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研究成果の概要（和文）：機能性ポリマーを利用した独自の結晶成長技術と，キャピラリ内結晶成長法を開発し
た結果，アミドトランスフェラーゼ，核酸脱アミノ化酵素，活性部位にHisを持つシステインプロテアーゼ，水
の不凍活性を示す蛋白質の中性子回折実験用巨大結晶（長辺1mm以上）を得ることができ，中性子回折実験・構
造解析へと供した。また，独自の量子力学/古典力学混合分子動力学（QM/MM MD）シミュレーションから得られ
た自由エネルギー曲面を使用し，有機窒素化合物や含窒素ヘテロ芳香環化合物を基質とする金属酵素の反応機構
を解析した。

研究成果の概要（英文）：Structural biology, in which techniques such as X-ray crystallography, 
electron microscopy, and NMR are used to analyze the structure of biomolecules, and have been 
applied even for highly difficult biomolecules. However, such general-purpose methods are not 
sufficient for identifying hydrogen positions. Neutron diffraction is the most suitable method to 
analyze hydrogen atoms. We have developed protein crystal growth methods for neutron 
crystallography; we focus on the interaction between nitrogen atoms and hydrogen atoms. The target 
proteins are essential to understanding amine and imine hydrogens. Using the newly developed method,
 we successfully obtained huge crystals suitable for neutron diffraction such as amidotransferase, 
nucleotide base deaminase, cysteine protease, and antifreeze protein. From the neutron analysis, we 
identified the presence of an ammonium for the first time. Structural analysis and computational 
analysis with QM/MM-MD were also performed.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 結晶学　中性子回折　水素生物学　QM/MM MD

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　X線結晶解析，電子顕微鏡，NMR法などの技術を用いて生体高分子構造を明らかにする構造生物学は円熟期を迎
え，高難度の事象に対しても数多くの解析が為されている。しかし一方で，水素位置を捉えるためにはこうした
汎用法は充分でなく，中性子線解析が最適である。ここでは中性子線回折法のための蛋白質結晶成長法を開発し
ながら，窒素原子と水素原子の相互作用に注目し，水素を理解することが本質であるものを厳選し，結晶大型
化・中性子線構造解析，量子古典混合分子動力学計算（QM/MM-MD）をおこなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 
生命現象を理解する上で，X 線解析，電子顕微鏡，NMR 法を用いた構造生物学が多大な

貢献をしてきた。しかし，膨大な化学反応の集合である生命現象を解析する上で欠かせ

ない水素原子の挙動に関しては，依然，理解が進んでいない。水素原子を追跡すること

のできる手法は，実質的に中性子線を使用した結晶解析に限られる。中性子線による水

素原子，重水素原子核の原子散乱長は，生体分子を構成する他の主要原子核（C, N, O）

と比較しても遜色ない。また，窒素原子の散乱効果が非常に大きいことがわかる。これ

は例えば，Ｘ線結晶解析ではわからなかった水とアンモニアが，中性子線を使用すると

区別できることを意味する。 

中性子線を利用した構造解析の潜在的な利用価値は古くから言われ，1984 年から蛋白

質構造が登録されている。重要性にもかかわらず登録数が極めて少ない（現在約 200 個）

理由は，大きなサイズの蛋白質結晶が得られないこと，および，大型結晶が得られない

ため水素可視化に対する社会的要請が成熟していないことが考えられる。本提案研究で

は中性子線結晶構造解析の特性を応用し，中性子線解析により生体内のアミン・イミン

が支配する分子メカニズムを解明することを目的とする。生体内に普遍的に存在する窒

素の多くはアミンとして存在し，非共有電子対を１つ持ち求核性や塩基性，水素結合能

を与えられていることが存在意義であろう。例えば，アミンが形成する水素結合はアル

コールのそれよりも弱いため，相互作用を変化させる‘スイッチ’として組み込みやす

い。そこで，A.中性子線解析汎用化に向けた技術革新，B. 中性子線回折法と量子・分

子動力学計算の組合せでしか達成できない生物学的命題の解明をおこなう。 

 
 
２．研究の目的 
 
 

ここでは，蛋白質結晶を大型化しなければ中性子線結晶構造解析ができないという問題

を解決するため，機能性ポリマーを利用した独自の結晶成長技術を開発することを目的

とした。種々のポリマーを合成し，蛋白質結晶化条件依存的にどのポリマーを使用する

かに関する知見を得て，結晶成長技術をオリジナル技術として洗練させる。その結果，

中性子線解析の対象を大幅に拡げられる。 

計算化学としては，QM/MM-MD により，水素を含む周囲の蛋白質環境変化を実測データ

により計算する。アミン水素ではアンモニア・水と蛋白質残基との相互作用の時間的変

化，pH センサーでは，His 側鎖プロトン化による水素結合能の変化と構造変化の伝播，

シッフ塩基のプロトン化機構解析では，シッフ塩基を中心としたプロトン移動の一方向

性を保つ pKa値制御機構に関し，中性子構造から正確な全原子情報を得て，時間変化を

量子的に理解する。 

 

 
 
３．研究の方法 



 

 

 

