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研究成果の概要（和文）：

中性子は水素原子の観測に適するプローブである。中性子を用いて蛋白質の機能発現に重要
な水素原子を観測するために、結晶内に配置された蛋白質分子間の接触部位を構成するアミノ
酸残基を置換してパッキングを改善する手法や、試料を逐次的に添加して結晶を大型化する手
法を確立することによって、ヒト免疫不全ウイルスプロテアーゼおよびブタ膵臓エラスターゼ
などの創薬標的蛋白質の中性子結晶構造解析に成功した。

研究成果の概要（英文）：
Neutron diffraction is a powerful probe for the observation of hydrogen atoms

important for protein function in biomolecules. However, it is necessary to prepare
relatively large crystals to obtain neutron diffraction data. By introducing mutations into
the amino acids involved in crystal contacts, and developing crystallization techniques to
periodically supplement protein into the crystal mother liquor, we succeeded in growing
large crystals suitable for collecting neutron diffraction data and solved the structures of
human immunodeficiency virus-1 protease and porcine pancreatic elastase.
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１．研究開始当初の背景
生命の営みに関わる様々な生体分子の機

能には、これまで観測が難しかった水素原子
や水分子の配向が大きく関わっている。生体
分子に生ずる個々の化学反応を解明するた

めには、反応場（蛋白質の複数の触媒基、補
酵素、補欠分子等）における水素原子や水和
水の状態を正確に解析する必要がある。中性
子を用いる立体構造解析においては、水素原
子は蛋白質の他の原子（炭素、窒素、酸素）
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と同様な原子散乱長を有するため、2.5Ǻ程度
の比較的低い分解能においてもその存在を
容易に確認できる。しかしながら中性子ビー
ムの強度が弱いために、回折データの取得に
は大型の結晶が必要である。従って蛋白質の
構造解析においては、他の手法で決定された
骨格構造に加えて、中性子を用いて水素原子
や水和構造を観測するという相補的な利用
が効果的である。このような背景から中性子
利用のための基盤技術の確立が必要である。

２．研究の目的
(1) 蛋白質大型結晶の作製技術を開発する。
中性子ビームを蛋白質の構造解析に用い

る上で、最も大きな技術開発課題は、結晶の
大型化である。これまでの結晶の大型化は主
として条件の探索が主体であった。そこで、
変異導入によって結晶内の蛋白質の分子間
接触を改善させることによって結晶の大型
化を試みる。

(2) 中性子回折データを効果的に収集し、中
性子解析を迅速に進めるための要素技術を
確立する。

強度の弱い中性子ビームを蛋白質の立体
構造解析に用いるためには、中性子回折計の
高度化を含む回折データ収集技術の高度化
が必要である。また蛋白質の中性子構造解析
を迅速に進めるためには、蛋白質と相互作用
する水和水を迅速に同定する必要がある。

(3) 創薬標的蛋白質の中性子構造解析によっ
て創薬研究への貢献を目指す。

医薬品などの直接的な作用点となる創薬
標的蛋白質の活性部位の立体構造は、より高
機能の医薬品の設計において有用な知見を
与える。創薬標的蛋白質の活性部位には様々
な解離性アミノ酸残基が存在し、医薬品設計
においては解離状態を正確に知る必要があ
る。このような観点から、創薬標的蛋白質の
中性子構造解析を実施し、活性部位に存在す
る触媒残基の水素原子の観測を行い、その解
離状態を決定することによって創薬研究に
有用な情報を取得する。

３．研究の方法
(1) 結晶格子工学による結晶大型化
蛋白質結晶の大型化を目的として、蛋白質

の分子表面に存在し、結晶内のパッキングに
関与するアミノ酸残基に着目し、その相互作
用を強化することによって結晶の大型化を
試みる。

(2) 中性子構造解析を効果的に実施するため
の要素技術開発

中性子を用いた蛋白質の立体構造解析に
おいて、蛋白質結晶からの中性子回折データ

を効果的に収集するために、回折装置へのビ
ーム輸送系の最適化を行う。また同一試料か
ら中性子・X 線の両方の回折データを収集す
るために、試料の保持方法を改善するととも
に測定方法の最適化を行う。

蛋白質の水和構造の特徴を探るため、中性
子と X 線の両方の回折データを参照し、蛋白
質の水和水に結合した水素原子の位置を同
定するソフトウエアを開発し、既存の HHDB
に付加する。

