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研究成果の概要： 
タンパク質の高次(４次)構造の形成・変性を、中性子小角散乱法を用いて、水晶体内タンパ
ク質αクリスタリンの外的ストレスによる変性過程(サブユニットによる耐性の相違の解明)、
タンパク質分解酵素プロテアソームのサブユニットの 1つのα７の単独会合体の形成過程(2重
リングの形成の解明)より明らかした。加えて、高次構造解明のために中性子小角散乱データか
らより詳細な構造情報を得るための手法の開発も行った。 
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１．研究開始当初の背景 
 
タンパク質の機能と構造が深く結び付い

ていることは、多くの研究によって明らかに
されている事実である。そのため、タンパク
質の機能を研究する上で、その構造を理解す
ることが重要であることは言うまでもない。
タンパク質が、アミノ酸残基の配列(ポリペプ
チド鎖の 1次元構造)を意味する「1次構造」、
ポリペプチド鎖が部分的にパッキングした
αへリックスやβシートなどの「2 次構造」、
これらの 2次構造体を部品として組み上げら
れる立体構造である「3 次構造」と言うよう
に階層的な構造をとっていることは良く知

られている。そして、いわゆる「フォールデ
ィング問題」と呼ばれる「ポリペプチド鎖が
多くの経路がある中、瞬時に熱力学的安定な
3 次構造をとることを可能とするメカニズム
の解明」や「1次構造から 3次構造を予測す
ること」などが、これまで研究対象として注
目されてきた。しかし、多くのタンパク質は
1 本のポリペプチド鎖から出来ているのでは
なく、むしろ、ポリペプチド鎖がフォールデ
ィングした 3 次構造体を構成要素(サブユニ
ット)とし、更にいくつかのサブユニットが会
合した 4次構造体を形成していることが多い。
したがって、この 4次構造の形成・変性がタ
ンパク質の機能発現・喪失に最終的に関連し
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ていると言える。しかしながら、この 4次構
造の形成・変性の研究は、一般の結晶楮解析
で扱うには、サイズが大きく、かつ現象が溶
液中で進行するために、結晶中に構造形成過
程を凍結することが困難である。そのため、
重要であるが多くの研究がなされていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 
 上記背景で述べたように、これまであまり
行われてこなかった 4次構造の形成・喪失過
程・機構に本研究は注目した。そこで、水溶
液中のナノスケールを持つ粒子の構造を観
測することが可能な小角散乱法を用いて、以
下のタンパク質の構造形成・変性過程の測定
を行い、これらのタンパク質の機能発現・喪
失の機構を理解することを目的とした。 
（１）20-30 のサブユニットの会合体である
水晶体中タンパク質αクリスタリンを試料
として、このタンパク質に外的ストレスを加
えて、その構造変性過程の解明を行う。 
（２）7 つのサブユニットの会合体であるプ
ロテアソームのα７リングの会合形状の解
析を行う。(プロテアソームは、タンパク質を
分解するタンパク質であり、タンパク質の代
謝系・免疫系において非常に重要な役割を担
っている) 
（３）上記測定は、水溶液中のナノ粒子の構
造観測が可能な小角散乱を用いて行う。しか
し、これまでの小角散乱の解析法では、詳細
な構造を得ることが困難である。そこで、リ
バースモンテカルロ法を小角散乱解析に用
いた解析法の開発および Protein Data 
Bank(PDB)に登録されている構造データを
もとにタンパク質会合体の小角散乱関数を
シミュレートする手法等の解析手法の開発
を行う。 
 
３．研究の方法 
 
αクリスタリンの外的ストレスによる構造
変性過程の解明 
 水晶体内タンパク質αクリスタリンは、自
身および他のタンパク質の構造修復を行う
シャペロンであり、正常状態で、2 種類のサ
ブユニット(αAクリスタリン・αBクリスタ
リン：分子量はともに 20KDa)が 20－30 程
度会合した巨大複合タンパク質である。また、
外的ストレス(低温・UV被曝・X線／γ線被
曝)により、機能を喪失し、光学的サイズにま
で達する異常に大きな会合体(異常凝集体)が
形成され、この異常凝集体の蓄積が、白内障
の原因となると考えられている。(このような
タンパク質の異常凝集体形成による疾病は、
BSE やアルツハイマー病などが知られてい
る。) 

