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研究成果の概要（和文）：X線回折が利用できない微小な薄い三次元の蛋白質結晶から、電子線結晶構造解析により構
造決定を行う新しい技術を開発した。電子線は負の電荷を持ち、同じ原子でも電荷を持ったものと中性のもので、その
散乱のされ方は大きく異なる。開発した技術を用いて、膜蛋白質等の薄い結晶から機能部位のイオンやアミノ酸等の荷
電状態を可視化することに成功した。生体分子が機能を発揮する上で、機能部位の荷電状態は大きな影響を及ぼすため
、本研究により、蛋白質のより詳細な作動原理の解明に繋がると期待できる。

研究成果の概要（英文）：Electron crystallography has the potential to analyze crystals of membrane 
proteins and macromolecular complexes too small or too thin for X-ray crystallography, as electrons are 
scattered 4 - 5 orders of magnitude more strongly than X-rays. Electron crystallography yields Coulomb 
potential maps, rather than electron density maps as X-rays do, providing information on charged states 
of amino-acids and metals. We presented such Coulomb potential maps at 3.4 and 3.2 Angstrom resolution, 
respectively, of calcium-ATPase and catalase obtained from crystals of just a few layers thick. These 
maps demonstrate that it is indeed possible to build atomic models from such crystals and charge 
information is included, often critical in understanding protein function.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 複雑で多岐にわたる生命活動の理解には、
生体高分子の構造を高い空間分解能で決定
することが必要となる。現在、X 線結晶構造
解析法が、その主要な役割を担っている。同
法を適用するためには、通常 5 ～ 100μm以
上の良質な結晶を作成する必要があるが、膜
蛋白質や生体超分子複合体では、結晶作成は
一般的に容易でない。これらの試料では、X
線の回折に利用できないごく薄い三次元結
晶しか得られる場合もある。 
 電子線はX線と比べて十万倍も強く物質と
相互作用するため、大きさ 1μm 以下、厚さ
数十 nm 以下の結晶からでも、原子モデルの
構築の目安となる 3.5 Å分解能を超えて回折
点が観測されることがある。実際、二次元結
晶の電子線回折から、2 Åより良い分解能で
構造決定がされているが(1)、良質な二次元
結晶の作成は容易でないということが分か
ってきた。それに対して、電子線回折に用い
ることができる数百 nm 以下の厚さの非常に
薄い三次元結晶が得られることは、多く経験
される。特に、膜蛋白質結晶は二次元的には
大きく成長するが、数層の重なりにしかなら
ない場合もある。しかし、これまでこれらの
試料は、構造解析の対象にならなかった。 
 X 線が原子の電子雲に散乱されるのに対し
て、荷電粒子である電子の散乱は原子のクー
ロンポテンシャルを反映する。クーロン力は
長距離に渡って影響を及ぼすため、生体分子
が機能を発現する上で非常に重要な因子で
ある。例えば、プロトン輸送やイオンの配位、
蛋白質の安定性、化学反応にも深く関与して
いる。これまで、バクテリオロドプシンの二
次元結晶の電子線回折から、荷電残基が同定
されプロトンの輸送経路の推定がされてい
る(2)。しかし、これが唯一の例で、分子の
クーロンポテンシャルを実験的に測定する
汎用的な手法は、これまでに存在していなか
った。 
 
２．研究の目的 
 上述のように、電子線は、X 線と比べて十
万倍も強く物質と相互作用する。X 線が電子
密度マップを与えるのに対して、電子線はク
ーロンポテンシャルマップを与える。この 2
つの特徴を利用して、薄い三次元結晶から
3.5 Åより高い分解能で構造解析し、アミノ
酸側鎖のプロトン化状態等、原子モデルにク
ーロンポテンシャル情報を付加、荷電情報を
取得する基礎技術として確立することを目
指した。 
 
３．研究の方法 
 薄い結晶の構造解析のために開発した電
子顕微鏡システム（図 1a）は、1) 高い角度
読み取り精度で回転制御できる試料ステー
ジを備え、X 線結晶回折の強度測定で採られ
ている手法と同様に、結晶を回転させながら
電子線回折パターンを記録し、回折点の正確

な強度情報を取得できる。また、2) 電子分
光装置を搭載し、試料のクーロンポテンシャ
ルを正確に反映する弾性散乱された電子を
選択、結像に用いることができる。さらに、
ソフトウェアに関しては、3) 電子線回折パ
ターンを処理する新しいパッケージを開発
し(図 1b)、回折点の指数付け、三次元プロフ
ァイルフィッティングを行うプログラムに
より、回折パターンから正確な強度情報を抽
出することが可能である。 
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図 1 電子線回折計の模式図(a)と回折パタ
ーン処理ソフトウェアの一部(b)。 
 
