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研究成果の概要（和文）：　中性子結晶解析は水素と水素イオンの検出力に優れており、生体分子の水素水和研
究にとって重要な実験法である。中性子線の重水素と軽水素に対する散乱長の違いを利用した重水素/軽水素
(D/H)コントラスト法は、中性子結晶解析の性能を飛躍的に向上させることが期待されている。
　本研究では、我々が独自に開発した、D/Hコントラストを実空間差分から計算するアルゴリズムを実用化する
ために、プログラムの開発と最新のTOF型中性子回折計を用いた中性子実験を進めた。前者では、GUIを実装した
プログラムの作成と試験に成功した。後者では中性子実験用の巨大結晶の作成に成功し、良好な中性子回折像を
確認した。

研究成果の概要（英文）： Neutron protein crystallography has an advantage on detecting hydrogens in 
protein, hence it is a powerful tool to investigate hydrogen and hydration structures of proteins. 
The difference of neutron scattering lengths of deuterium and hydrogen provides the high contrast in
 neutron Fourier map, and this contrast (D/H contrast) is expected to imporve the accuracy of 
neutron protein crystallography.
 In the present study, we developed programs and conducted neutron diffraction experiment using the 
latest neutron TOF diffractometer, in order to put our new D/H contrast algorithm to practical use. 
The program with graphical user interface has been completed and successfully passed in test runs. 
In the neutron experiment, good diffraction images have been given using large protein crystals.  

研究分野： 中性子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回作成したD/Hコントラスト法のプログラムは、中性子結晶解析の利点である水素原子と水素イオンの検出力
を飛躍的に向上させることが期待される。これを利用すれば以下の利点がもたらされる。(1)生体分子内の化学
反応に関係する官能基のpKaを高精度で決めることができ、生体分子の反応機構の詳細が明らかになる。(2)他の
実験法では難しい水和水の詳細な立体構造が決定できる。(3)通常の解析では解析が困難な生体分子でも、コン
トラストによる検知力の向上により、解析が実現できる。これにより、詳細な構造情報に基づいた酵素や薬剤の
分子設計が実現されれば、農学、医学、薬学など大きな波及効果が期待される。
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１．研究開始当初の背景 
水素結合は、生体分子の立体構造、分子会合、分子認識における重要な相互作用であり、水素
イオンの生体分子への着脱は様々な生体反応に必要不可欠である。さらに、生体分子の周りに
存在する水分子は主に水素結合を介して生体分子の構造と機能を巧妙にコントロールしている。
このため、生体分子とその水和水の水素原子と水素イオンの観測は生命現象の解明のために必
要不可欠である。中性子線は水素に対する散乱能が高いため、構造解析で一般的に用いられる
X 線と比べて、水素原子と水素イオンを精度良く観察できる。研究代表者(茶竹)は、10 年以上
にわたり、中性子結晶解析について、装置開発(Tanaka, Chatake et al. 2002)から解析まで幅広く
研究を進め、世界初の DNA の中性子結晶解析(Chatake et al. 2005)、水和構造のダイナミクスの
観測(Chatake et al. 2003)、ヘモグロビンの水素イオン状態による酸素結合機構の解明(Chatake et 
al. 2007)など、精力的に生体分子の水素・水和構造の研究を進めてきた。 
 重水素/軽水素コントラスト法(以下D/Hコントラスト法)は中性子の重水素と軽水素に対する
散乱長の違いを利用した実験法であり、生体分子の中性子小角散乱で幅広く利用されている。 
これを中性子結晶解析に応用すればより高精度化の解析が実現できる。この方法では、 
(1) 重水(D2O)中と軽水(H2O)中で作成 
(2) 得られた二種類の結晶(D2O 結晶と H2O 結晶)の中性子データを測定する。 
(3) フーリエ変換により中性子散乱長密度を計算し、その差分(すなわちコントラスト)を求める。 
D2O 結晶と H2O 結晶のその中性
子散乱長密度図は 1 次元的に表
すと図 1(a)と図 1(b)のようになる。
この差分(a)-(b)を求めると図 1(c)
のように、水素以外の原子の密度
は消失して、水素原子の位置によ
り強い散乱強度が観測できる。 
しかしながら、D/H コントラスト法の中性子結晶解析への応用は一例しか報告されていなかっ
た(Kossiakoff et al. 1985)。Kossiakoff らの方法では D2O 結晶と H2O 結晶の差分を逆空間で計算
するために、独自かつ複雑な手順を必要なる。これが、International Table for Crystallography に
記載されるほど重要視されていたにも関わらず、D/H コントラスト法の実用化が世界中で全く
進展していない大きな理由である。研究代表者と研究分担者(藤原)は、差分計算を実空間で行
い(実空間 D/H コントラスト法)、計算法を単純化することを考案した。この方法では、コント
ラスト計算に必要なデータ間のスケーリングと位相の導出が容易であり、これに加えて、全て
の中性子データをコントラスト計算に使用することができる。これを実証するために、リボヌ
クレアーゼ A(RNaseA)の D2O 結晶と H2O 結晶を作成して、JAEA の研究炉 JRR-3M の単波長中
性子回折計 BIX-3 を用いて中性子実験を行い、実空間コントラスト法を発表していた(Chatake, 
Fujiwara et al., 2016)。 
 
