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研究成果の概要（和文）：蛋白質中性子結晶学では、蛋白質内に存在する水素や、その周囲の水分子からくる日
干渉性散乱が非常に大きく、中性子回折実験ではバックグラウンドとなる。また蛋白質からの平均の回折強度
は、格子サイズが大きくなるにつれて反射の数が増加するため非常に弱くなる。したがって大型格子蛋白質単結
晶によるブラッグ反射は特に信号とバックグラウンドの区別が難しいものとなる。我々は、J-PARC/MLFにおいて
大型蛋白質向けの単結晶中性子回折計の建設を計画しており、本研究では、そのような弱い反射を精度良く積分
することを目的とした調査研究を実施し、新しいデータ処理プロトコルの開発と回折装置の設計を行った。

研究成果の概要（英文）：In neutron protein crystallography, the incoherent scattering from hydrogen 
atoms involved in a protein single-crystal and the surrounding water molecules is significantly 
large, resulting in backgrounds on neutron diffraction experiment. The diffracted intensities from a
 protein single-crystal are very weak as the number of reflections increases with larger unit cells.
 This has difficulty in discriminating between coherent signal and backgrounds especially for the 
Bragg reflections diffracted from biomacromolecules with large unit-cells. We are planning to build 
the neutron single-crystal diffractometer in J-PARC/MLF. In this study, I performed the feasibility 
studies to precisely integrate weak reflections characterized by the single-crystal neutron 
diffractometry and developed the new data reduction protocol. In addition, I designed a new 
versatile diffractometer dedicated for biomacromolecules with large unit cells.

研究分野： 原子核　生物物理

キーワード： 原子核　散乱　蛋白質科学　生物物理　中性子科学　量子ビーム　データ処理　構造生物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 
英国ISISのパルス中性子単結晶回折装置で

は、世界に先駆けて実空間での一次元TOFプロ
ファイル関数を用いた積分方法が、取り入れ
られ、パルス形状の時間方向の非対称性を再
現するため、半経験的な畳み込解析関数やバ
ックグラウンド解析関数を用いたプロファイ
ルフィッティングが行われている。日本にお
いても実空間での積分処理が採用されており、
主にピーク領域内をカウントするBOX和によ
るものが用いられているが、プロファイフィ
ッティングによる積分方法はまだ確立されて
いない。いずれの手法においても、ピークサ
ーチによって反射の位置情報から決まる逆格
子点の位置を特定し、各反射スポットに対し
てX-Y-TOFピークマスクを決める。そのマスク
の局所的な範囲においてバックグラウンドの
評価を行い、積分強度を算出している。一方、
世界のパルス中性子の回折強度のデータ精度
は、単色中性子の場合に比べて悪く、その原
因として申請者はプロファイル関数とバック
グラウンド除去方法に一つの要因があると考
えている。 
米国SNSでは、逆空間（Q空間）上での一次

元プロファイルフィッティングによる積分方
法の開発も進められている（A. J. Schultz et 
al, Journal of Applied Crystallography, 
2014）。逆空間においては、空間の幅が縮小
し、反射幅も狭窄するので実空間TOF方向の非
対称度も緩和されるという長所はある。しか
し、バックグラウンド構造が明瞭な一次元方
向にスペクトルを切り出し、バックグラウン
ドを除去し積分強度を算出するという手法は、
我々が行っているTOF方向のものと手法とし
ては本質的に変わらない。問題にする必要が
あるのは、実空間あるいは、逆空間の一次元
プロファイルフィッティング積分処理いずれ
においても、いったん一次元にしてしまうと、
落とされた次元方向のバックグラウンド情報
が失われ、これにより3Dブラッグ反射自身に
載っているバックグラウンドの精度の高い数
値化が困難となる。 
申請者らはこれまでに類を見ない250Åを超

える大型格子結晶からのラウエ中性子回折デ
ータ収集を可能とする新たな生体高分子専用
単結晶中性子回折装置の建設準備をJ-PARCに
おいて進めている。この装置では大型格子蛋
白質を取り扱うため反射強度が弱く、また検
出器の同時計数測定に起因する時間方向の偶
発コインシデンスや、蛋白質内外の水素原子
由来の非干渉性散乱によるTOF方向の非常に
大きな構造的なバックグラウンドが、干渉性
散乱であるブラッグ反射の下に存在している
ためより精度の高いバックグラウンド処理方
法が必要となる。 
一方我々が今後建設を予定している装置は

