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研究成果の概要（和文）：中性子散乱法（SANS法）によるタンパク質の動的構造解析では、コロナ禍により国外
の中性子実験施設が全く利用できなかったので、SANS実験の前に収集したＸ線散乱（SAXS）データにアンサンブ
ル最適化法を適用して初期的な構造解析を行った。その結果、全長のHefタンパク質の溶液中での構造は６つの
異なるコンフォメーションをもつ構造のアンサンブルとして再現できた。
一方、ポリペプチド鎖のライゲーションにおいてはスプリットインテインNpuDnaEを用いることで効率よく調製
する方法を確立した。また、重水素化率をコントロールした試料調製プロトコールおよび重水素化率の評価プロ
トコールも合わせて確立した。

研究成果の概要（英文）：In the dynamical structural analysis of proteins by neutron scattering 
(SANS), neutron facilities overseas were not available at all due to the COVID-19 pandemic. So, 
X-ray scattering (SAXS) data collected prior to SANS experiment were used for preliminary analysis. 
The analysis was performed by ensemble optimization method. As a result, the structure of the 
full-length Hef protein in solution could be well reproduced as an ensemble of six structures with 
different conformations.
Furthermore, we have established a method for efficient preparation of polypeptide chain ligation by
 using split intein, NpuDnaE. In addition, a sample preparation protocol in which the deuteration 
ratio was controlled and a protocol for evaluating the deuteration ratio were also established.

研究分野： 構造生物学、蛋白質科学、中性子科学

キーワード： 天然変性タンパク質　中性子小角散乱　セグメント重水素化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の動的構造の情報は創薬の分野で創薬候補化合物のヒット率の向上に大きく寄与するものと期待さ
れ、わが国の国家プロジェクトとして、京／富嶽コンピューターを利用した分子動力学計算で予測されてきた。
しかし、これはあくまでもin silicoのシミュレーションの世界の話で、実験データに基づいたタンパク質の動
的構造解析法の開発が長く待たれていた。その意味で、当該研究は学術的な意義とともに社会的意義も非常に大
きいと期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 

Ｘ線・中性子散乱法（SAXS・SANS）はタンパク質溶液にＸ線・中性子を照射し、散

乱されるＸ線・中性子強度の角度依存性からタンパク質の溶液構造を解析する手法で、揺ら

ぎの小さなタンパク質の溶液構造解析法として今日では広く利用されている。しかし、揺ら

ぎの大きなタンパク質では様々な構造をもつ分子からの散乱が加算・平均されるため、揺ら

ぎの小さなタンパク質と同様には取り扱えない。そこで、申請者らはＸ線散乱法（SAXS）

に関して、分子動力学（MD）計算で得られる揺らぎの情報から実測の SAXS データを検証

する手法（MD-SAXS 法）を開発し、この方法が揺らぎの大きなタンパク質の動的構造解析

に有効であることを示してきた。さらに、申請者らは、天然変性タンパク質（IDP）の研究

プロジェクト（新学術領域研究）において、MD-SAXS 法を高度化し、その適用範囲を IDP

にまで拡大しようと試みた。しかし、構造という三次元データを SAXS という一次元デー

タから求めるとき、分子量が１万以下の小型タンパク質を除き、Over-fitting の問題からそ

の動的構造を一義的に決定できないことが明らかとなった。そこで、本研究では、世界初の

試みとして、Ｘ線の代わりに中性子を用いて、大型タンパク質を小型タンパク質として取り

扱えることができる「セグメント重水素化中性子散乱法」を新たに開発し、この Over-fitting

の問題の解決を目指した。 

セグメント重水素化法はポリペプチド鎖の特定の領域（セグメント）の軽水素を重水素

で置換する方法で、元々はセグメントラベル法として NMR 構造生物学の分野で開発され

たラベリング技術である。本研究ではこれを重水素化ラベリングに特化して SANS 測定に

用いることにした。さらに、本研究では、重水素化率は 100%ではなく 75%とする。本研究

の対象である Hef タンパク質は、２つのドメインの間に 100 残基の天然変性領域（IDR）

をもつので、この２つのドメインを 75%重水素化し、この SANS を 100%重水の溶媒の下

で測定する。そうすると、75%重水素化された２つのドメインからの SANS は観測されず、

非重水素化の IDRからのSANSのみが観測される。この方法は「逆転コントラスト同調法」

と呼ばれ、研究代表者らが独自に考案した手法である。この方法を用いると、IDR のみを

100%重水素化した Hef 全長の SANS を 40%重水の下で測定する「コントラスト同調法」

に比べて圧倒的に低バックグラウンド（＝高精度）で SANS が測定でき、大きな利点ある。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、セグメント重水素化 SANS 法により、２つのドメインの間に 100 残基の