２．研究の目的 
実空間 D/H コントラスト法による生体分子の中性子結晶解析を確立し、高精度での水素、水和
構造の観測を実現することを目的として、以下の 4 項目を達成目標にした。 
(1) D/H コントラストによる蛋白質内アミノ酸の pKa の解析法の確立：D/H コントラスト法で

可視化した重水素/軽水素コントラストを利用して、蛋白質内の各アミノ酸の水素イオンの
着脱状態を観測する。 

(2) D/H コントラストによる水和構造の解析法の確立：溶媒領域の重水素/軽水素コントラスト
をもとに、タンパク質表面の固定された水分子から遠方で自由に振舞うバルク水までの水
分子について、その密度とダイナミクスを含めて決定する解析法を開発する。 

(3) D/H コントラスト法の高度化：プログラムの改良や、ユーザーインターフェースの改良を
行い、実用化に必要な機能を実装する。 

(4) パルス中性子による D/H コントラスト解析：これまでの研究で用いられてきた中性子デー
タは原子炉の単色中性子で測定されている。一方、これからの中性子生物の中心は J-PARC
に代表される大強度パルス中性子による TOF 実験である。大強度パルス中性子と D/H コン
トラストを組み合わせて、最高精度の生体分子中性子結晶解析を試みる。 

 
３．研究の方法 
(1) 実空間 D/H コントラスト法の概略 
申請者達が考案した実空間 D/H コントラスト法の手順を図 2(左)に示す。 
A. D2O 結晶と H2O 結晶の実空間核密度 ρD2O、ρH2Oを計算し、その比から振幅|FD2O|と|FH2O|の間
のスケール値 k を求める。 
B. k|FD2O|と|FH2O|のそれぞれについて、差フーリエマップ(ΔρD2O、ΔρH2O)を計算する。 
C. ΔρD2Oと ΔρH2Oの差分をとって、D/H コントラスト ΔρD2O/H2Oを求める。 
RNaseA のデータで計算を行い、図 2(右)に示すように、D2O 結晶中で D 原子、H2O 結晶中で H
原子をとる原子(D/H 原子)について明瞭な D/H コントラスト密度の観測に成功している。 
 

図 1. D/H コントラスト法における水分子の中性子核密度図 
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(2) 具体的な研究方法 
研究目的の(1)-(3)を実現するために、D/H コントラスト解析用プログラムの開発を行った。先
行研究ではプログラムを Perl を用いて作成したが、Python3(一部高速化のために GFortran)に言
語を変更した。これは、(a) 数値演算のライブラリが充実、(b)プログラムの保守と改良に優れ
る、(c) グラフィカルユーザーインターフェース(GUI)用のライブラリ tkinter がある、(d)複数の
OS での互換性、が理由である。プログラムは 
① D/H コントラスト計算用のパッケージ 
② 水和構造解析用のパッケージ 
の二種類を作成した。また、先行研究では、中性子散乱密度の計算には X 線結晶解析用プログ
ラム CNS の中性子用改良版である nCNS(Adams et al., 2009)を用いたが、中性子結晶解析プログ
ラムの現在の主流は Phenix である。Phenix に対応できるようにアルゴリズムを変更してプログ
ラムを作成した。 
研究目的の(4)については、J-PARC に設置された生物用中性子回折計 iBIX を用いて、D2O 結晶
と H2O 結晶の回折データを収集して D/H コントラスト法による解析を行うことを目標とした。
中性子実験での標準サンプルであるラクトグロブリン、インシュリン、リゾチームについて、
それぞれ二種類の結晶(D2O 結晶と H2O 結晶)を大型で作成することを進めた。また、応用研究
として、研究代表者が継続して研究している納豆由来の生理活性物質(納豆キナーゼや MK-7)
についても実験を進めた。 
 
