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研究成果の概要（和文）：プロトン輸送は光合成や電子伝達、物質輸送などに関与する膜タンパク質に広くみられる現
象であり、生命活動のなかで最も重要な素過程のひとつである。そこで、代表的なプロトン輸送タンパク質であるバク
テリオロドプシンについて高分解能X線結晶構造解析を実施した。結晶化条件とX線回折条件の最適化を進めることによ
って、X線損傷のないX線回折データセットを収集することに成功した。この回折データについて解析と構造精密化をお
こなったところ、個々の非水素原子の電子密度を分離して観察することができた。また、一部の水素原子に対応する電
子密度も確認することができた。

研究成果の概要（英文）：roton transport is mediated my membrane proteins involved in photosynthesis, 
electron transport, substrate transport and so on. Therefore, it is one of the most important processes 
in the biological system. I performed a high resolution crystallographic analysis of bacteriorhodopsin, 
which is the most studied proton transporting protein. According to the optimization of conditions for 
the crystallization and data collection, we succeeded in collecting a high resolution data set without 
X-ray damages. Respective non-hydrogen atoms are clearly observed on the electron density map. In 
addition, electron densities for some hydrogen atoms are observed in the analysis.

研究分野：構造生物学

キーワード： タンパク質　結晶
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１．研究開始当初の背景 
プロトン（H+）は原子核として最軽量であり、

量子力学的な波動性も他の原子に比べると

顕著である。このため、プロトンの制御は、

物性物理学やエネルギー工学における最重

要テーマのひとつである。一方、光合成や呼

吸鎖における電子伝達はプロトン輸送を駆

動し、生体膜をはさんでプロトンの濃度勾配

を発生させる。このプロトン濃度勾配はエネ

ルギーの一形態として、ATP合成酵素や各種

の物質輸送タンパク質の駆動に利用される。

さらには、さまざまな酵素反応にみられる酸

化還元においても、電子の授受にプロトンの

移動が共役している。したがって、プロトン

は生命活動において必要不可欠であり、その

濃度勾配形成は最も重要な素過程のひとつ

と言える。生体膜をはさんでプロトン濃度勾

配を作り出しているタンパク質は、生体膜に

埋め込まれて存在する膜タンパク質である。

プロトンの制御に深く関与しているのは、タ

ンパク質内部に形成された輸送経路の荷電

性残基と水分子の解離状態であり、全ての水

素原子の位置と物性（分極度や電離度）を決

定することは、プロトン輸送機構の解明には

必要不可欠であるこれまでの解析分解能（通

常 1.5～3.0 Å）では、非水素原子の位置など

プロトン輸送にとっては間接的な構造情報

しか決定できていない。このような従来の構

造情報の量と質ではプロトン輸送メカニズ

ムの解明は全く不十分である。一方、申請者

は水溶性電子伝達タンパク質の高分解能結

晶構造解析をおこない、タンパク質中の全水

素原子に加え、水分子の水素原子、さらには

外殻電子の形状を決定することに成功して

いる。そして、このような高精度の解析から

得られる構造情報の重要性を実感した。 

 
２．研究の目的 
代表的なプロトン輸送タンパク質であるバ

クテリオロドプシンを研究対象とする。バク

テリオロドプシン(分子量 26,000)は、高度好

塩菌の細胞膜に存在する、小型の光駆動プロ

トンポンプである。良質な結晶を作製する方

法はいくつか報告されているが、いずれも脂

質環境下で結晶化させる方法であり、水溶性

タンパク質の結晶化方法とは大きく異なる。

脂質は非常に粘性が高いため、核形成の頻度

に対して結晶成長が遅く、小さな結晶しか得

られない。これまでに報告されているなかで

もっとも良質なバクテリオロドプシンの結

晶も脂質立方相の中で成長させたものであ

るが、最長辺が 0.1 mm 程度しかなく、この

小ささが最高分解能を 1.55 Å に限定してい

る最大の要因であると考えられた。また、タ

ンパク質中の水素原子を感度よく観察する

ためには、回折データが単に高分解能である

ということだけではなく、その測定精度が極

めて高いことが要求される。そこで、測定精

度の低下を招く X 線損傷の影響を排除する

ことで、高精度の高分解能 X線回折データを

収集し、水素原子位置を実験的に決定する方

法を研究した。 

 