中性子捕獲によって発生するγ線を測定する
のではなく、散乱される中性子を検出するも
のであるが、中性子捕獲γ線は逆にバックグ

ランドとなるため測定精度を悪化させる要因
となる。測定の目的および対象は異なるが、
我々の実験も４π立体角球状分光器を用いた
低エネルギー原子核散乱実験であり、測定方
法は共通したものがあり、分光器設計への応
用が可能であると考える。世界のパルス中性
子の回折強度のデータ精度は、単色中性子の
場合に比べて悪く、その原因としてデータ処
理手法の戦略以外にも分光器由来のバックグ
ランドの影響も少なからず存在すると申請者
は考えている。大型生体高分子を対象にした
パルス中性子回折計は国内では iBIX、米国の
SNS では ManDi が稼働しているが、いずれも
膜蛋白質や巨大複合体蛋白質を対象としたも
のでなく厳格なバックグラウンドの低減化が
要求されないため、散乱/核反応の素過程に基
づく分光器設計は行われてこなかった。これ
まで熱中性子は、X 線と比較してエネルギー
が低く、透過性も良いため蛋白質試料に対す
る放射線損傷などは起こらないとされてきた。
しかしながら、これまで述べたように熱中性
子の周りの高エネルギーの捕獲γ線や、電磁
シャワーによって生成されたγ線、電子や陽
電子が、蛋白質分子内の分子軌道に存在する
電子に作用し、中性子自身の放射線損傷によ
る影響はないが、これら二次粒子による蛋白
質分子の酸化や還元反応などは少なからず起
こり得ると考えている。新装置のサンプル環
境設計の最適化を行い、ソフトウェアばかり
でなく、ハードウェアの観点からも大型蛋白
質測定実現に向けた基盤技術の確立を行う。 
 

２．研究の目的 

 

微弱な回折強度を精度よく評価する手法と
して、プロファイル関数を用いた積分法が回
折分野では広く用いられている。パルス中性
子源施設に設置された高分子単結晶回折装置
では、異なる速度を有する中性子を利用した
time-of-flight(TOF)法が採用されており、空間
方向の統計的なバックグランドに加えて、時
間方向には、大きな水素原子由来の非干渉散
乱に信号が埋没される。さらに、反射スポッ
トは、時間方向に中性子線源に由来するテイ
ルを有する。このようなピーク形状を精度よ
く評価するためには、従来の局所的なバック
グラウンド評価法や、半経験的な畳み込み関
数を用いた手法では、X, Y, TOFに強度を加え
た四次元実空間での積分法としては十分な精
度を有しているとは言えない。 
そこで、本申請では、時間方向のパルスの非
対称性を精度良く再現する関数と、時間に応
じてピーク幅が異なりかつ膜蛋白質結晶由来
の弱い反射に対してもバックグラウンドを正
しく見積もる手法を組み合わせた、新しいデ
ータ処理法を提案し、その処理ソフトの開発
を行う。 
 

３．研究の方法 

 



従来の古典的なデータ処理に比べて、本申
請で提案する新たなデータ処理においては、
X, Y の 2 次元の空間方向に加えて時間方向
（TOF 方向）の軸が一軸増えている。TOF 方
向には、水素からの中性子非干渉性散乱由来
の入射中性子スペクトル概形のバックグラ
ウンドと、その上に中性子線源を含む装置由
来の非対称性形状とサンプル由来形状を畳
み込んだブラッグ反射が存在する。特に蛋白
質分子内においては、半分以上水素原子を占
めており、非干渉散乱のバックグラウンドは
低分子結晶からのものに比べて遥かに大き
い。さらに膜蛋白質や複合蛋白質の場合では、
格子体積が一般に大きく、観測される積分強
度も弱い。 
申請者らはこれまでに類を見ない 250Å を

超える大型格子結晶からの中性子回折デー
タ収集を可能とする新たな生体高分子専用
単結晶中性子回折装置の建設準備を J-PARC
において進めている。この装置においては
iBIX と同様に X, Y 方向のファイバを 2 枚の
ZnS:Ag（中性子吸収材：ホウ素 10 またはリ
チウム 6 を含む）シンチレータで挟んだ構造
をもつ検出器を採用する予定である。吸収材
に捕獲された中性子は、核反応により荷電粒
子に変換され、その場所では、ZnS:Ag から比
較的大きな光量が発生する。X,Y 方向のファ
イバを経由した光子は、PMT(光電子増倍管)
を通して電気信号の同時計数処理により散
乱中性子のイベントとして観測される。実際
にファイバを通して光電面に到達する光子
はさらに減少するため、信号処理はアナログ
方式ではなくフォトンカウンティング方式
が採用されている。ZnS:Ag 自身は、光に対す
る透明性が悪いので、その分布は鈍るため発
光に伴う離散的な弱い信号も沢山生じる。さ
らに ZnS:Ag の発光では大きなアフターグロ
ーも伴うため、1 中性子が来てからもしばら
くの間弱い離散的な信号が来る。これらの状
況から空間方向の偶発コインシデンスも無
視できない。 

