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研究成果の概要（和文）：生体高分子は、高濃度の多分散系＝混雑系という環境下で機能している。そこで、中
性子散乱法とタンパク質重水素化を組み合わせることで結晶や希薄溶液ではなくこの混雑環境下での生体高分子
の静的・動的構造測定・解析手法の開発を行った。混雑系として水晶体中に注目し、構成タンパク質であるαB
クリスタリンの75%重水素化法の確立を行い、中性子溶液散乱ではこの重水素化率のタンパク質は散乱的に不可
視化されることを確認した。そこで、高濃度の75%重水素化αBクリスタリン溶液に希薄濃度の軽水素化αBクリ
スタリンを混合した系を調製し、高濃度中での軽水素化αBクリスタリンの選択的測定、静的・動的構造の解析
を行った。

研究成果の概要（英文）：Biomacromolucle is functionalized in a polydispersed and high density 
system, namely a crowding system. Therefore, this study has developed a method to observe and 
analyze a structure and dynamics of a biomacromolucle in the crowding system. For this purpose, α
B-crystallin which is eye lens protein is taken as a sample. A method to prepare 75% deuterated α
B-crystallin was established and then it was confirmed that this protein is scatteringly invisible 
in 100% D2O solution. Based on the result, using the mixture of high concentration of 75% deuterated
 αB-crystallin with low concentration of not-deuterated αB-crystallin, which is one of crowding 
systems, it has been succeeded to observe not-deuterated αB-crystallin selectively with small-angle
 neutron scattering.

研究分野：ナノ構造物理学
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１．研究開始当初の背景 
構造生物学は分子論的に生命現象を理解
するために、タンパク質をはじめとする生体
高分子の構造の解明を行い、多くの成果を挙
げてきた。その構造は主として X線結晶構造
解析法を用いることから分かるように、結晶
中の構造である。一方、生命現象の基本単位
は細胞であり、そこは結晶とは異なる生体高
分子の高濃度溶液と言う環境下である。その
ため各々の生体高分子は周囲の生体高分子
との相互作用や水分子から熱擾乱に応じて
構造変位もしくはそれに誘発される生体高
分子同士の解離会合を起こしている。このよ
うな高濃度環境により誘導される構造変位
が生体高分子の機能発現に深く関わってい
ると考えられている（例えば、“How can 
biochemical reactions within cells differ 
from those in test tubes?” A.P.Minton, J. 
Cell. Sci., 119 (2006) 2863）。したがって、今
後より深く生命現象を理解するためには、上
記の構造変位つまり「細胞中もしくはそれに
近い高濃度の下での生体高分子の構造解明」
が重要であると考えられており、高濃度溶液
下でも個々の生体高分子の構造を解明する
手法の開発が待たれている。 
溶液中の構造解析の手法としてはNMRが
挙げられるが、NMRでは高分子量(>20kDa)
の生体高分子の構造解析は困難である。した
がって、分解能は劣るものの溶液中での高分
子量の生体高分子の構造解析がX線を用いた
小角散乱法(溶液散乱法)が注目されてきた。
通常のX線溶液散乱法は試料の希薄溶液で行
う。そこで、高濃度条件を実現するために、
crowderと呼ばれるタンパク質などに比べて
低分子量の分子を添加する。小角散乱領域で
は、低分子量の分子からの散乱強度は角度依
存がなく一定であり、単純な背景散乱として
扱う事が出来るという利点がある。しかし、
実際の細胞はタンパク質自身によるに高濃
度系であるので、crowderにはタンパク質も
しくはそれに等しい分子量の高分子を使う
事が望ましい。溶液散乱法で高濃度高分子を
混合すると、その分子からの散乱が支配的な
ってしまい、対象とするタンパク質からの散
乱を測定することが困難となる。そこで、タ
ンパク質自身の高濃度系を構築することも
考えられるが、この場合、散乱ではタンパク
質同士の干渉による影響が無視できなくな
り、高濃度系での一つのタンパク質の構造変
化を捉える事が困難となる。したがって、高
濃度系の中でのターゲットタンパク質のみ
の構造を選択的に測定する手法が待たれて
いた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では上述の要請に答えるために中
性子散乱に注目した。中性子散乱では同位体
効果があり、特に、軽水素と重水素の間で顕
著である。本研究の目的はこの特長を生かし
て高濃度下での生体高分子の構造測定を可

能とする手法を開発する事とする。更に実際
に水晶体に手法を適用し、含有タンパク質の
構造と相互作用の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究では主として水晶体をターゲット
し、その構成タンパク質であるクリスタリン
の高濃度溶液中での中性子散乱による構造
測定手法の開発とその静的・動的構造の研究
を行う。以下の手続きに沿って研究を進める。 
（１）測定系は細胞状態を再構成するために結
晶(図１(a))ではなく水溶液系とする(図
１(b))。ただし、水晶体を模倣することを
考え、高濃度溶液中での構造測定を目指す。
しかし、図１(c)に示したように高濃度系
では互いの分子からの干渉効果を無視で
きず、単一の分子の構造を測定することが
困難である。 

（２）上記問題解決として中性子小角散乱
(Small-Angle Neutron Scattering: SANS)
法を採用する。本研究では、中性子散乱の
特長である水素において顕著である同位
体効果を利用して、タンパク質中の軽水素
を重水素の置換・培養することで、図２に
示すように散乱長密度の異なるタンパク
質の調製を行う。 

