
In order to understand the structural properties of a food-related hydrophobic protein, the heat-induced denaturation of an 
integral membrane protein OmpF porin in the presence of an anionic surfactant, sodium dodecyl sulfate, was characterized by 
circular dichroism spectroscopy and gel electrophoresis. The  cooperative irreversible transition of the mean residue ellipticity 
of OmpF porin was observed between 60 °C and 80 °C at pH 7. The native β-structure of OmpF porin trimer is converted to 
an α-helix-like structure of the denatured monomer upon heating.  The denatured protein in the presence of sodium dodecyl 
sulfate has no transition upon heating as followed by circular dichroism spectroscopy. This property will be the same as that 
of protein polypeptides derived from water-soluble proteins in complex with the surfactant micelles.
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緒　言

食品の製造や開発において，タンパク質の構造物性
の特性評価は重要な課題の一つである．タンパク質は
生命現象の一端を担う重要な生体高分子であるばかり
でなく食品関係分野においても重要な素材であり機能
性成分である．タンパク質の研究やその有効利用はそ

の扱いやすさから水溶性タンパク質を中心に展開さ
れてきた．しかし，生体膜タンパク質は，受容体や
その存在状態など水溶性タンパク質にない特性を持つ
ものとして注目されているがその研究は立ち遅れてい
る1）．生体膜タンパク質の研究は，生命科学分野だけ
でなく農業や食品などのタンパク質の係わる多くの
分野において基盤的側面から発展させて開発応用に
資する意義がある．生体膜タンパク質は単独では水
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に不溶であるため，水に可溶化する主要な方法として
は界面活性剤の利用が考えられる．可溶化することに
より，タンパク質の溶液物性特性を評価する事ができ
る2）～6）．
本研究では，食品分野に関係する水に不溶性の生体
膜タンパク質の構造物性特性の知見を得るため，陰イ
オン界面活性剤であるドデシル硫酸ナトリウム（SDS）
で可溶化された大腸菌外膜タンパク質OmpFポーリン
（外膜に内在して分子量600以下の親水性小分子に対す
る孔を形成する．ファージの受容体としても注目され
ている．）7），8）の熱処理による構造変化を円偏光二色性
スペクトル測定による２次構造を指標として評価し
た．SDSはタンパク質に対して変性作用をもつ界面活
性剤であり，ゲル電気泳動法として，食品関係分野を
はじめタンパク質に関係する分野において常法として
広範囲に利用されている．また，大腸菌外膜生体膜タ
ンパク質OmpFポーリンのこの界面活性剤による可溶
化状態は室温付近では天然構造を維持した３量体とし
て存在することが知られている2）～4），6）～8）．本研究では，
これまで十分に知見のない本タンパク質の熱処理によ
る構造変化およびSDS存在下で変性したタンパク質
の構造特性について報告する．

実験方法

OmpFポーリンは，大腸菌（E. coli B）から精製し
た2），3）．SDSはBDH Chemicals から購入した．ウシ炭
酸脱水酵素とウシ血清アルブミンは，それぞれシグマ
および千葉畜産工業（株）から購入した．
精製標品を1.0 mg/mLのSDS，50 mMリン酸ナトリ
ウム緩衝液（pH 7）で平衡化したゲル濾過クロマトグ
ラフィーカラム（ガードカラムTSK-GCSWXL（φ6
×40 mm）および主カラムTSK-G3000SWXL（φ7.8×
300 mm），東ソー（株））に供することにより，３量
体のシングルピークの分画溶液を分取し基準試料溶液
とした．タンパク質濃度は，測定用のセルに注入する
直前に上記カラム平衡化緩衝液で希釈することにより
0.1 mg/mLに調整した．タンパク質濃度は280 nmにお
ける吸光係数値1.41 mL/（mg・cm）を利用して決定し
た7）．
ウシ炭酸脱水酵素とウシ血清アルブミンの熱処理
変性タンパク質溶液は，2.0 mg/mLのSDS，50 mMリ
ン酸ナトリウム緩衝液（pH 7）にタンパク質濃度が
0.5 mg/mLになるように調製した．ウシ血清アルブミ
ン溶液には1.0 mg/mLのジチオトレイトールをさらに