４．研究成果 
(1) プログラムの開発と解析処理 
① D/H コントラスト計算用のパッケージ 
Phenix では絶対スケールでの|Fobs|のフーリエ
変換がデフォルトでは行われない。これに対
応するために、D2O 結晶と H2O 結晶の中性子
データからフーリエ変換で求めた中性子散
乱長密度 ρD2O、ρH2Oからスケール k を求め、
これを直接、散乱長密度に適用して kρD2O 

-ρH2O を D/H コントラストとするアルゴリズ
ムのプログラムを作成した。すべての処理を
一括して行うオートモードとステップごと
に行うセミオートモードの両方を備えたプ
ログラムを作成した。完成したプログラムは
図 3 に示すように GUI を備えている。このプ
ログラムには、それぞれの原子位置の中性子
散乱長密度を積分して求めるルーチンも存
在しており、それぞれアミノ酸官能基のプロ
トン着脱の状態をスカラー値として求めることができる 
 
② D/H コントラスト計算用のパッケージ 
こちらは開発が遅れたため、GUI を実装した統合パッケージには至っていない。しかしながら、
ステップ毎に複数のプログラムを実行することにより、溶媒領域の中性子散乱長密度を分析す
ることには成功した。図 4(左)に示すような各原子からの van der Waals 表面と、表面からの距
離に依存した中性子散乱長密度の分布(図 4(右))を考察した。  
vDW 表面から 1.0~2.0 離れた領域に散乱長密度のピークが観測される。これは、様々な物理化
学測定から言及されている生体分子の第一水和層に対応すると考えられる。さらに、そのピー

図 2. 実空間 D/H コントラスト法 
(左)計算方法 
(右)観察されたアルギニン側鎖の D/H 原子 

図 3. GUI 版実空間 D/H コントラストプログラム 
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クは表面の原子の種類により表面にちかづく(O原子)もしくは離れる(C,H,N原子)ことも同時に
判明した。この違いは、図中で示すような表面原子と水和水との相互作用様式に起因すると推
定される。つまり、第一水和層の領域では、水分子の分布状態が表面の影響を強く受けている
ことを示唆している。これ以遠の領域については、今後より詳細な解析を行う必要があるもの
の、第一水和層程は表面の影響を受けていないのではと思われる。 
以上、(2)項の目的における達成目標 (1),(2),(3)については、ほぼ達成することができた。 
 

 
 
(2) 中性子実験 
 複数のタンパク質について結晶作
成を行い、特にリゾチームについて、
Ataka と Katsura が発表した界面拡
散法(Ataka, Katsura, 1992)を基にし
て軽水中で結晶化を行い、最大で約
60 mm3 の単結晶(図 5(左))を得るこ
とに成功した。J-PARC の TOF 型中
性子回折計 iBIX を用いて試験測定
を行った。試験測定に用いた結晶の
大きさは 5~10mm3 程度である(図
5(右))。その結果、約 5 mm3の H2O
結晶、加速器の出力524 Wで、30 min
の露光時間で最大分解能 2.4Åの反射が観測された。また、露光時間を 22 h まで延長すると、
最大分解能は 1.71Åに達した。さらに、蒸気置換法を用いて H2O 結晶から D2O 結晶の変換を
行い、D2O 結晶と H2O 結晶を石英キャピラリに封入して、中性子実験のための結晶準備した。 
2019.5.16 より、両結晶について J-PARC BL03 に置いて、茨城県プロジェクト革新研究課題で
iBIX 回折計を用いて中性子データの収集を開始した。得られた回折データを用いて D/H コント
ラスト解析が予定されている。 
 
本結果をまとめると、当初の達成目標については概ね達成されたと結論できる 
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