 試料は、αAクリスタリン単独会合体・α
B クリスタリン単独会合体・αA＋αB クリ
スタリン複合会合体を調製した。 
外的ストレスと構造変性の関連を明らか
にするために、低温化(37C→15C)と UV被曝
による構造変性を中性子小角散乱法により
観測した。特に UV被曝に関しては、図１に
示す試料へのUV照射と中性子小角散乱測定
が同時可能なセルを開発した。 
 中性子小角散乱測定は、日本原子力開発機
構の研究用原子炉(JRR-3)に設置されている
東京大学物性研究所の中性子小角散乱装置
(SANS－U)を用いて行った。 
 
プロテアソームのα７リングの高次構造の
測定 
 プロテアソームは、図 2に示す各々7種類
(合計 14種類)のサブユニットから成るα・β
リングが、αββαの順に会合した 28量体(7
×4 量体)である。この 28 個にも及びサブユ
ニットが所定の位置に配置され組み上げら
れていくには、精緻な形成機構の存在が不可
欠であると考えられるが、その機構は解明さ
れていない。本研究では、14種類のサブユニ
ットの内の 1つであるα７サブユニットが単
独溶液で会合体を形成することに注目し、そ
の構造観測を中性子小角散乱により行った。 
 散乱測定は、米国のアルゴンヌ国立研究所
の中性子散乱研究施設(IPNS)に設置されて
いる高角度まで測定可能な中性子小角散乱
装置(LQD)を用いて行い、下記で開発したシ
ミュレーションソフトを用いて解析を行っ

図 1．同時 UV照射・SANS測定システ

ム。 
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図 2．プロテアソームおよびαリングの構
造。



 

 

た。 
 
新たな中性子小角散乱解析法の開発 
 Protein Data Bank(PDB)に登録されてい
る構造データをもとにタンパク質会合体の
小角散乱関数をシミュレートするソフトウ
ェアの開発を行う。具合的には、タンパク質
内部を 3Å の立方体に分割し、それぞれの立
方体のコントラストを計算することから、小
角散乱関数を求める手法と、アミノ酸残基を
対応する体積を持つ球に近似し、その球の集
合体の散乱関数を求める手法を開発した。更
に、散乱データから直接構造を求める手法と
して、リバースモンテカルロ法を用いたデー
タ解析法の開発を行った。 
 
４．研究成果 
αクリスタリンの外的ストレスによる構

造変性過程の解明 
外的ストレスによるαクリスタリンの構

造変性過程の測定では、構造変性過程を明ら
かにしたのみならず、非常に興味深い成果が
得られた。 
αAクリスタリンおよびαBクリスタリン

の単独会合体形状の低温化による構造変化
を中性子小角散乱により測定した。散乱デー
タより求めた距離分布関数 P(R)を図 3 に示
す。 

 
図からわかるように、αAクリスタリンは、
低温化により、異常凝集は起こしていないが、
形状が細長く変形していることがわかる。こ
の変形(変性)が、αA クリスタリンのシャペ
ロン活性と関係していると考えられる。一方、
αBクリスタリンは、αAクリスタリンに見
られたような形状の変形は観測されていな
い。したがって、低温化という外的ストレス
に対しては、構造的にはαBクリスタリンが
より高い耐性を持っていると言える。 
次にαAクリスタリンおよびαBクリスタ

