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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質重水素化技術と小角中性子散乱の組み合わせにより混雑環境
下におけるαクリスタリンのサブユニット交換を調べた。重水素化技術の高度化により、中性子散乱において高
濃度不可視化部分重水素化αクリスタリンの調整に成功した。本技術を活かすことで、混雑環境下でのαクリス
タリンのサブユニット交換の実測に世界で初めて成功した。非常に興味深いことに混雑環境下では希薄或いは準
混雑環境と比較して交換速度の低下が観測された。詳細なモデリングにより混雑環境下では、モノマーの遊離が
阻害されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this work, we have studied the subunit exchange of alpha-crystallin under
 crowding environment through the complementary use of protein deuteration technique and small-angle
 neutron scattering. Making use of development of protein deuteration technique, we succeeded to 
prepare concentrated scatteringly invisible partially deuterated alpha-crystallin. With this 
prepared protein, we for the first time succeeded to track the subunit exchange of alpha-crystallin 
under crowding environment. Contrary to our expectation, it was revealed that the exchange rate 
under crowding environment was slower than those under dilute or semi-concenrated ones. Through the 
detailed numerical calculation, a dissociation of monomer from the alpha-crystallin oligomer was 
suppressed under crowding environment. 

研究分野：生物物理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのタンパク質研究は、単成分及び希薄濃度の所謂理想系で進められてきた。しかしながら、生体内は混
雑環境であり理想系では無視できる排除体積効果や他の生体高分子との相互作用が顕著となる。そのため、生体
内でのタンパク質の構造・ダイナミクスを理解するためには混雑環境を模倣した系での研究が望まれる。今回の
研究において、中性子散乱と重水素化の技術により混雑環境下でのタンパク質の情報を引き出すことに成功し
た。この技術を更に発展させることで、より生体内を模倣した環境の再現が可能になり真のタンパク質の構造・
ダイナミクスが明らかにできると強く期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

これまでタンパク質の溶液中の構造・ダイナミクス解析は主に数 mg/mL 以下の所謂希薄濃度
下での研究が進められてきた。しかしながら、実際の細胞内においてはタンパク質濃度が 100 
mg/mL を超えるような混雑環境である。そのような濃厚溶液中においては、上述した希薄環境下
では本質的に無視できるような排除体積効果及び他の生体高分子との相互作用が顕著になる。
その結果、希薄環境下で得られてきた目的タンパク質の構造・ダイナミクスとは異なることが予
測され、実際に NMR や小角 X 線散乱などにより特異な構造・ダイナミクスが報告されつつある。
一方、混雑環境下での目的タンパク質の構造・ダイナミクスの統一的理解には未だ十分な研究成
果の蓄積されていないため至っていない。そこで、混雑環境を再現する新たな実験手法の確立と
その環境下における目的タンパク質の構造・ダイナミクスを本研究課題で調べることを試みた。 

 
２．研究の目的 
 混雑環境を再現するためには、タンパク質のみならず核酸や多糖などの様々な生体高分子を
溶液中に共存させることが必要不可欠である。しかしながら、それらを高純度且つ大量に調整す
ることは実験上きわめて困難である。我々は特に生体内での混雑環境を維持している系である
水晶体に着目した。水晶体はレンズとして機能するためにタンパク質濃度を 100 mg/mL 以上に
保持している。興味深いことに水晶体はクリスタリンと呼ばれるタンパク質と水分のみで構成
され、他の構成生体高分子がほぼ存在しない非常に単純な系である。言い換えれば、クリスタリ
ンの濃厚溶液を調整するのみで混雑環境を再現することが可能である。そこで、我々は水晶体を
模倣した混雑環境をクリスタリンの濃厚溶液の調整により、クリスタリンの構造及びダイナミ
クスを調べることを本研究課題の目的とした。クリスタリンは、主に a-クリスタリン、b-クリ
スタリン、g-クリスタリンの三種類により構成されるが、その中でも a-クリスタリンは重量比
率で 50%近くにも達する。過去の研究より、a-クリスタリンは非常にダイナミックな挙動を示し、
我々の研究グループにおいても a-クリスタリンには構成するサブユニット間でのサブユニット
交換が存在することが希薄濃度において存在することを報告してきた。しかしながら、混雑環境
下において実際にサブユニット交換が存在するのか或いは存在したとしても希薄濃度下でのサ
ブユニット交換とどのように異なるかに関しては未だ報告例がない。そこで、特に混雑環境下に
おける a-クリスタリンのサブユニット交換に特に着目した。 
 
