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【序論】 
カルモジュリン(CaM)は真核生物の細胞質に存在する約 150 アミノ酸残基からなる Ca2+結

合タンパク質で，Ca2+依存性の情報伝達，相互作用制御などに重要な役割を果たしている．

これまでに動物由来の CaM の構造と機能に関する研究は詳細に行われてきたが，植物由来の

CaM に関する知見は十分に得られていない．本研究ではタバコ由来の 3 種類の CaM 
(NtCaM1/NtCaM3/NtCaM13)[1]について赤外，CD 並びに蛍光分光法を用いて Ca2+結合によ

る構造変化を調べた． 
【実験】 
・ 目的タンパク質の培養・精製 
 NtCaM 遺伝子を pET-15b に挿入し，発現宿

主として Rosetta(DE3)を用いた．集菌後，菌

体破砕，熱処理(90 ℃， 5 分 )し，Phenyl 
Sepharose カラムにより精製した．SDS-ポリア

クリルアミド電気泳動により確認した目的タ

ンパク質を含むフラクションを回収し 3 % 
TCA 処理および透析を行った後，ゲル濾過に

よって精製した．溶出フラクションを集め，

超純水で透析した後，凍結乾燥を行い，各測

定時にバッファーに溶解して利用した． 
・ CD スペクトルと蛍光スペクトルの測定 
タンパク質濃度は 10 µM とし，Ca2+-free 型と

Ca2+-bound 型，さらに pH と Ca2+濃度(0－100 
µM)の両方を変化させたサンプルでCDスペク

トルと蛍光スペクトル(278 nm 励起)の測定を

行った．  
・ 赤外吸収スペクトルの測定と解析 
重水素置換した凍結乾燥試料を用い，2 mM NtCaM，0－20 mM Ca2+(12 条件)のサンプルを

調製した．測定条件は分解能 2 cm–1，200 回積算とした．得られたデータは Igor Pro 3.15 を用

いて解析した． 
【結果・考察】 
・ CD スペクトル解析結果  

Ca2+-bound 型では 3 種の NtCaM 間で大きな違いは見られなかった．一方，Ca2+-free 型では

NtCaM13 のスペクトルに大きな差が見られ，へリックス含量も大幅に減少していた．また

Ca2+-free 環境下において pH が下がるほど 222 nm の平均残基楕円率の大きさが顕著に大きく

図 1 NtCaM の二次微分赤外吸収スペクトル 



なった． 
・ 蛍光スペクトル解析結果 

3 種の NtCaM すべてで Ca2+-bound 型の蛍光強度は Ca2+-free 型よりも大きかった．3 種類の

NtCaM の中で比較すると NtCaM13 がもっとも蛍光強度が大きかった．このことから，

NtCaM13 の三次構造が大きく変化していることが確認できた． 
・ 赤外吸収スペクトル解析結果  
二次微分スペクトル(図 1)より，3 種の NtCaM 全てで Ca2+結合に伴った 1550 cm–1付近のカ

ルボキシル基(COO－)の逆対称伸縮振動バンドが観測された．このバンドは，COO－が Ca2+

に結合する際に二座配位型で結合することに由来しており，1－20 mM の濃度範囲で Ca2+が

NtCaM に十分に結合することが確認できた．また，NtCaM1, NtCaM3, NtCaM13 の間でこのバ

ンドの強度変化に差が見られ，Ca2+濃度 1－8 mM の範囲内で強度の大きさを比較すると，

NtCaM3＞NtCaM1＞NtCaM13 であった．図 2 は二次微分スペクトルの差スペクトル((x mM 
Ca2+スペクトル)－(0 mM Ca2+スペクトル)．ただし x = 0.5－20 mM)をとった際に現れる 1553
－1551 cm–1のピーク強度をプロットしたものである．この図から，特に NtCaM13 では 0－10 
mM の間で NtCaM1 と NtCaM3 と比較してピーク強度の減少がみられるが，10 mM 以上では

他の 2 つと同じ程度の強度が観測された．このことから，10 mM 以下では NtCaM13 は他の 2
つに比べて Ca2+結合能が低いといえる．また，20 mM Ca2+濃度における COO－逆対称伸縮振

動のバンド強度が 3 つとも同程度である

ことから，4 つの結合サイト全てに Ca2+

が結合していると考えられる．つまり，

NtCaM13 の Ca2+結合の弱さは結合数では

なく，その感受性に由来するものである．

また，上記の CD と蛍光スペクトルの結

果も考慮すると，NtCaM13 では Ca2+-free
状態におけるコンフォメーションが

NtCaM1 や NtCaM3 とは大きく異なって

おり，その影響で恒常的な環境下では

Ca2+が結合しにくくなっているのではな

いかと考えられる． 
 Ca2+結合時に観測されるアミド I’バンド領域(1700－1600 cm–1)の 1662 cm–1バンドもマーカ

ーバンドとして知られている[2]．このバンドは，タンパク質主鎖の二次構造と関係している

と考えられており，本研究においても NtCaM1 と NtCaM3 のスペクトルで Ca2+の結合に伴い

このバンドが現れることが確認できた．しかし，NtCaM13 では 1662 cm–1 にピークとして観

測されなかった． 
以上のことから， Ca2+-free 環境下における NtCaM13 の Ca2+結合サイト周辺の立体的な構

造の違いによって，その Ca2+の結合性，さらにはその機能そのものにも大きな影響を与えて

いることが示唆される． 
【参考文献】 
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図 2 NtCaM の 1553－1551 cm–1のバンド強度



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