古典的なこれまでの積分法では、ピークの
予測位置に対してピクセル領域あるいはプ
ロファイル形状を最隣接の反射情報から仮
定しピークマスクを指定する。その上で最小
自乗法により平均的なバックグラウンドを
評価し、バックグラウンド除去後積分強度と
その強度誤差を算出している。TOF 単結晶中
性子回折実験においても、古典的な手法によ
りピークのピクセル領域内カウント数の和
あるいは斜影によるフィッティング積分が
行われている。一方、強度を含む x,y,TOF４
次元のオリジナル次元を保存したままのプ
ロファイルフィッティングによるピーク積
分は、精度は高いと考えられるが時間方向の
非対称性もあり困難である。したがって積分
する際には次元を落とす必要があるが、ただ
しそのことによりバックグラウンドの情報
が欠落するというペナルティもある。よって、
弱い反射下に存在する高いバックグラウン

ドをより正確に区別可能なオペレータと、ピ
ーク幅を考慮可能な多次元バックグラウン
ド処理が必要である。申請者の新提案は、初
めの段階で X-Y-TOFの 3次元ヒストグラムデ
ータから上記条件を兼ね備えたバックグラ
ウンド処理方法により除去を行う。得られた
X-Y-TOF ヒストグラムから結晶の方位を特定
する行列（UB-Matrix）により反射を同定し
反射に対してピークマスクを決め TOF方向に
斜影し、一致度が高いプロファイル関数を用
いて数値積分を行う。 
 

４．研究成果 
 
 Landau/Vavilov 関数は、もともと電磁相互
作用によるラザフォード散乱から導出され
たものであり、中性子の減速に関与する強い
相互作用である核力とは、性格的に異なる。
しかし、申請者は関数の形状に関わる背景に
ある確率的な原理は類似していることに着
眼し、本関数が積分の TOF プロファイル関数
として有効であることを実際の回折データ
を用いて立証した(雑誌論文⑥)。 
さらに反射強度が弱くかつ構成原子の約

半分を占める水素原子からの中性子非干渉
散乱による高いバックグラウンドを特徴と
する蛋白質の場合では強度積分を目的とし
た形状プロファイル関数に加えて、高度なバ
ックグラウンド評価機能が重要となる。本申
請では統計揺らぎに強く弱いピークが強調
可 能 で あ る 多 次 元 対 応 の
Statistics-sensitive Nonlinear Iterative 
Peak-Clipping(SNIP)アルゴリズムの導入を
行った。この手法は、原子核の γ 分光や、
ラマン分光、マススペクトルデータなどの分
光学の分野でのバックグラウンドの評価に 
も使用されている実績があるが、これまで結
晶学の分野では採用されたことはない。SNIP
は弱いピークでもバックグランドの識別が
可能なオペレータを保持し、非対称性のピー
クでもその識別が可能である。 

図１ X-Y-TOF＋強度ヒストグラム生データ
に SNIP適用:BG除去後の X-TOF射影ス
ペクトル (c), TOF 射影(d) 
SNIP 適用前:(a)（b） 

 



 
単結晶中性子解析の場合は粉末中性子解析
のように一次元 TOFでなく多次元スペクトル
である。このアルゴリズムは簡単に多次元に
応用することが可能であり、申請者はこの点
に着眼した。申請者は iBIX を用いて測定し
た蛋白質結晶の反射にも適用し SNIP 法の有
効性を確認した（図１）。 
SNIP では、ピークの幅に合わせて各ビンご

とにベースラインを評価してゆく方法であ
り、ピークの幅に応じたウィンドウ値が初期 

図 2 SNIP による TOF 方向ウィンドウ値評価 
 
パラメータとして割り当てられる。ウィンド
ウ初期値が大きすぎるとベースラインが過
小評価となり、逆にウィンドウ値が小さい場
合、ベースラインが過大評価となる（図２）。
特に空間以外の TOF方向には線源の減速材に
起因するテイル構造が存在する。TOF のピー
クの幅はｄ値によって変化するため初期値
はｄ値に応じたウィンドウ値が必要である。
実際の蛋白質データを用いて網羅的に解析
を行い大型蛋白質データに適用するための
空間方向および時間方向の最適な初期値は、
おおよそ半値幅の約 1.5倍であるこが分った。
この結果は雑誌論文③に報告済である。 
 これまでに、バックグラウンド評価のため
の SNIP アルゴリズムおよび Landau/Vavilov
関数を組み合わせたデータ処理を既存のデ
ータ処理方法と突き合わせて新たなプロト
コルの開発を行った。従来のスポット単位の 