３．研究の方法 
 本研究を進めるにあたり、1. 混雑環境を構築する高
濃度タンパク質溶液の調整、2.混雑環境下でのサブユニ
ット交換を追跡する手法開発の二つの要素を充足する必
要がある。1.に関してはただ単純に高濃度タンパク質溶
液を調整するのみでは、図 1(a)に示すように他の粒子と
の相関(粒子間干渉)が顕著となる。このような干渉存在
下では実測散乱データに影響がみられる、特にサブユニ
ット交換追跡に使用する前方散乱強度(I(0))を正しく評
価することが極めて困難となり、結果的に 2.も満たすこ
とが出来なくなる。そこで、混雑環境下であっても粒子
間干渉の影響が無いような改良高濃度溶液を実験的に構
築することが必要不可欠である(図 1(b)参照、図中の赤
丸のみが観測できる)。中性子散乱の大きな特徴として溶
質と溶媒の散乱長密度(SLD)を一致させることで、溶質と
しての存在があるにも関わらず”散乱的に不可視化”す
ることが可能となる。図 2に軽水素化タンパク質及び 75%
重水素化タンパク質の SLDを示すが、それぞれ 40%, 100%
重水中で散乱的に不可視化できる。100%重水は、40%重水
と比較して溶媒由来の非干渉性散乱によるバックグラウ
ンドが一桁程度も低いので高 S/N の実験が実現可能とな
る。そこで、図 1(b)に示した改良高濃度タンパク質溶液
を作成するには、100%重水中で混雑環境を構成する高濃
度(>100 mg/mL)の 75%重水素化タンパク質溶液を調整し
その系に粒子間干渉が無視できるような濃度の軽水素化
タンパク質の添加が必要である。つまり、本研究では、
高濃度(>100 mg/mL)の 75%重水素化 a-クリスタリンと数
mg/mL 程度の濃度の軽水素化 a-クリスタリンの調整が要
される。この改良高濃度タンパク質溶液を調整した後に、
小角中性子散乱により混雑環境下におけるサブユニット
交換の追跡が可能となる。大量の 75%重水素化 a-クリス
タリンを調整後、重水素化率を MALDI 質量分析により評

 

図 1(a)通常の高濃度タンパク質溶

液。(b)改良高濃度タンパク質溶液。 

 
図 2 軽水素化及び 75%重水素化

タンパク質の散乱長密度。 



価した。SANS 測定にはオーストラリア原子力科学技術機構 (ANSTO) に設置されている小角散乱
装置 (Quokka)を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 75%重水素化 a-クリスタリンの重水素化率検定及
び 100%重水中での SANS プロファイル。 
 上述したように溶質と溶媒の散乱長密度をそろえる
ことが散乱的に不可視化できるが、僅かな重水素化率
のずれが混雑環境を構築する場合は大きな余剰散乱と
なる。そこで、SANS 測定前に調整した 75%重水素化 a-
クリスタリンの重水素化率を調べた。図 3 に軽水素化
及び 75%重水素化 a-クリスタリンの質量分析より得ら
れたスペクトルを示す。重水素化による質量増大によ
るスペクトルのシフトが確認され、軽水素化 a-クリス
タリンと比較することで重水素化率は 71.7%と見積も
られた。アミノ酸配列からの予測される 100%重水の SLD
と一致する厳密な重水素化率は 73.2％であり僅かに予
測とのずれが確認された。この重水素化率からのずれ
が SANS プロファイルに現れるかを確かめるために、こ
の 71.7%重水素化 a-クリスタリンを 110 mg/mL まで濃
縮した濃厚 71.7%重水素化 a-クリスタリン溶液及び粒
子間干渉の影響が十分に無視できる 0.45 mg/mL 軽水素
化 a-クリスタリンの 37℃における SANS プロファイル
を図 4 に示す。濃厚 71.7%重水素化 a-クリスタリン溶
液から特に小角側での立ち上がりが観測されるもの
の、非常に興味深いことに小角側の散乱強度は 0.45 
mg/mL の軽水素化 a-クリスタリンの方が強いことが確
認された。このことは、今回調整した濃厚 71.7%重水素
化 a-クリスタリン溶液は実験的に散乱的に不可視化さ
れた混雑環境構築成分として利用可能であることを示
している。なお、75%重水素化タンパク質の調整、重水
素化率の決定などの今回の研究課題で得られた知見は
別論文として纏めた[1]。また、更なる散乱的に不可視
化可能な濃厚 a-クリスタリン溶液の作成にはより厳密
な重水素化率の調整が必要である。 
 