 

 以上の開発を、牛肝臓カタラーゼ、ウサギ
筋小胞体 Ca2+-ATPase のごく薄い三次元結晶
に適用した。そして、中性とイオン化した原
子の電子線に対する原子散乱因子(図 2)を用
いて、荷電情報を詳細に解析した(3)。 
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図2 加速電圧300 kVの電子線に対する原子
散乱因子。文献 4 より計算。H+は文献 5 の値
を用いた。表示の範囲で、Ca2+と Fe2+の散乱因
子はほぼ重なっている。 
 
 
４．研究成果 
 筋小胞体 Ca2+-ATPase は筋小胞体にある膜
蛋白質で、筋収縮の際に放出される Ca2+を筋
小胞体に回収する。Ca2+-ATPase の膜内部位に
ある Ca2+結合部位は、主に、アスパラギン酸
とグルタミン酸の酸性アミノ酸で構成され
る。 
 電子線の散乱因子を用いたモデルでは、負
電荷を持つ原子の密度は低くなる。実際、8 Å 
～ 3.4 Å分解能の電子線回折データから取得
したマップでは、2 つの Ca2+に挟まれた 800
番目のアスパラギン酸側鎖の密度を表す部
分が欠失する（図 3a; 3）。電荷の影響は低い
分解能領域でより顕著になり(図 2)、低い分
解能領域を除いた 5 Å ～ 3.4 Å分解能のデ
ータから計算したマップでは、この負電荷を
持つアスパラギン酸側鎖の密度を表す部分
が現れる（図 3b）。以上から、このアミノ酸
側鎖が負電荷を持っていることを実験的に
明らかにできた。 
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図 3  Ca2+-ATPase の Ca2+結合部位のクーロ
ンポテンシャルマップ。(a) 8 Å ～ 3.4 Å分

解能の電子線回折から得られたマップ。800
番目のアスパラギン酸（D800）側鎖に相当す
る密度を表す部分（図中の網目）が欠損して
いる。また、負電荷を仮定したモデルとの差
マップでは、908 の番目のグルタミン酸
（E908）側鎖にプロトン化を示す差（緑）が
現れる。(b) 5 Å ～ 3.4 Å分解能の電子線回
折から得られたマップ。D800 の側鎖の密度を
表す部分が現れる。D: アスパラギン酸、 E: 
グルタミン酸。水色の球は Ca2+。薄い青のネ
ットは 1σ、(a)の緑のネットは 3.5σ相当す
る。 
 
 
 一方、負電荷を仮定したモデルとの差マッ
プでは、908 番目のグルタミン酸の側鎖に大
きな差が現れ、この部位にプロトンが結合し
ていることが示された（図 3a の緑のネット; 
3）。このプロトン化により、近傍の 771 番目
のグルタミン酸との水素結合が形成され、
Ca2+結合部位の安定化に寄与することが示さ
れる。 
 さらに、水溶性の超分子複合体であり、有
害な過酸化水素を分解する酵素であるカタ
ラーゼでも、8 Å ～ 3.2 Å分解能の電子線回
折から計算したクーロンポテンシャルマッ
プから、その活性部位にあるヘムの鉄の荷電
状態に関する情報を得ることができた（図 4; 
3）。 
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図 4 カタラーゼの活性部位のクーロンポテ
ンシャルマップ。8 Å ～ 3.2 Å分解能の電子
線回折から得られたマップ。活性部位の中央
にあるヘムの鉄の荷電状態に関する情報（赤
いネット）が得られた。Y: チロシン、R: ア
ルギニン、F: フェニルアラニン、H: ヒスチ
ジン。薄い青のネットは 1.3σに、赤いネッ
トは-3σに相当する。 
 
 
 ここに示した特定のアミノ酸だけでなく、



すべてのアミノ酸のクーロンポテンシャル
マップを統計的に処理したところ、8 Åまで
の低分解能の情報を含んだ場合、アスパラギ
ン酸とグルタミン酸の側鎖の密度が減少す
るという明瞭な傾向が明らかになった。以上
から、開発したシステムが、アミノ酸やイオ
ンの荷電状態を解析する汎用性の高いツー
ルになることを示すことができた(3)。 
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