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研究成果の概要： 
本研究は、計算機実験を援用して、溶液散乱データに含まれる蛋白質の動的構造情報を抽出

することを目的とした。原子レベルの分子シミュレーション結果から、生体分子の中性子・X
線溶液散乱データを計算し、通常の実験解析では無視される、原子揺らぎの情報が実験データ

に含まれていることが明らかになった。また、溶液中性子散乱データの解析から、蛋白質表面

水の動的物性が、通常の水と異なることが明らかになった。溶液散乱データから、真の蛋白質

構造情報を抽出するためには、揺らぎを考慮した新しい溶液散乱データ解析法が必要である。 
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１．研究開始当初の背景 
 ナノメートルサイズの分子機械である蛋
白質は、そのアミノ酸配列によって規定され
た固有の立体構造を形成する。蛋白質が担う
分子機能を物理化学的に理解するには、まず
その立体構造を解析することが不可欠であ
る。蛋白質の立体構造を解析する手段として
は、X 線結晶解析と NMRが代表的である。
これらは既に整備された解析法によって原
子レベルの静的構造(実は平均構造)を与え、

構造-機能相関の解析に重要な役割を果たし
てきた。しかし、X線結晶解析では蛋白質を
結晶化しなければならない、NMR では解析
できる分子量に限界がある等、実用上の問題
もある。一方で、分解能では妥協するが、機
能発現状態の立体構造を解析することを目
的とした実験も近年発展してきた。X線・中
性子溶液散乱や電子顕微鏡等が代表的あり、
分子間相互作用解析や超分子複合体解析等
で成果を挙げている。特に溶液散乱は、測定
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の簡便さと試料条件の汎用性から、広く利用
されている。研究開始当初、溶液散乱データ
解析では Svergun グループの独壇場であった。
蛋白質を比較的少数の剛体球が集まった塊
と捉え、実験データを解析するソフトウェア
等を開発し(Svergun et. al. Rep. Prog. Phys. 
2003)、多くの研究者が彼らのソフトウェアを
用いて解析している。残念ながら日本は、実
験データ解析法の発信に関して多くの場合
立ち遅れているのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
蛋白質は、分子固有の立体構造を形成し、
その構造を巧みに変化させることによって
機能することが知られている。生体分子実験
データは、固まった静的構造のみに依存する
のではなく、絶えず形を変えている蛋白質の
立体構造アンサンブルを反映している。特に
溶液中では結晶中と比べて揺らぎが大きく、
一般に行われているように静的構造モデル
を用いて溶液散乱データを解析すると、実際
とは異なる構造を決定する可能性がある。つ
まり、低分解能実験データによる機能解析の
ためには、原子レベルの立体構造ダイナミク
スが低分解能実験データにどのように反映
されるか明らかにし、その結果に基づき解析
法を構築していくことが重要である。 
生体分子の実験データを解析するのに、分
子シミュレーションを含めた理論的方法と
の組み合わせが大きな寄与をすることがで
きる。実際、X線結晶解析･NMRなどの実験
解析技術において計算機実験が重要な役割
を果たしてきている。研究代表者は、計算機
実験を援用して X 線結晶回折データや中性
子散乱データから原子レベルの蛋白質動的
構造を解析する研究を行ってきた(Joti et. al. 
Acta Crystallogr. D 2002, Joti. et. al. Physica B 
2004)。溶液散乱データ解析法を構築するのに
も、計算機実験を援用するのが有効である。
本研究では、まず、計算機実験を援用して、
溶液散乱データに含まれる蛋白質の原子揺
らぎの寄与を明らかにすることを目的とし
た。その解析結果に基づき、蛋白質の動的構
造をモデリングし、低分解能実験データの解
析法を開発することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、まず、原子レベルの分子シミ
ュレーション結果から、生体分子の中性子・
X線溶液散乱データを計算するソフトウェア
の開発を行った。このソフトウェアを用いて、
ABCタンパク質 MalK(734残基) 、マルトー
ス結合蛋白質(370 残基)、T4 リゾチーム(164
残基)の分子動力学(MD)計算結果から溶液散
乱データを計算し、蛋白質の揺らぎが溶液散
乱データにどのように反映されるか検討し
た。 

次に、分子シミュレーション結果から中性
子溶液非弾性散乱データを計算するソフト
ウェアの開発を行い、Staphylococcal Nuclease 
(SNase)蛋白質溶液の溶液非弾性散乱データ
の振舞を解析した。ここでは、実際の実験と
対応させるため、水分子および蛋白質の交換
可能な水素原子はすべて重水素に置換して
計算を行った。溶液中性子散乱データは、非
干渉性散乱と干渉性散乱データの寄与に分
離できる。さらに、非干渉性散乱は蛋白質と
水の寄与に、干渉性散乱は蛋白質、水、蛋白
質と水のカップリングの寄与に、それぞれ分
離できる。SNase蛋白質のMD計算結果から
計算した中性子溶液非弾性散乱データを、こ
の 5つの寄与に分離して解析した。また、参
照として水のみのMD計算を行い、同じく中
性子溶液非弾性散乱データを解析した。 

MD 計算は、汎用 MD 計算ソフトウェア
AMBER9を用いて行った。計算には、東京大
学物性研究所の共同利用大型計算機および
研究代表者が所属する研究室の PC クラスタ
を利用した。 
 