(2) 混雑環境下における a-クリスタリンサブユニッ
ト交換の観測 
 濃厚71.7%重水素化a-クリスタリン溶液がほぼ散乱的
に不可視化可能な混雑環境を構築成分として利用でき
ることが確認できたので、混雑環境下における a-クリ
スタリンのサブユニット交換に注目した。最初に、110 
mg/mL 71.7%重水素化 a-クリスタリンと 1.8mg/mL の軽
水素化 a-クリスタリンを 100%重水中で 37℃にて混合
後、時分割 SANS 測定を開始した。特に、サブユニット
交換の追跡のために I(0)に注目するが、サブユニット
交換が進行すれば軽水素化、重水素化サブユニットが
混ざり合ったヘテロオリゴマーが時間経過と共に形成
される。その結果、タンパク質の SLD と溶媒の SLD と
の差分が減少し最終的に I(0)が時間経過と共に減少す
る。図 5 に SANS プロファイルの時間発展をしめすが、
明確に時間経過に伴い散乱強度の低下が確認された。
このことは、混雑環境において a-クリスタリンのサブ
ユニット交換が存在することを示す世界初の結果であ
る。この得られた SANS プロファイルに対して Guinier
解析を行うことで I(0)の時間発展を評価した。図 6 に
110 mg/mL 71.7%重水素化 a-クリスタリンと 1.8mg/mL
の軽水素化 a-クリスタリンからなる混雑系及び
28.5mg/mL 71.7%重水素化 a-クリスタリンと 0.45mg/mL
の軽水素化 a-クリスタリンからなる準混雑系[2]から
得られた 37℃での I(0)の時間発展を示す。混雑系の方
が I(0)の時間発展が遅くなっていることが見て取れ
る。そこで、単一の指数関数によりそれぞれの系におけ

 
図 3 (a)軽水素化、(b)75%重水素化

タンパク質の質量分析から得られ

たスペクトル。 

 

 

図 4 0.45 mg/mL 軽水素化、110 

mg/mL%71.7%重水素化タンパク質の

SANS プロファイル。 

 
図 5 110 mg/mL 71.7%重水素化 a-

クリスタリンと 1.8mg/mL 軽水素化

a-クリスタリン混合後の SANS プロ

ファイルの時間発展。 

 

図 6 混雑系(青丸)及び準混雑系(ピ

ンク丸)の I(0)の時間発展。実線は

単一指数関数による fit の結果。 



る交換の時定数を算出した。その結果、混雑系、準混雑系の交換の時定数はそれぞれ 0.13±0.02 
h-1 , 0.20±0.02 h-1と見積もられ、やはり混雑系の方が交換速度の低下を確認することができ
た。なお、両系において構成するすべてのサブユニットは交換可能であることが明らかとなった。 
 
(3) 混雑環境下におけるサブユニット交換のモ
デリング 
希薄環境下[3]におけるサブユニット交換は図 7
に示すように a-クリスタリンのオリゴマーから
モノマーが遊離・再会合が素過程とした monomer 
association/dissociation model により再現す
ることができた。そこで、混雑及び準混雑系にお
けるサブユニット交換も同モデルにより解析を
行った。図 8 に同モデルによる解析結果を示す
が、両系共に I(0)の時間発展を再現することが
できた。特筆すべき点は、混雑系においてモノマ
ーのオリゴマーからの脱離速度が準混雑系と比
較して 1.6 倍程度低下することが確認された。
a-クリスタリンのこのサブユニット交換が機能
の相関していることを示唆する報告例[4]もあ
るので、この混雑系においては寧ろシャペロン
活性が低下する可能性が示唆される。本結果を
より深く理解するために、生化学的な実験によ
る検証を進めている。 
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図 7 monomer association/dissociation 

model の概略図。 

 
図 8 混雑系(青丸)及び準混雑系(ピンク

丸)の monomer association/dissociation 

model による解析結果(黒実線)。 
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