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要約
超遠心分析（Analytical Ultracentrifugation, AUC）は、生理学的な溶液の条件下でコロイド系の物理化学的な性状を決定する
ための方法です。ベックマン・コールターは、Optima （オプティマ） AUCに、新たな機能として多波長検出系 （Multi-Wavelength, 
MWL)を導入しました。この多波長超遠心分析（MWL-AUC）によって、コロイド溶液中に存在する相互作用する物質と相互作用
しない物質を遠心により流体力学的に分離しつつ、それぞれの物質に対する特徴的な吸収スペクトルを分光学的にデコンボリュー
ション※ 1でき、それぞれの物質に対する物理化学的な性状解析ができます。
今回の実験では、異なる陽イオン（金属イオン）とポルフィリン（PPIX）との複合体※２と相互作用するタンパク質試料として、ヒト
血清アルブミン（HSA）を用いました。このHSAは金属イオンおよび有機金属化合物が直接結合するいくつかのドメインを持ちま
す。このためHSAは金属結合タンパク質として生体内での生理学的な役割に大きな関心が持たれただけでなく、合成生物学分野
における金属運搬媒体としての用途にも関心を持たれています（例えば、人工血液や太陽エネルギー変換器など）。
このアプリケーションノートでは、HSA-金属ポルフィリン複合体（HSA-PPIX）と金属イオンの除去されたHSA（アポ-HSA）が混
在するコロイド溶液をサンプルとして使用し、MWL-AUCがどのようにこれらの物質を分光学的に見分けることができ、またこれら
の物質の流体力学的な形状および大きさの、ごくわずかな変化のシグナルも分離して捉えることができるかについてご紹介します。

※１ デコンボリューション：モノクロメータのスリット関数等の装置関数によって劣化を受けて観測されたスペクトルから、真のスペクトルを回復する手法
※２ 異なる陽イオン（金属イオン）とポルフィリン（PPIX）との複合体は、ソーレー帯（Sorétバンド）領域という特徴的な吸収スペクトルを持ちます。MWL-AUCは、

このソーレー帯領域を指標としてコロイド溶液中に存在する複合体から発せられるそれぞれのスペクトルを分光学的に検出します

方法

HSA-PPIX溶液の調整
ヒト血清アルブミン（HSA）、ジメチルスルホキシド（DMSO）はSigma-Aldrich（St. Louis、MO）から購入しました。Tin-chloride 
Protoporphyrin IX （Sn（IV）PPIX）は、Frontier Scientifi c Inc.（Logan、UT）から購入しました。固体のSn（IV）PPIXを
DMSOに溶解後、これを希釈して 1％未満のSn（IV）PPIXを含有する溶液ストックを調整しました。この溶液ストックにHSAを溶解後、
透析し、さらに遠心分離をすることにより、凝集体を含まないHSA-PPIX溶液を調整しました。1

UV分光法
アポ-HSAおよびHSA-PPIXの紫外可視吸収スペクトルは、卓上分光光度計で測定しました。なお、ポルフィリンの吸収極大は370～
420 nmのソーレー帯となります。また、HSAの吸収極大は278 nm近傍となります（図 1参照）1。これらの測定数値をもとに、各試料
中のHSAおよびポルフィリンの濃度を決定しました。

ヒト血清アルブミン-ポルフィリン複合体の
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図 1. アポ-HSA、HSA-PPIX-SnおよびHSA-PPIX-Znの吸
光度スペクトル

図2. 測定波長プロット（緑色ドット）
測定波長は、吸光度が極大値を示す吸収スペクトルが強
調できるような値を選択しました。



式 1.　多波長データセットの非負拘束最小二乗法の式を示します。
この式では、アポ-HSAおよびHSA-PPIX-Snの固有の吸光度スペクトルで表される2つの基本スペクトルベクトルをデコンポーズし計算がされ
ることを示しています。
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超遠心分析
沈降速度法は45,000 rpmおよび20 ℃の条件で実施した。エポン製ダブルセクターセンターピースおよび石英製ウインドウを備えた
セルアッセンブリにサンプルおよび参照溶液（10 mM NaPO 4緩衝液）を充てんしました。超遠心分析機は吸光度系及びレイリー干渉
光学系の両方光学系を装備したMWL-AUCを用い、intensityモード※3で42波長の測定を行いました。測定波長については、線形補
間された吸収スペクトルと実際に測定された吸収スペクトルの間でカイ2乗平均誤差（RMSD）が最小となるポジションで設定しました。
この手法によって、吸光度が急激に変化する吸収スペクトル領域を強調して検出することができます。またスキャンデータの取得は 10.5
時間にわたって行い、各測定波長について45回のスキャンデータを取得しました。