IDR をもつ Hef 全長の動的構造を原子レベルで解析することを目的とする。具体的には、

セグメント重水素化法で Hef の２つのドメインを 75%重水素化し、このタンパク質からの

SANS を 100%重水の下で測定する。そうすると、100 残基の IDR からの散乱のみが観測

されるので、この散乱データをアンサンブル最適化法で解析する。この手法のポイントは、

２つのドメインの構造の揺らぎは無視できる程度に小さいので、最適化された IDR の構造

アンサンブルが Hef 全長の動的構造となる点である。本研究では、こうして得られた Hef

全長の動的構造から天然変性タンパク質（領域）が織りなす高度な分子認識・機能発現機構

の解明を目指す。 

 
 
３．研究の方法 

本研究では、タンパク質の動的構造解析のために、Ｘ線の代わりに中性子を利用する。

さらに、大型タンパク質を小型タンパク質として取り扱えることができる「セグメント重水



素化中性子散乱法」を新たに開発する。セグメント重水素化法はポリペプチド鎖の特定の領

域（セグメント）の軽水素を重水素で置換する方法で、元々はセグメントラベル法として

NMR 構造生物学の分野で開発されたラベリング技術である。本研究ではこれを重水素化ラ

ベリングに特化して SANS 測定に用いることにした。さらに、本研究では、重水素化率は

100%ではなく 75%とする。本研究の対象である Hef タンパク質は、２つのドメインの間に

100 残基の IDR 領域をもつので、この２つのドメインを 75%重水素化し、この SANS を

100%重水の溶媒の下で測定する。そうすると、75%重水素化された２つのドメインからの

SANS は観測されず、非重水素化タンパク質（＝IDR 領域）からの SANS のみが観測され

る。この方法は「逆転コントラスト同調法」と呼ばれ、研究代表者らが独自に考案した手法

である。この方法を用いると、IDR 領域のみを 100%重水素化し、この SANS を 40%重水

の溶媒の下で測定する「コントラスト同調法」に比べて圧倒的に低バックグラウンド（＝高

精度）で SANS が測定できる大きな利点ある。 

ポリペプチド鎖の特定の領域（セグメント）の重水素で置換するためには、あらかじめ

重水素で置換した領域とそうでない領域を別々に調製し、最終的に両者を再結合（ライゲー

ション）させる必要がある。ポリペプチド鎖のライゲーションには、ライゲーション酵素の

一つであるスプリットインテインを利用する。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) スプリットインテインを用いたライゲーション法による試料調製法の確立 