４．研究成果 
本研究課題では、次の成果を得た。 

(1) 構造変化に伴う中性子・X 線溶液散乱デ
ータの変化の解析 

ABC蛋白質MalKのATP結合構造(closed)、
ADP 結合構造(semi-open)、基質がない状態
(open)の MD 計算結果から、それぞれ中性
子・X線溶液散乱プロファイル I(q)を解析し
たところ(図 1)、基質状態の違いによる分子の
大きな構造変化が、q~0.15Å-1付近に現れるこ
とが明らかになった。また、静的構造から計
算した散乱プロファイルと、構造アンサンブ
ル(揺らぎを含む動的構造)から計算した散乱
プロファイルを比較した結果、蛋白質の大き
な揺らぎの情報が 0.2 < q< 1.0Å-1の散乱領域
に含まれていることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1：ABC蛋白質 MalKの構造変化に伴う中
性子溶液散乱プロファイルの変化： 



 
同様に、マルトース結合蛋白質の基質がな
い状態(open)と基質結合構造(closed)、および
T4 リゾチームの open 構造と closed 構造の
MD 計算結果から、それぞれ中性子・X 線溶
液散乱プロファイル I(q)を解析した(図 2、図
3)。マルトース結合蛋白質、T4リゾチーム共
に、0.15 < q< 0.4Å-1付近に構造変化に伴う、
溶液散乱プロファイルの変化が観測された。
蛋白質の揺らぎの効果も、MalK と比べて小
さいながら 0.6< q< 1.0Å-1付近に観られた。溶
液散乱プロファイルの広角側のデータには、
蛋白質のより詳細な構造情報が含まれる。本
解析結果は、この広角側データの解析には蛋
白質の動的構造も考慮する必要があること
を示す。 

 

図 2：マルトース結合蛋白質の構造変化に
伴うX線溶液散乱プロファイルの変化 

 

図3：T4リゾチームの構造変化に伴うX線
溶液散乱プロファイルの変化 

 
通常の溶液散乱プロファイルの解析では、
本研究でその重要性が明らかになった揺ら
ぎの情報は無視される。溶液散乱データから、
真の蛋白質構造情報を抽出するためには、揺
らぎを考慮した新しい散乱プロファイル解
析法が必要である。これらの解析結果を基に、

溶液散乱データから抽出すべき変数の検討
を現在行っている。具体的には、原子レベル
の分子シミュレーション結果から計算され
る溶液散乱データ I(q)を記述するために、最
低限必要なパラメータを選び、生体分子シス
テムを粗視化する。特に、中性子溶液散乱デ
ータを解析する際には、水素原子の静的・動
的構造情報を上手く取り込んで粗視化する
必要があることを、現在までに明らかにした。
これは、ほとんどの原子散乱長が正であるの
に対して、軽水素の原子散乱長が負であるた
めである。 
 
(2) 中性子溶液非弾性散乱データの解析 

SNase蛋白質のMD結果から計算した中性
子溶液非弾性散乱データを、「3．研究の方法」
で説明した 5つの寄与に分離して解析したと
ころ、次の結果を得た。 
蛋白質と水のカップリングの寄与は、その
性質上、正負両方の値をとり得、実際にq~1Å-1

付近と q~3Å-1付近に負の値が観測されたが、
その絶対値はそれほど大きくなかった。残り
の 4 つの寄与は正の値しか取り得ない。4つ
の中では、水からの干渉性散乱が支配的に寄
与し、蛋白質の干渉性散乱は、ほとんど無視
できるほど小さい。水と蛋白質の非干渉性散
乱を比べると、水の非干渉性散乱が大きかっ
た。これは、水の非干渉性散乱に寄与する重
水素の散乱断面積が、蛋白質中の軽水素のも
のと比べて約 2桁小さいことから考えると奇
妙に思えるが、次の 2 つの理由による; (i)溶
液中では、水に含まれる重水素の数は、蛋白
質中の軽水素に比べて 1桁以上多い。(ii)溶液
中では、水分子の揺らぎの大きさは、蛋白質
中の原子に比べて 2桁以上大きいため、水の
非干渉性散乱強度も大きくなる。 
次に、実際の実験で、中性子溶液非弾性散
乱データから、蛋白質のみからの散乱を抽出
することを想定した解析を行った。つまり、
蛋白質溶液の非弾性散乱データと水のみか
ら計算した非弾性散乱データの差をとる。し
かし、水分子の個数を考慮してこの引き算を
しても、蛋白質からの非弾性散乱データのみ
を抽出するのは困難なことがわかった。前述
の通り、蛋白質と水のカップリングの寄与の
絶対値は小さい。詳細な解析の結果、蛋白質
表面の水和水の性質(静的・動的構造)が bulk
水と異なることが、この困難の原因であるこ
とを明らかにした。この結果を基に、我々が
以前行った実際の中性子散乱実験データを
再検討したところ、実験データにも蛋白質水
和水の効果が観られることが明らかになっ
た。これは、当初の目的とは異なるものの、
蛋白質表面水の物性(静的・動的性質)を溶液
非弾性散乱実験により解析可能であること
を示す、重要な成果である。 
今後は、実際の実験から抽出できる蛋白質



表面水の物理量を、計算機シミュレーション
を援用して明らかにしていく予定である。 
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