３．研究の方法 

（１）大型結晶作製 

水溶性タンパク質の結晶化においては、沈殿

剤以外に化合物を添加することで結晶性の

向上と大型化が実現された例が多数見られ

る。本研究では、脂質立方相を用いた膜タン

パク質の結晶化法においても、添加剤によっ

て結晶性の向上や結晶の大型化が可能にな

るかどうか検討した。脂質立方相はモノオレ

イン酸と水溶液を、シリンジを組み合わせた

特殊な実験器具を用いて均一になるように

混合することで作成した。また、添加剤（脂

質や界面活性剤、その他の化合物）は、1〜

20％になるように加えた。そして、X線小角

散乱法によって形成された脂質相の種類を

決定し、その性質を調べた。さらに添加剤を

加えた脂質立方相を用いて結晶化をおこな

った。 



（２）高精度Ｘ線回折データ収集と構造解析 

X線回折データの測定中は放射光施設でおこ

なった。その際、結晶を窒素あるいはヘリウ

ム気流を使用して 15～100 Kに冷却した。構

造解析には XDS、CCP4、CNS、PHENIX 等

のプログラムを使用した。 

 

４．研究成果 

（１）大型結晶作製 

いくつかの添加剤で、脂質相の性質及び膜タ

ンパク質結晶の形状に変化が見られた。特に

テルペノイドの一種であるスクアレンを脂

質立方相に加えると、通常より迅速に均一な

脂質立方相が形成されることがわかった。ま

た、この脂質立方相から成長するバクテリオ

ロドプシンの結晶は通常のものより積層す

る膜が広がる方向により大型化していた。最

終的に、最長辺が約 0.3 mm の結晶を再現性

良く多数作製することができた（図１）。ま

た、結晶を壊さずに脂質相から取り出すため

に、脂溶性物質を検索した。その結果、脂質

相は溶かすが結晶には影響を及ぼさない化

合物を見出すことができた。さらには、その

化合物をそのまま抗凍結剤として使用する

ことで結晶に操作の際の機械的なダメージ

を及ぼさずに凍結保存することが可能とな

った。 

 

 

図１．バクテリオロドプシンの結晶。 

 

 

 

（２）高精度Ｘ線回折データ収集 

測定温度や露光時間、照射線量などの最適化

をおこなった。また、回折データを解析し、

格子定数のバラつきや X 線損傷による損傷

の進行について研究した。その結果、最高で

1.1 Å 分解能の回折斑点を記録することに成

功した。当初の目標は、測定温度や露光時間、

照射線量などの実験条件を最適化して、多数

の結晶から高分解能なデータセットの構築

をおこなうことであった。しかしながら、結

晶ごとの格子定数の差異が大きいことが判

明した。とくに、膜に垂直な方向である c軸

のバラつきが非常に顕著であった（図１）。

このため、このため、多数の結晶からの回折

データをマージすることはできなかった。そ

こで、単一の結晶から収集したデータのみを

使用したが、個々の非水素原子が分離して観

測することが可能な 1.2 Å分解能の回折デー

タセットとして取得することに成功した。こ

れは、これまでに報告されているバクテリオ

ロドプシンの X 線回折データの中で最も分

解能が高いものである。 

 

 

図２．結晶における格子定数のばらつき。 

 

（３）構造 

この回折データについて解析と構造精密化

をおこなったところ、個々の非水素原子の電



子密度を分離して観察することができた（図

３）。また、一部の水素原子に対応する電子

密度も確認することができた。レチナールや

機能性残基における結合次数やマルチコン

フォメーションに関する情報を得ることが

できた。また、水素原子に対応する電子密度

も分子内部のペプチド鎖部分において確認

することができた。 

 

 

図 3．Arg82側鎖の電子密度（σA-weighted ２

FoFc）マップ。青：2σ、オレンジ：4σ。 
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