※3  解析ソフトウエアUltraScan-III で多波長超遠心分析を行う際、MWL-AUCの実験データを転送する際に使用するモード

MWL-AUCデータ解析
42測定波長で取得したすべてのデータは、UltraScan-IIIバージョン2352を用いて解析をしました 2。沈降速度法データは、各波長で
のメニスカス、データ範囲およびプラトーの位置を定義するデータの前処理を行いました。まず2次元スペクトル解析（2DSA）3   と時間お
よび回転半径に依存しないノイズの同時低減処理を行い、次にメニスカスのフィッティングを行いました。この2DSA解析ステップは、
最適解が得られるまで繰り返し実行されます。さらに、測定波長ごとに得られた2DSA解析データを利用して、時間軸で同期化される有
限要素モデル（time-synchronized fi nite model）でのコンピュータによる演算をすることで、多波長分析シミュレーションを得るこ
とができます（図3、図4参照）。
得られたシミュレーションをもとにして、スペクトルベクトルをデコンポーズすることで、各スペクトルの成分に対する新しいデータセット
が作成されます。（式 1を参照）4。

この手法によってスペクトル固有の成分ごとの遠心回転半径の位置並びに走査時間における濃度スケールを描くことができ、固有のスペク
トル種ごとの流体力学的な実験データを得ることができます。
今回の実験では、アポ-HSAおよびHSA-PPIX-Snの吸光度スペクトルを用い、得られたシグナルをスペクトル的に異なる２つの流体力
学的なデータセットに分けました。これらのデータセットを2DSA分析 5もしくはパラメトリック拘束スペクトル分析（PCSA）6のいずれ
かを組み合わせたモンテカルロ解析により解析を行いました。
図5に示すように、波長の関数として得られた流体力学的な実験データをプロットすることにより、各種のスペクトル7特性を明らかにす
ることができます。

図3. 25回目のスキャンデータの time-synchronized fi nite model 図4. 50回目のスキャンデータの time-synchronized fi nite model
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図5. スペクトル特性を示す波長の関数として得られる流体力学的な特性

結果
この研究の目的は、MWL-AUC8による解析によって精製したHSA-PPIX複合体がアポ-HSAと確実に区別できるかどうかを
確認することです。この目的を達成するために、精製したHSA-PPIX-Sn複合体とアポ-HSAを混合したコロイド溶液を準備し
解析をしました。
2DSA解析等によって分離した流体力学的データセットをもとにモンテカルロ解析を用いて解析した結果を図6に示します。

これらの結果によって、得られたシグナルをさらに2つの異なる流体力学的データセットに分離することで、溶液中の固有のスペ
クトル成分について濃度並びに流体力学的なパラメータを決定できることを示しています。またHSA-PPIX-Sn複合体の沈降係
数がアポ-HSAよりもわずかに大きいことも示しています。
HSA-PPIX複合体およびアポ-HSAの吸光度スペクトルの差を比較することで、流体力学的データを2種のそれぞれのピークの
データセットに分離することができます。図6に見られるように、単一波長（278 nm、アポ-HSAの吸高度のピークのときの値）
において2種類のピークが見られるとき、どちらのピーク種がアポ-HSAおよびHSA-PPIX-Snを含むピーク種を表しているか
不明確ですが、2種のそれぞれのピークのデータセットに分離する方法により、個々の種のピークをスペクトル別に分けることが
できれば、たとえ流体力学的に非常に類似している場合であっても、ベースラインでの明確なピークの分離が可能となります。こ
れにより、従来のAUC解析よりもはるかに高い分解能での解析結果を得ることができます。さらに、異なる吸光度スペクトルを
もつ複数のピーク種をもつ物質が存在する混合溶液に対しても、物質が流体力学的に良好に分離できるのであれば、各種固有の
吸光スペクトルとして各成分のピークを得ることが可能です（図5および図6参照）。しかしながら、混合溶液中に存在する2つの
ピーク種が流体力学的に非常に近似し、かつ単一のスペクトルしか持たない場合、これらの物質を識別することは困難です（図5）。
このAUCでの研究課題の改善ができれば、同じ光学特性しかもたない物質間の相互作用解析研究において大きなメリットをも
たらすことでしょう。

図6.　単一波長（278 nm）での解析結果（左）では2つのピークが見られますが、それらのピークによって表される種（HSA-PPIX-Sn複合体かアポ
-HSAか）を識別することはできません。一方、多波長分析での解析結果（右）では、各成分をベースラインで分離することができるため、どの
ピークがアポ-HSA（赤色）を表し、どのピークがHSA-PPIX-Sn複合体（青色）を表すかを識別することが可能です。

■ apo-HSA

■ HSA-PPIX-Sn
complex
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