ポリペプチド鎖のライゲーションは様々なライゲーション酵素や化学反応を利用した系が

開発されてきたが、本研究ではスプリットインテインの NpuDnaE を用いてライゲーショ

ンを効率よく行う試料調製法を確立した。当初の予定では、2 つのドメイン（ヘリカーゼド

メイン:分子量約 5 万とヌクレアーゼドメイン:分子量約 3 万）を 75%重水素化し、その間に

存在する分子量約１万の IDR を可視化する計画であった。しかし、研究の進展に伴い、Hef

全長はタンパク質濃度依存的に会合を起こすことがわかり、会合しない単分散な状態で測

定するためには全長 Hef の濃度が 0.9 mg/ml 以下という希薄な条件にする必要があること

が判明した。このような希薄な条件で IDR を可視化すると、IDR の濃度は 0.1 mg/ml とな

り、バックグラウンドの低い逆転コントラスト同調法を用いても十分な S/N 比で SANS デ

ータを収集することが難しいと予想された。そこで、計画を変更し、当初の目的を損なうこ

となく S/N 比を向上できる折衷案として、[1] 軽水素体ヘリカーゼドメイン-IDR に 75%重

水素体ヌクレアーゼドメインをライゲーションしたものと、[2] 75%水素体ヘリカーゼドメ

インに軽水素体 IDR-ヌクレアーゼドメインをライゲーションしたものをそれぞれ調製し、

それぞれ片方のドメインのみを可視化した試料の SANS データを収集することにした。結

果、[1]および[2]の試料ともに数 mg～数十 mg の量でセグメント重水素化 Hef タンパク質

を調製することに成功した。また、スプリットインテインによる酵素反応ではライゲーショ

ン箇所の 1 アミノ酸をシステインへ置換する必要があるが、この１残基置換が Hef 全長の

動的構造へは影響しないことを SAXS 解析により確認した。 

 

(2) 重水素化率を正確に調節した試料調製プロトコールおよび重水素化率評価プロトコー

ルの確立 

一般にタンパク質の重水素化は重水及び重水素化グルコースを含む最小培地で大腸菌を培



養することで行う。本研究では不可視化したいドメインを均一に正確に 75%重水素化する

必要があるが、重水素化率をコントロールして試料を調製し、かつ得られたタンパク質の正

確な重水素化率を評価する必要があるが、その方法はこれまで確立されていなかった。本研

究では京都大学の杉山教授らとの共同研究により、質量分析で観測された 100%軽水素体と

目的の重水素体の質量差から実際の重水素化率を評価するプロトコールを確立した。その

結果、重水／軽水比および重水素体グルコース／軽水素体グルコースをそれぞれ 75%、25%

に調製した最小培地を用いても、タンパク質の種類によってあるいは培養ロットによって

重水素化率が 75%から大幅に逸脱することが判明した。そこで、あらかじめスモールスケ

ール培養で大まかな重水素化率を確認した後、置換率が 75%に近くなるように培地の重水、

重水素体グルコース量を調整することにした。そして、ラージスケールで培養し、得られた

タンパク質の重水素化率を質量分析で評価・確認した。こうして評価されたタンパク質の重

水素化率（約 75%）に基づき、逆転コントラスト同調法で使用する溶媒の重水濃度を微調

整した。加えて、ライゲーションしていない重水素化（重水素化率：約 75%）ドメイン単体

を複数濃度の重水溶媒中（例えば 0, 40, 80, 100% 重水）で SANS 測定することで溶媒とタ

ンパク質のコントラストを確認した。そして、不可視化したいドメインからの散乱の寄与を

見積もり、必要に応じてさらに溶媒の重水濃度を微調整することにした。このようにして、

重水素化率を正確に調節かつ確認することで、不可視化したいドメインからの散乱の寄与

の大きさを見積もるという SANS 解析に必要な一連の実験プロトコールを確立した。これ

らのプロトコールは Hef タンパク質に限らず他の様々なタンパク質に適用可能な汎用性の

高いものである。 

 

(3) アンサンブル最適化法による動的構造の解析 

2020 年度はセグメント重水素化 Hef 試料を用いて逆転コントラスト同調法による SANS

実験を予定していた。しかし、コロナ禍により、特に大強度中性子が利用可能な海外中性子

実験施設を全く利用できなかったため、SANS データを得ることはできなかった。しかし、

SANS に先行して行った SAXS 解析では SAXS データをもとに Hef 全長にアンサンブル最

適化法を適用したところ、溶液中での動的構造は 6 つの代表構造のアンサンブルとして再

現された。図ではヘリカーゼドメインに対してヌクレアーゼドメインが様々な相対配置を

とっており、それらの構造アンサンブルとして実測の SAXS 散乱曲線が再現されており、

Hef は柔軟な構造をとっていることがわかる。一方で、各構造の占める割合を見てみるとヘ

リカーゼドメインとヌクレアーゼドメインが接近した構造が高い割合を占めていることが

わかった。天然変性領域は非常に柔軟であるにもかかわらずこのような構造の偏りを持つ

ことが機能に必要であると推測される。SAXS データに基づく解析ではドメイン部分から

の散乱の寄与が大きいため、散乱の寄与の小さい天然変性領域のコンフォメーションの解

釈には任意性が残っているが、今後 SANS データを取得することができれば解釈の任意性

を解決し、天然変性領域の詳細なコンフォメーションを解析でき、構造の偏りを生み出す機

構や機能との関連を明らかにできると期待される。 
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