添加しジスルフィド結合を還元切断した．その各試
料溶液をキャップ付きガラス試験管に入れ，95 ℃の
湯中に５分間投入し変性試料溶液を調製した．その
試料溶液を室温に冷却してから，0.45 µmのメンブレ
ンフィルター（日本ミリポア（株），HV）にて濾過
後に1.0 mg/mLのSDS，50 mMリン酸ナトリウム緩衝
液（pH 7）で平衡化した上記ゲル濾過カラムに添加し
て，主タンパク質のピーク溶出液を分取した．その
後，タンパク質濃度が0.1 mg/mLになるようにカラム
平衡化緩衝液で調製直後にスペクトルを測定した．ウ
シ炭酸脱水酵素とウシ血清アルブミンのタンパク質濃
度は280 nmにおける吸光係数値，それぞれ1.90および
0.678 mL/（mg・cm），を利用して決定した9）．
円偏光二色性スペクトル測定には，円二色性分散
計（日本分光（株），J-720）を使用した．厚さ（光路
長）１mmの石英セルを用いて，恒温槽の水を循環さ
せたセルブロックの温度をデジタル温度計（安立計
器（株），HL-200）によってモニターした．各測定温
度で10分間静置した後にその温度でスペクトル測定し
た．測定条件は，波長250 nmから200 nmまで，スキャ
ンスピード50 nm/min，感度50 mdeg，積算回数20回，
他の条件は装置の取扱説明書に記載された設定で行っ
た．溶質からのスペクトルはタンパク質以外の成分を
含む溶媒の測定データを差し引いた．平均残基モル楕
円率［θ］（deg・cm2/dmol）は各タンパク質の平均残
基分子質量，OmpFポーリン；109 g/mol10），11），ウシ炭
酸脱水酵素とウシ血清アルブミン；110 g/mol9），を使
用して計算した．

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）
は，試料溶液を各温度で10分間処理した後室温に冷
却後にLaemmliの方法12）に従い，厚さ１mm，長さ
70 mmの12.5 %ゲルを用いて20 mA定電流で約80分間
泳動した．泳動後のゲル中のタンパク質バンドはクマ
シーブリリアントブルー R250で染色した．

実験結果および考察

生体膜タンパク質は単独では水に不溶性であるため
水に可溶化するために界面活性剤を利用する必要があ
るので，本研究ではタンパク質に対して変性作用を示
す陰イオン界面活性剤SDSを使用した．また，試料溶
媒中のSDSの濃度は1.0 mg/mL（3.5 mM）で，本研究
と同様溶媒条件の臨界ミセル濃度は1.4 mMである13）

のでSDSはミセルを形成していてタンパク質可溶化に
十分な濃度である．大腸菌外膜タンパク質OmpFポー
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リンは，室温付近においてはこの界面活性剤ミセル中
でβバレル構造からなる単量体で形成される３量体と
して可溶化されていることは知られている2），3），7），8）．
図１に本タンパク質のSDSで可溶化された条件で
の遠紫外部（200 nm-250 nm）の円偏光二色性スペク
トルを示す．遠紫外部の円偏光二色性スペクトルはタ
ンパク質の二次構造を反映する14）．25 ℃においては，
β構造に特徴のある217 nm付近の平均残基モル楕円
率［θ］の極小値と，206 nm付近の［θ］のゼロ値
との交点がみられる．65 ℃においては，217 nm付近
の［θ］の極小値の値が25 ℃の値より約１割小さく
なっているものの，206 nm付近の［θ］のゼロ値と
の交点は存在し，β構造に特徴的なスペクトルがみら
れる．75 ℃においては，217 nm付近の［θ］の極小
値はあるが，206 nm付近の［θ］のゼロ値との交点
は存在しない．さらに，95 ℃においては205 nm付近
ではデータに乱れがあるが，217 nm付近の［θ］の
極小値と206 nm付近の［θ］のゼロ値との交点は存
在しない．図１には，95 ℃まで処理して測定した後
25 ℃に冷却してから25 ℃で測定した円偏光二色性ス
ペクトルも示している．このスペクトルは207 nm付
近の極小値と220 nm付近の負のシグナルを示し，こ
れはランダムコイルとαヘリックス様の構造が混在す

る事を示す14）．
図２に，本タンパク質の25 ℃の円偏光二色性スペ
クトルで特徴のあった217.5 nmと207 nmの［θ］の
温度依存性を示す．217.5 nmの［θ］の絶対値は約
70 ℃までは徐々に直線的に減少し，70 ℃から80 ℃の
間に構造が一気に崩壊する協同的な変化が認められ
る．さらに，80 ℃以上ではわずかな変化はあるもの
の顕著な変化はない．一方，207 nmの［θ］の変化
は約60 ℃まではほとんど変化はなく，60 ℃から 80 ℃
の間に協同的な変化が認められる．80℃以上では
217.5 nmと同様に顕著な変化はない．転移温度が波長
により差があるのは，それぞれの波長に反映する構造
特性が異なるためかもしれない．一方，昇温後に冷却
した場合の変化は，それぞれの波長の［θ］の絶対
値は徐々に直線的に増大し，昇温時の協同的な変化は
観察されなかった．この結果は，SDS存在下の本タン
パク質の熱変性は不可逆的な現象であることを示す．
図３は，本タンパク質溶液を熱処理後にSDSポリア
クリルアミドゲル電気泳動した結果であり，熱処理に
より３量体が単量体に解離していることがわかる．円
偏光二色性データとの関係では，３量体はβ構造を維
持していて単量体は天然構造と異なる変性状態であ
ると考えられる．この変性と解離が同期する結果は，