図３ 大型格子蛋白質を対象にした新し
いデータ処理プロトコルの提案 

 
局所的なバックグラウンド評価では、連続的
なバックグラウンドとシグナルの境界識別
が難しいため積分強度算出の系統誤差が生
じ得る。したがって、新しいデータ処理法に
おいては、ピークスポット単位でのバックグ
ラウンド評価は行わず、X, Y, TOF 方向全 bin
に対して忠実に連続的なバックラウンドの
形を再現できるようなアルゴリズムをデー
タ処理の初期段階で適用し（図３ 黄色部：
個々の反射の処理、緑部：バックグラウンド
処理）除去後、ピークごとに BOX SUM や TOF
解析関数を用いた積分処理に移行するデー
タ処理プロトタイプを試作した。 

現在J-PARC/MLF に設置されたBL10に生体
高分子専用高分解能単結晶中性子回折度装
置の建設を予定しており、建設に必要な線源
の選定（雑誌論文⑤）、ビーム輸送のための
中性子ガイドおよび分光器の設計を J-PARC
と共同で進めており（図４）、そのおおよそ
の基本設計はすでに完了しているが（雑誌論
文①、④）、これまで分光器および試料周り
の環境の設計が未確定のままであった。 

図４ 中性子ビーム輸送系の設計 
 
本装置では、膜蛋白質や巨大複合体蛋白質

を対象にしており反射強度も非常に弱い。こ
のような大型格子蛋白質の構造解析に必要
な典型的な強度精度を得るためには、１セッ
ティングの測定で約５日必要であり、仮に１
０セッティングの反射を取得し、検出器セッ
ティングや中性子ガイド等の損失因子を２
とした場合、およそ１００日の測定時間を必
要とすることになる。S/N を改善するための
データ処理の手法を考案し、ほぼその実現へ
の目途が付いているが、これをもってしても
平均の回折強度は弱く、さらに中性子特有の
問題である水素原子由来の非干渉性散乱に
よるバックグラウンド上昇もあるため、微弱
な回折強度を精度良く測定するためのハー
ドウェア設計の実現が、中性子をライフサイ
エンス研究に適用する上で避けられない。し
たがって、ハードウェアレベルでの S/N の改
善も必要であると考えている。分光器形状は、
散乱の立体角を確保するために球状支持台
を考えているが、大型蛋白質の場合には格子
定数が大きいため反射の数も多く、結晶学的
により効率的に反射の数を確保できるよう
な支持台構造が理想である。ビーム進行方向
に対して垂直に左右に二つの半球支持台が
稼働し、試料へのアクセスが可能な支持台の
設計を行った（図５）。これにより従来の iBIX 

 

 

 



図５ 大型蛋白質測定に向けた分光器設計 
 
よりも約 20%の立体角の確保が可能である。 
これまで、法的な放射線規定に基づいた遮

蔽計算は行ってきたが、中性子検出器に対し
てのクリーンな環境を実現するためのバッ
クグラウンドの評価や、蛋白質単結晶試料に
対する放射線の影響についてはこれまで調
査されてきていない。実験に使用する熱中性
子は、透過性がよく分光器室内には非常に多
くの隙間空間に分布し、熱中性子は物質に対
する捕獲断面積を持っているため、周囲には
多くの高エネルギーγ線（keV～MeV）が存在
している。このような特性をもつ熱中性子に
よるバックグラウンドの寄与は、空気中で散
乱された熱中性子や、捕獲γ線によるもの以
外にも宇宙線による影響も大きいかもしれ
ない。この問題解決のためには、トリガーの
方法にも改善の余地は残されているが、中性
子線源の地下に分光器を設計することが可
能であれば、宇宙線の影響が低減可能である。
さらに重力の影響によりビームの位相空間
の縮小化と発散の低減にもつながる可能性
もあるので、上記は効果的かもしれない。 
試料周りでは、材質的にγ線による遮蔽効

果を高め、中性子の散乱および吸収断面積が
小さい材料のものを採用した。また空気散乱
の寄与を少なくするために、検出器支持体内
は一次真空を保持した設計を行った（雑誌論
文①）。またこれに加えて X 線と中性子の同
時精密化のためのデータ測定のために X線装
置と組み合わせた汎用的な分光器の設計も
行った。 
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