白質である．し

たがって，その構造に特徴的な山と谷が散乱パターン

に現れている１２）．その山と谷の位置は，同条件での１

次元検出器のデータと良い一致を示した．また，図３

と同様に，垂直，水平，および全方向同心円積算デー

タの重なりは良好であった．さらに，散乱ベクトル q

で１nm－１から２．５ nm－１の中角領域における散乱デー

タは，同設定での１次元検出器による測定データとの

比較において，データのバラツキが小さい結果が再現

されている．これらの結果は，２次元検出器が散乱Ｘ

線を面で捕らえることにより同条件の測定における１

次元検出器のデータに比べて中角領域の統計精度が上

がり，蛋白質水溶液のような分散溶液の静的測定には

２次元検出器の導入効果が十分にあることを示してい

る．今後は，ビームストッパーや検出器前フランジ窓

などのサイズや形状をさらに工夫することにより，放

射光施設のビームラインの光学系に適した測定法の高

度化を展開する必要がある．

溶液Ｘ線散乱法は低分解能ではあるが溶液中の蛋白

質の構造情報を得られる手法である．ＮＭＲは 蛋白

質の溶液構造を原子レベルで解析できる手法であ

る１５）．しかし，蛋白質の分子量が大きくても数万，通

常は２万以下のものが主な対象となる．分子量数１０万

以上の蛋白質（集合体）の溶液中の分子構造を解析す

ることは，蛋白質の有効利用のために大変重要である．

溶液散乱法の長所は，生理的な条件ばかりでなく種々

の溶媒条件での測定が可能である点である．従って，

溶液散乱法は，蛋白質会合状態やゲル化初期過程，あ

るいは分子間相互作用による超分子構造を解明する手

段として効果的に利用されることが期待される．さら

に，蛋白質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

高分子素材の特性解明の手段として期待できる．今後

さらに適応例を増やすとともに，生体高分子の物性評

価に適した手法の改良も今後の重要な課題と考えられ

る．

要 約

食品素材成分である蛋白質を有効利用するため，溶

液中の蛋白質の特性を解析する技術の開発は重要であ

る．本研究では，蛋白質溶液についての溶液Ｘ線散乱

測定における２次元データを評価した．２次元データ

の１次元データへの変換において，垂直方向の扇形（０

時と６時方向の±３０°），水平方向の扇形（３時と９時

方向の±３０°），および全方向同心円の積算データは，

測定された散乱角領域において良好な一致を示した．

さらに，全方向同心円の積算データの中角領域は，同

測定条件下の１次元検出器による測定データと比較し

て，きわめてばらつきが小さいことが明らかとなった．

これらの結果は，蛋白質水溶液のような分散溶液の静

的測定では，疑似点収束光学系における溶液Ｘ線散乱

測定システムに２次元検出器を導入することのメリッ

トが十分にあることを示している．
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