図 １．OmpFポーリンの円偏光二色性スペクトル

各温度は図中に示した．破線は95 ℃処理後25 ℃に冷却してから25 ℃で測定したスペクトルである．
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これまでの本タンパク質の熱変性実験の結果6）と一致
するものの，変性温度は50 ℃と70 ℃の間との報告6）

であり，本研究の結果（図２と図３）の方が高温域
（60 ℃から 80 ℃）であった．この結果の違いは実験条
件（pH 8.3，昇温速度90 ℃/時間など）が異なるため
と考えられるが，この変性が不可逆反応のため熱力学
的解析ができないので本研究ではこれ以上の実験条件
の精査はしなかった．
つぎに，SDS存在下で変性したタンパク質の構造特
性をさらに調べるため，SDS-PAGEの分子量マーカー
として利用されている２種の水溶性タンパク質（ウ
シ炭酸脱水酵素とウシ血清アルブミン）について円偏
光二色性スペクトルを測定した．図４は，それらSDS
存在下で変性したタンパク質の25 ℃と95 ℃の円偏光
二色性スペクトルを示している．明らかに，OmpF
ポーリンの変性状態のスペクトル（図２）と同様にそ
れらすべてのスペクトルの形状が［θ］の極小値の違
いはあるものの相互に似ている．つまり，ランダムコ
イルとαヘリックス様の構造が混在する構造であり，
SDS存在下の変性タンパク質に共通する構造特性であ
ることが示唆される．しかし，このαヘリックス様の
二次構造が天然構造の一部と一致するものかは不明で

ある．また，図４の挿入図にはαヘリックス様の構造
を示すスペクトルに特徴のある220 nmと207 nm付近
の［θ］の温度依存性を示していて，測定した25 ℃
と95 ℃の範囲内では協同的変化はみられない．この

図 ２．平均残基モル楕円率［θ］の温度依存性

●は217.5 nm昇温，〇は217 nm降温条件で，▲は207 nm昇温，▲は207 nm降温条件のデータを示す．
矢印は温度変化の方向を示した．

図 ３．	熱処理後のOmpFポーリンのSDSゲル電気泳
動のパターン

処理温度は図中に示した．
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結果はSDS存在下の変性タンパク質は天然構造を維
持している水素結合をはじめとする種々の相互作用
ネットワークが壊れていることを示し，SDS存在下の
変性タンパク質に共通する構造特性であることが示唆
される．我々はOmpFポーリンの変性単量体へのSDS
結合量はタンパク質グラムあたり1.6 gであり，同溶媒
条件で変性した水溶性タンパク質へのSDS結合量と
同程度であることを報告している15）．この結果はこれ
ら変性タンパク質の単位長さ当たりの荷電量がほぼ一
定であることを示している．これら共通の構造物性特
性が，SDS-PAGEが分子量の違いで変性タンパク質を
分離する方法として利用されている物理化学的な根拠
の一つと考えられる．このような溶液中のタンパク質
分子の構造物性の知見の蓄積は，今後のタンパク質が
関与する食品バイオテクノロジーの発展に寄与するこ
とが期待できるので多様な対象について試験研究する
ことが今後も必要と考えられる .

要　約

食品分野に関係する水に不溶性の生体膜タンパク質
の構造特性の知見を得るため，陰イオン界面活性剤で

あるSDSによる可溶化状態の大腸菌外膜タンパク質
OmpFポーリンの円偏光二色性スペクトル測定および
ゲル電気泳動法により，pH 7における構造特性の温度
依存性を評価した．本タンパク質は60 ℃付近まではβ

構造をもつ３量体として可溶化しており，60 ℃から
80 ℃の間に協同的な構造転移がみられ，αヘリックス
様の構造をもった変性単量体へ不可逆的に解離する．
このSDS存在下の変性タンパク質の平均残基モル楕
円率の温度依存性は，25 ℃と95 ℃の範囲内では協同
的変化は観察されなかった．この結果はSDS存在下
の変性タンパク質に共通する構造特性であることが示
唆された．
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