リンの単独会合体のUV照射による構造変化
を中性子小角散乱により求めた。 
 図 4 からわかるように、UV 照射 10 時間

後のデータでは、αBクリスタリンの散乱曲
線の小角領域において、散乱強度の増加が観
測された。このことは、αBクリスタリン会
合体のサイズの増加(異常凝集)を示している。
一方、αAクリスタリンの散乱曲線にはその
ような変化は見られず、UV 被爆に対して、
被爆前の構造を保っていることが言える。し
たがって、UV 被爆に対しては、低温化の場
合と異なり、αAクリスタリンの方が高い耐
性を持っていることが判明した。 
 上記の結果は、「αクリスタリンがその構
成要素に、なぜほぼアミノ酸残基の配列(1次
構造)が等しい2つのサブユニット(αA／αB
クリスタリン)を必要とするか？」と言う疑問
に対して、1 つの示唆を与える。つまり、本
研究から得られる推察は「αクリスタリンは、
様々な外的ストレスに対して耐性を持つサ
ブユニットを構成要素に持つことにより、そ
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図 3．αA／αBクリスタリンの小角散乱の
実空間フーリエ変換により求めた距離分布
関数の温度依存性。 
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図 5．αA＋αBクリスタリン複合系の UV
照射による中性子小角散乱曲線の変化。白
丸が照射前、黒丸が 10時間照射後の散乱曲
線を示す。 
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図 4．αAクリスタリン(a)およびαBクリス
タリン(b)の単独会合体の UV 照射による中
性子小角散乱曲線の変化。白丸が照射前、
黒丸が 10時間照射後の散乱曲線を示す。 



 

 

れらの外的ストレスに対する耐性を獲得し
ている」である。このことは、αBクリスタ
リンは、生体内の多くの場所で発現している
が、αA クリスタリンは、UV 被爆の可能性
のある水晶体内でしか発現していない事実
をうまく説明する。更に、上記の仮説を確か
めるために、αA＋αB クリスタリン複合系
の UV照射による構造変化の測定を行った。 
 図 5 からわかるように、αA＋αB クリス
タリン複合系のUV照射による散乱曲線の変
化はほとんど観測されず、この複合系が UV
照射に対して耐性を持っていることが判明
した。この測定結果は、我々の仮説を強く支
持している。 
 また、αB クリスタリン小角散乱曲線の
UV 照射時の経時変化を測定し、異常凝集過
程の解明を行った。 

 
 図 6に、慣性半径と中間散乱角(Q=0.05Å－
1)での散乱強度の経時変化を示す。慣性半径
は、UV照射の最初の 2時間(Zone I)ではほと
んど変化していないが、中間散乱角での散乱
強度は継続的に変化している。これは、異常
凝集は起きてはいないが、タンパク質の形状
変化(変性)は起きていることを示している。
その後、UV照射開始 2時間後から 8時間後
まで(Zone II)は、慣性半径が継続的に増加し
ている。この時間帯では、変性したタンパク
質の異常凝集が進行していると考えられる。
更に 8時間を経過する(Zone III)と、慣性半径
の増加と中間散乱角での散乱強度の減少が
緩やかになる。この時の慣性半径は 70Å程度
であり、UV照射前の 55Åと比べると散乱体
の体積がほぼ 2倍になったことを示している。
つまり、この時までに 2つのαBクリスタリ
ンが 1つに会合したと考えられる。したがっ
て、UV 照射による異常凝集は、タンパク質
がサブユニットレベルに分解されて進行す
るのではなく、変性した会合体がそれぞれ更
に凝集してより大きな会合体を形成するこ
とにより進行していくと考えられる。 
 

プロテアソームのα７リングの高次構造の
測定および新たな中性子小角散乱解析法の
開発 
プロテアソームのα７サブユニットが形
成する会合体の構造測定を行った。小角散乱
から得られた慣性半径は、46.3Åであった。
一方、PDBデータを基に計算したα７リング
の慣性半径は 41.5Åとなり、実験結果を説明
することができない。そこで、可能なモデル
として図 7に示すα７リングが 2つ会合した
Dimerモデルを考案した。(Dimer AとDimer B
は会合面が反転している。) Dimer A、Dimer 
Bの慣性半径は、46.5 Åと 45.5 Åとなり、と
もに測定値に近いため、慣性半径からでは、
両者を区別することができない。そこで、PDB
のデータから散乱曲線をシミュレートする
プログラムを開発し、Dimer Aと Dimer Bの
散乱曲線を求め、測定結果との比較を行った。 

 
図 7からわかるように、Dimer Aがよく散乱
曲線を再現していることがわかる。以上より、
α7リングは、Dimer Aの形状を水溶液中で
取っていると言える。 

 
新たな中性子小角散乱解析法の開発 
新たな中性子小角散乱法の開発のために
超臨界 CO2 を揺らぎ構造の散乱データから
の可視化を行った。リバースモンテカルロ法
を用いたプログラムの作成を行い、構造の可
視化に成功した。今後は、揺らぎ構造だけで
なくこの手法を溶液中の溶質の構造解析に
応用する予定である。 
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