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研究成果の概要（和文）：重水素化試料及び溶媒コントラスト変調法を用いた中性子小角散乱法

により、タンパク質の高次構造のダイナミクスの解析法を確立した。同手法を用いて、20S プ

ロテアソームを形成するサブユニットの１つ(α７)が単独で作る会合体において、そのサブユ

ニットが交換する現象が存在することを初めて確認し、同時にその Kinetics の解析も行った。 
 
研究成果の概要（英文）：We established an analysis method for dynamics of high order 
structure of protein by Small-Angle Neutron Scattering utilizing deuterated proteins and 
solvent contrast variation technique. With the method, we found the subunit exchange 
between the aggregates consisting of α7-subunits which are one of subunits of the 20S 
proteasome, and analyzed its kinetics. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質が特異的な立体構造を持ち、そ
の構造に基づき機能を発現していることは
良く知られている。したがって、タンパク質
の立体構造の形成機構を理解することは、生
物物理学において非常に重要な課題の１つ
である。この構造形成の問題は、「階層的な 2
つの段階」に分離できると考えられる。第 1
段階は、ポリペプチド鎖自身の立体構造形成
の問題で、いわゆる「フォールディング問題」
である。これは、ポリペプチド鎖が 2 次・3
次の立体構造形成において、多くのほぼ熱力

学的に等価なパスの中から構造形成のため
の最適なパスを瞬時に選択している物理原
理の解明である。一方、多くのタンパク質は
「1 本」のポリペプチド鎖からなる 3 次元構
造体ではなく、複数の 3 次構造体が会合して
構成される「複合タンパク質」である。した
がって、「構造形成における第 2 段階の問題」
は、この「複数の 3 次構造体による大規模な
会合体形成機構」＝「高次構造形成機構」の
解明がもう一つの段階であり、このレベルで
の構造形成機構の解明が重要であると考え
られる。具体的に述べると、この高次構造体
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形成では、いくつかのシャペロンが働く「生
物学的な過程」が見られるが、それだけはな
く 3 次構造体の会合体が熱平衡状態として
「自律的」に形成される純粋な「物理的な(熱
力学的)な過程」も構造形成に寄与しているの
ではないかと申請者は考えている。更に、両
者は関連しており、物理的な構造形成機構が
高次構造体形成の基礎的な駆動力であり、シ
ャペロンなどを用いた生物学的な機構が構
造形成の方向付けを行っていると考えられ、
まず、物理的な構造形成機構の解明の研究が
必要であった。 
 
２．研究の目的 
高次構造の形成には、サブユニットレベルで
の動的な構造形成機構が存在するのではな
いか？と考え、 
A. 上記のサブユニットスケールで上記の動

的機構の存在の有無 
B. 動的機構が存在するのならば、その

Kinetics の解明 
を目指した。 
 具体的なタンパク質複合体としてタンパ
ク質の代謝において重要な役割を担ってい
る 20S プロテアソームに注目した。20S プ
ロテアソームは、それぞれ異なる 7 つのサ
ブユニット(α1-α7、β1-β7)から成るα
リング・βリングがαββαの順に会合し
た 14 種類・合計 28 個のサブユニットから
構成される巨大複合タンパク質である。興
味深い点は、αリングを形成するサブユニ
ットの１つである「α７」は、単独でαリ
ングに相同な 7 回回転対称体を自律的に作
り、更に、この 7 回回転対称体が 2 つ結合
した中間会合体を形成することを明らかに
しているが、このα７リング間でサブユニ
ット交換現象が存在する可能性が指摘され
ている事である(図参照)。この交換現象の
有無と現象が存在した場合の Kinetics 解
析を目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
 本研究では、「複合タンパク質におけるサ
ブユニット交換」というこれまで明らかにさ
れていなかった現象を測定することが重要
である。そのために申請者らは以下に示すよ
うな重水素化試料と中性子小角散乱(SANS)
を組み合わせた手法を考案した。 