（３）中性子「溶液」散乱では、溶媒中の軽水
/重水比率を制御することで溶媒自身の散
乱長密度を制御することが可能である(コ
ントラスト変調法)。図２に示すように、
通常の(非重水素化)タンパク質(h-タンパ
ク質)は 40%重水溶媒と散乱長密度が一致
する。したがって、40%重水中の h-タンパ
ク質は散乱的には観測されない（＝不可視
化される）。したがって、この溶液に少量
の 100%重水素化タンパク質(100d-タンパ
ク質)を添加すると、100d-タンパク質の希
薄溶液と同等になり、このタンパク質の単
一の構造を選択的に観測することができ
る（コントラスト同調法、図 1(d)）。 

（４）上記手法では溶媒中に 60%の軽水を含む
ために、軽水素からの非干渉性散乱(＝バ
ックグラウンドとなる)が強く、短時間で
統計精度が求められる測定を行う場合に
問題がある。そこで、本研究では 75%重水

図１．本研究での測定対象系の模式図。 



素化タンパク質(75d-タンパク質)の調製
を試みた。図 2 に示すように 75d-タンパ
ク質、非干渉性散乱が少ない 100%重水溶
媒と散乱長密度が一致する。したがって、
高濃度 75d-タンパク質重水溶液に少量の
h-タンパク質を添加すると、h-タンパク質
の希薄溶液と同等になり、このタンパク質
の単一の構造を低バックグラウンド環境
で選択的に観測することができる（逆転コ
ントラスト同調法、図 1(e)）。本研究では
この手法の確立を目指した。 

 
加えて、研究室クラスの X線小角散乱分光器
とサイズ排除クロマトグラフィーを組み合
わせたシステム(Lab-SEC-SAXS システム)を
世界で初めてで構築し、多分散系でも個々の
タンパク質の溶液構造の分離測定を可能と
することも試みた。更に、分析超遠心法、動
的光散乱法も協奏的に用いて、上述の高濃度
下での逆転コントラスト同調 SANS 法と
Lab-SEC-SAXS システムを、水晶体内タンパク
質クリスタリンの静的・動的構造のみならず
多くのタンパク質の構造研究に発展させた。 
 
４．研究成果 
 図 3に本研究で調整した 1mg/mL の 75d-α
Bクリスタリンの 100%、40％、0%重水溶媒中
での中性子散乱曲線を示す。図に示されてい
るようにこの重水素化率のタンパク質が
100%重水溶媒中では散乱が観測されない＝
調製した75d-αBクリスタリンは計算通り不
可視化されている事が確認できる。 

次に、高濃度(28.5mg/mL)の 75d-αB クリ
スタリンのSANS曲線と希薄濃度(0.45mg/mL)
の h-αB クリスタリンの SANS 曲線の比較を
図 4 に示す。28.5mg/mL の 75d-αB クリスタ
リンのSANS曲線はほぼフラットである。SANS
測定において重要となる小角領域の散乱強
度において、h-αB クリスタリンは濃度が
1/60 であるにも関わらず散乱強度は５倍あ
り、両者の混合溶液中でも選択的に h-αBク
リスタリン散乱を測定することが可能であ
ることを示している。 
次に、実際に高濃度(28.5mg/mL)の 75d-αB
クリスタリンと希薄濃度(0.45mg/mL)の h-α
B クリスタリンの混合系での後者の静的・動
的構造研究の成果を示す。 
図５は混合系の時分割 SANS 曲線を示して

図 2．重水素化率及び軽水/重水比率に応じ

たタンパク質と溶媒の散乱長密度。 

図 3．75d-αBクリスタリンの 100%、40％、

0%重水溶媒中での SANS曲線。 

図 4．高濃度(28.5mg/mL)の 75d-αBクリ
スタリンの SANS 曲線と希薄濃度
(0.45mg/mL)の h-αB クリスタリンの
SANS曲線の比較。 

図５．混合系の時分割 SANS 曲線。(上) 
h-αB (0.45 mg/mL) +75d αB (28.5mg/mL) 
(下 ) h-αB (0.45mg/mL) + 75dαB (0.45 
mg/mL) 



いる。上図より 75d-αBクリスタリン高濃度
溶液中でも希薄成分のh-αBクリスタリンが
粒子間干渉も無く観測されていることが分
かる。また、興味深い事に時間経過とともに
散乱強度が減少し、12 時間で散乱がほぼ消滅
していることが観測された。この事は、αB
クリスタリンが平均 26 量体である会合体で
ある事を考えると、h-αB クリスタリン会合
体中の単量体がサブユニット交換を通して、
75d-αB クリスタリン会合体中に拡散してい
たと解釈できる。実際、12時間後の残存散乱
強度は初期値のほぼ 1/26 となり分散した単
量体の散乱強度と一致する。比較として同じ
実験を希薄条件下で行った結果が図5下図で
ある。同様にサブユニット交換により散乱強
度の減少が観測され、平衡状態に達するのに
高濃度系と同じく 12 時間ほどであった。（こ
ちらの系では、h 体と 75d 体の単量体の数が
同数であるため、平衡状態での散乱強度は初
期状態の半分となる）この「交換速度が濃度
に依存しない」という現象については現在モ
デルを構築して解析中である。 
【今後について】本研究では中性子的に不可
視化した高濃度系に成功し、単一タンパク質
の選択的測定に成功した。今後はより
100mg/mL を越える高濃度の構築が目標であ
る。そのためには図 4 で示されている 75d-
αBクリスタリンのSANS曲線の小角領域での
わずかな上昇も問題となる。この点を解決す
るためにはより精密な重水素化率の制御及
び重水素化率の精密な測定手法の確立が重
要になる。更に、高濃度溶液系での凝集を制
御する必要があり、高純度の試料調製技術の
確立と確認のために SEC-SAXS、分析超遠心法、
動的光散乱法、無変性質量分析法などと協奏
的な測定・解析法の確立が重要となると考え
ている。 
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