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研究成果の概要（和文）：X線異常分散（共鳴X線散乱）を利用すると，溶液中でのタンパク質や生体膜，特に多くの生
体反応過程において重要な役割を果たしている金属原子を内包した金属タンパク質の機能構造に関して新たな検討を行
うことができると期待されている。一方，最近の第３世代放射光光源を用いたタンパク質や生体膜の広角X線散乱法の
進展により，0.2 nmから250nmの範囲の全層構造領域，すなわちタンパク質の２次構造から４次構造，生体脂質のアル
キル鎖のパッキングから凝集体の全体構造までの観測が可能となっている。本研究の主眼は，共鳴X線散乱法と広角X線
散乱法を用いて，生体分子の内部構造を観測する新たな手法の開発とその応用である。

研究成果の概要（英文）：The use of anomalous dispersion of X-ray (resonant X-ray scattering) is expected 
to serve us a new insight on functional structures of proteins and membrane in solutions, especially of 
metalloproteins proteins containing metal atoms or clusters that are involved in a wide range of 
important biological processes. On the other hand, the recent development of the wide-angle X-ray 
scattering technique of proteins and membrane using third-generation synchrotron sources shows us that 
the X-ray solution scattering enables to observe a whole hierarchical structure ranging from ~0.2 nm to 
~250 nm, namely, from the secondary structure to the quaternary one of proteins or from the alkylchain 
packing to the whole structure of lipid aggregate.
The aim of this study was the development of the new method for studying the internal structure of 
biological material in-situ by the combination of resonant and wide-angle scattering of X-ray.
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１．研究開始当初の背景 

  生体反応の分子機構の解明には，溶液中

の機能状態でのタンパク質や生体膜の構造

情報を得ることが重要である。一方，放射

光Ｘ線溶液散乱法は，様々な環境条件下に

於ける“その場”観測が可能なため，多く

の研究に利用されているが，分子外形など

の低分解能の評価に用いられることが多く，

局所構造の解析には殆ど用いられていない。

また，X線共鳴（異常）散乱を利用すると，

特定の元素の散乱能を大きく変化させるこ

とが可能であるが，タンパク質の結晶構造

解析に利用されているのみで，溶液散乱で

は実現していない。本研究は，金属タンパ

ク質中の金属原子や，多くのタンパク質や

生体膜に内在する硫黄やリンの原子の位置

情報を選択的に抽出可能な新たな共鳴（異

常）X線溶液散乱法の確立を目指す。 

２．研究の目的 

  X 線異常分散（共鳴 X 線散乱）を利用す

ると，溶液中でのタンパク質や生体膜，特

に多くの生体反応過程において重要な役割

を果たしている金属原子を内包した金属タ

ンパク質の機能構造に関して新たな検討を

行うことができると期待されている。一方，

最近の第３世代放射光光源を用いたタンパ

ク質や生体膜の広角 X 線散乱法の進展によ

り，0.2 nm から 250nm の範囲の全層構造領

域，すなわちタンパク質の２次構造から４

次構造，生体脂質のアルキル鎖のパッキン

グから凝集体の全体構造までの観測が可能

となっている。本研究の主眼は，共鳴 X 線

散乱法と広角 X 線散乱法を用いて，生体分

子の内部構造を観測する新たな手法の開発

とその応用であった。 

３．研究の方法 

  硬 X線共鳴散乱実験には，Fe を含有する

ヘムタンパク質（ミオグロビン）および s-s

結合を Hg に置換した水銀ラベルリゾチー

ムを，軟 X 線共鳴散乱実験には，リン脂質

膜を使用した。また，タンパク質・脂質膜

複合体として，ミオグロビン内包リポソー

ムを作成し，実験に使用した。用いた X 線

吸収端は，Feと Pは K吸収端，Hg は L吸収

端を利用した。 

４．研究成果 

  吸収端近傍の入射 X 線のエネルギー変化

に伴う溶質分子からの散乱強度変化が小さ

いため，統計精度，試料調整，解析法を含

めたさらなる追試と検討が必要であるが，

原理的な可能性に関しては確認できた。基

盤上に積層配向させた脂質膜の P 吸収端を

用いた斜入射広角 X 線散乱測定には成功し，

共鳴コントラスト変化法による解析が可能

であることを報告した(Jpn. J. Appl. 

Physics,53, 2014)（下記，図１，２）。ま

た，ミオグロビンを内包した脂質リポソー

ムの測定を実施し，タンパク質と脂質膜の

複合体である内包リポソームの測定とその

解析法に関しては確立できた（J. Phys. 

Chem. B,119, 2015）（下記図５）。タンパ

ク質の場合，内部に複数の重原子を内包し

た Hg ラベルリゾチームの場合，吸収端近傍

の共鳴散乱コントラスト変化による散乱パ

ターンの変化は通常の溶液濃度（1% w/v）

でも十分測定可能のであることが確認でき

たが（学会＆研究会報告）（下記図３，４），

これを用いた熱安定性に関しては，ラベル

による安定性の低下が著しく，差分解析は

困難であることが判明した。ミオグロビン

に関しては Fe の含有率が低いため，十分な

統計精度を得る必要が有るため，濃度条件

等を考慮して追試実験を計画している。  

 

［図１］斜入射広角 X線散乱： 

DPPC(a)及び PC（b）.X-ray energy=12.4 keV 

(Jpn. J. Appl. Physics,53, 2014) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

［図２］斜入射広角 X 線散乱：脂質膜(PC)

のリン吸収端を用いた軟 X 線共鳴コントラ

スト.X-ray energy=2.145 keV 

(Jpn. J. Appl. Physics,53, 2014) 

 

［図３］共鳴広角 X 線散乱：エネルギー依

存性，native リゾチームと Hg ラベルリゾ

チーの比較 

 

 
 

［図４］共鳴広角 X 線散乱：差分解析によ

る Hg 原子位置情報の抽出 

 

 

［図５］広角 X 線散乱：細胞モデルとして

のミオグロビン内包リポソームの構造決定

（J. Phys. Chem. B,119, 2015）。共鳴 X

線コントラストによる膜とタンパク質の構

造分離を行う予定。 

 
 

今後の研究の推進方策 

  硬・軟 X 線共鳴散乱の利用に関して，本

研究では原理的に測定可能であることは確

認できたが，実用化には，厳密な透過率測

定（吸収端効果）や放射線ダメージの回避

が重要であり，さらなる実験条件の検討が

必要であることが明らかとなった。また，

今回，金属タンパク質を内包した細胞モデ

ルリポソームの構造解析法が確立できたた

め，脂質リン原子とタンパク内金属原子の

両方の吸収端を利用した，二重共鳴 X 線散

乱法利用の可能性が拓かれた。今後，上記



課題を解決して，共鳴 X 線散乱法の有効性

を実証する予定である。 
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