 
 中性子散乱の特徴として、軽水素と重水素
とで散乱長が異なることが挙げられる。例え
ば、軽水素を重水素に置換した重水素化タン
パク質(h-タンパク質：黒色・上図中央)と無
置換のタンパク質(h-タンパク質：白色・上
図左端)では、構造は同じであるが散乱長密
度が異なる。したがって、h-サブユニット、
d-サブユニットが等量混合した hd-複合タン
パク質(上図右端)の場合は、h-タンパク質と
d-タンパク質の中間の散乱長密度を持つこ
とになる。一方、水溶液試料からの散乱強度
は、「溶媒である水とタンパク質の散乱長密
度の差」＝「コントラスト」が重要となる。
溶媒の散乱長密度は重水と軽水を適量混合
すること正値から負値まで変化させること
が可能であるから、溶媒の散乱長密度を h-
タンパク質とｄ-タンパク質の中間、すなわ
ち hd-複合タンパク質の散乱長密度と一致さ
せることができる。(この水溶液を「マッチ
ング水溶液」と呼ぶ：α７中間会合体のマッ
チングポイントは、計算により軽水：重水=
１:4 である。) このマッチング状態での h-
タンパク質・d-タンパク質・hd-複合タンパ
ク質のコントラストを図の棒グラフに示し
た。中性子小角散乱強度はコントストの 2乗
であるから、マッチング水溶液では、h-タン
パク質・d-タンパク質は小角散乱を引き起こ
すが、hd-複合タンパク質からの小角散乱は、
コントラストがほぼ零なので非常に弱くな
る(厳密にはサブユニットのパッキングによ
る内部構造に依存した散乱が観測される。)。
以上より、hd-複合タンパク質のマッチング
条件で、h-タンパク質水溶液と d-タンパク質
水溶液を等量混合した場合、サブユニット交
換機構が存在するならば h-タンパク質・d-
タンパク質は hd-複合タンパク質に置換され、
置換率に応じて中性子小角散乱強度が減少
するはずである。したがって、散乱強度の減
少率から置換率が分かり、更に散乱曲線シミ

α７リングにおけるサブユニット交換モデル。

重水素化・軽水素化・複合α７中間会合体の

マッチング水溶液におけるコントラスト． 



 

 

ュレーションを行い、測定された散乱曲線を
解析すれば、置換位置の相関などを明らかに
することができることができる。 
 
４．研究成果 

下図に中性子小角散乱曲線の経時変化を
示す。ｈ体―d 体の混合後、明瞭な零点散乱
強度の減少が観測され、サブユニット交換現
象が存在することが確認できる。この強度現
象は、X 線小角散乱では観測されず、タンパ
ク質の変性等によるものではない事が確認
できている。 

 

 
更により詳細にこの現象を理解するため

に下図に示す零点散乱強度の経時変化の解
析を行った。零点散乱強度の経時変化の特徴
は、 

 
① 零点散乱強度の減少は、12 時間経過程度

で初期値の 80%程度で停止する 
② 経時変化は2つの時定数の異なる指数減

衰関数の和で表される 
ことが判明した。 
 

 
種々のモデルに対してコンピュータによる
経時変化のシミュレーション解析行うと、 
 
③ 交換可能なサブユニット数は１つのα

リング gあたり 2つ 
④ αリングは励起状態と安定状態の 2 つ

の状態間を遷移しており、励起状態の
・-ring 間でのみ交換は起こる。上記の
遷移の時定数と交換の時定数の比は 1：
5.5 

と言うモデル（下図参照）でうまく現象を説
明するが可能であることが判明した。 
 

 
 本成果は、サブユニットと言う 4次構造レ
ベルで、これまで知られていなかった動的な
現象が存在する事を初めて明らかにしてお
り、非常に高く評価されている。加えて、本
研究でも用いた手法は、他のタンパク質複合
系にも適用可能であり、今後の研究の発展に
非常に寄与すると考えられる。実際、申請者
等のグループは本手法を用いた既に新たな
タンパク質の動態研究に取り組んでいる。 
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