A. ブロックポリマーを多種合成し，各タンパク質の結晶化条件に適合する組合せを見

つける。具体的に結晶化条件には，無機塩や高分子量 PEG，ジオールなどの有機溶媒が

入っている場合があるが，ポリマーの特性との組み合わせを見つけ，N-H 間の相互作用

を注目すべき対象に適用する。具体的な対象蛋白質として，アミドトランスフェラーゼ，

核酸脱アミノ化酵素，活性部位に Hisを持つシステインプロテアーゼ，ウイルス由来 pH

センサー蛋白質，不凍蛋白質を選択した。大腸菌による大量発現・精製系の構築を経て，

結晶化スクリーニングによりヒットした条件に各種ポリマーを適用し，分光光度計によ

る溶解度曲線の作成や，示差走査型熱量計による物性解析をおこない，結晶巨大成長と

の相関を観察した。巨大結晶成長したものに関しては，クライオおよび室温による放射

光測定と共に，室温における中性子回折測定をおこなった。 

 

 

B. 開発してきた高速な量子化学計算法 rPM6 やドッキングシミュレーションを用いた

タンパク質-リガンド結合部位予測をおこなった。また、rPM6を用いた量子古典混合分

子動力学（QM/MM MD）計算を実行可能とするために、分子動力学計算プログラム NAMD

内の pythonスクリプトの改良をおこなった。高速計算手法 rPM6と，開発してきた高精

度量子化学計算法 AP-DFTを併用した QM/MM–MDも実行可能とし，様々な用途に応じたシ

ミュレーション基盤技術を確立した。次いで，機械学習による薬物代謝部位予測法の開

発をおこなった。  

 
 
４．研究成果 
 

（中性子結晶構造解析） 

ポリマー法およびキャピラリ法を組合せ，アミドトランスフェラーゼ，核酸脱アミノ

化酵素，活性部位に Hisを持つシステインプロテアーゼ，ウイルス由来 pH センサー蛋

白質，水の不凍活性を示す蛋白質の中性子回折実験用結晶巨大化を試みた。アミドトラ

ンスフェラーゼに関しては，再現的に基質存在下においてキャピラリー内で長辺 1.8 mm

以上の結晶成長が可能となっている。この結晶はミュンヘン工科大学原子炉 FRM IIに

て，共同研究者 Ostermann 博士により分解能 3.0 Åのデータ収集がなされ，活性部位近

傍のアンモニウムイオンを始めて確認することができた（図）。 



 

 

従来，X線結晶構造解析法やクライオ電子顕微鏡単粒子解析で水とアンモニア/アンモ

ニウムイオンを見分けられた例はなく，初めての解析結果となっている。脱アミノ化酵

素は基質無しの結晶が長辺 1.1 mm, 基質有りの２種の結晶が，長辺 2.5 mm 以上に成長

した。プロテアーゼにおいても阻害剤存在下において同様の方法によって，長辺 1.0 mm

以上に成長させることができた。不凍蛋白質では，長辺 4 mm 程度に巨大化することが

できた。脱アミノ化酵素，プロテアーゼ，不凍蛋白質の現在の到達分解能はそれぞれ 4.2 

オングストローム, 4.6 オングストローム，1.9オングストロームであり，不凍蛋白質

結晶は本測定のためのビームタイムを待っている状況にある。 

(バクテリオロドプシン) 
イオンを輸送するバクテリオロドプシンについて，活性部位イミンおよび周辺のアミノ

酸のプロトン化状態およびプロトンの挙動を明らかにすることを目的とし，中性子線・X 線

解析のための結晶調製，および分光学・電気化学に基づく測定・解析を行った。活性部位イ

ミン，およびイオン輸送経路を構成するアミノ酸において，プロトン化状態が著しく変化す

ることを実験的に明らかにし，長らく不明だったイオン通過ゲートの開閉の仕組みの一端

を明らかにした。さらには，イオン輸送方向が逆転する変異体についても，その仕組みを明

らかにした。 
 

 

 



 

 

（計算化学） 

金属酵素ウレアーゼによる窒素化合物尿素の加水分解反応に着目し，量子力学/古典力

学混合分子動力学（QM/MM MD）シミュレーションから得られた自由エネルギー曲面をも

とに反応機構を解明した。研究成果は学術論文誌 Journal of Physical Chemistry B誌

に掲載され，Supplementary Coverに選出された。有機窒素化合物グアニンの酸化反応

に関してニューヨーク市立大学の Liu グループと実験と理論による国際共同研究を実

施した。Watson-Crick 型塩基対におけるグアニンラジカルカチオン種と一重項酸素と

の反応について，実験と高精度量子化学計算を用いて解明した。また，QM/MM MD シミュ

レーションを用いて，既存の様々なウレアーゼ阻害剤の結合様式ならびに阻害機構を定

量的に解明することに成功した。計算から得られた活性化および反応自由エネルギーと，

50%阻害濃度（IC50値）に基づく結合自由エネルギーの実験値（RTlnIC50）とが強く相関

することを見出し（左図），生体分子シミュレーションの結果に基づく阻害剤設計の可

能性を示した。含窒素ヘテロ芳香環化合物を基質とする金属酵素アルデヒドオキシダー

ゼの代謝部位を，瞬時にかつ高精度に予測する機械学習モデルの構築も行った（右図）。 
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