(3) 創薬標的蛋白質の中性子構造解析
本研究で検討した結果を用いて、創薬標的

蛋白質の大型結晶を作製し、中性子構造解析
を実施することによって活性部位に存在す
る触媒残基の水素原子の観測を行い、解離状
態を把握すると共に、阻害剤分子との相互作
用様式を精密に把握する。
創薬標的蛋白質の具体例としてヒト免疫

不全ウイルスプロテアーゼおよびブタ膵臓
エラスターゼの大型結晶を作製し、酵素活性
を阻害する医薬品候補分子（阻害剤）との複
合体を形成させ、中性子による立体構造解析
を行う。また同一の結晶試料からＸ線回折デ
ータを、さらに放射光を用いた超高分解能Ｘ
線回折データを収集することにより、中性子
とX線の両方から得られる立体情報に基づい
て創薬標的蛋白質の活性部位の解離状態や
阻害剤分子との相互作用状態を精密に把握
する。

４．研究成果
(1) 結晶格子工学による結晶大型化
タンパク質結晶の大型化を目的として、分

子表面に存在し、結晶内のパッキングに関与
するアミノ酸残基に着目し、その相互作用を
強化することによって分子配向の制御や結
晶の大型化を試みた。
①ヒト・リボヌクレアーゼ-1(RNase1)結晶に
おける分子パッキングの制御
極めて研究の進んだウシリボヌクレアー

ゼ A(RNaseA)とは対照的に、そのヒトホモロ
グであるヒト・RNase1 の結晶化は実現して
いなかった。我々は、ヒト・RNase1 の表面
に存在するヘリックス部位に疎水的なアミ
ノ酸置を導入し、疎水アミノ酸同士による新
しい分子パッキングを生じさせ、ヒト・
RNase1 の結晶化に成功した。

②ヒト・酸性線維芽細胞増殖因子(h-aFGF)
の結晶パッキング面の改良と結晶の大型化

h-aFGF は二次構造含量が高いため、中性
子構造解析による水素結合の構造的特徴を
解析するために適した対象である。h-aFGF
は容易に結晶を析出するが、結晶は薄く平面
状に成長するため、中性子回折実験には不都
合であった。そこで我々は h-aFGF の結晶の



成長速度が遅い方向に、負電荷を持つアミノ
酸(Glu81)が互いに近接し、結晶成長を抑制
している可能性があることを見出した。そこ
で Glu81 を様々なアミノ酸に置換したとこ
ろ、E81S および E81T 変異体において析出
した結晶の厚みが増大し、中性子回折実験に
適した試料を得ることができた。

③ヒト免疫不全ウイルス-1(Human
Immunodeficiency Virus-1: HIV-1)プロテア
ーゼ結晶におけるパッキング面の改良と自
己消化の抑制

HIV-1プロテアーゼの大型結晶を得るため
に、パッキングを構成するアミノ酸に変異を
導入した変異体および分子の物性を向上さ
せ自己消化を抑制した変異体の結晶化スク
リーニングを実施し、結晶体積が大きくなる
変異体を選択し、その大型結晶の作製に成功
した。

(2) 中性子構造解析を効果的に実施するため
の要素技術開発
① 中性子回折データ収集方法の技術的改善

従来の中性子回折実験では、より強い回折
点を観測するために、ビーム幅を広げ結晶全
体にビームを照射してきた。本研究では、よ
り分解能の高い回折データを収集するため
に、ビーム輸送系から発生する γ線を除去す
ると共に、ビーム幅を狭く取ってデータ収集
に必要な露出時間を長く取ることによって、
より分解能の高い中性子回折データを取得
できるようになった。

② 同一結晶から中性子と X 線の両方の回折
データを収集する技術の確立と両者を用い
た立体構造解析

従来の中性子構造解析には、中性子回折デ
ータだけが用いられてきた。蛋白質試料の水
素原子の一部は重水素と置換できるが、炭素
原子と共有結合した水素原子のように置換
できないものも存在する。軽水素の原子散乱
長は負の値を取るため、軽水素が結合するア
ルキル鎖部分の原子核密度分布は相殺され

てしまう。そこで、１つの結晶試料から中性
子回折データとX線回折データの両方を取得
する手法を確立した。

③ 生体水素水和水データベース(HHDB)の
機能改良

中性子回折だけを用いて解析された立体
構造は、先に述べた理由から精密化後の R 値
が収束しない。そこで中性子と X 線からの回
折データの同時利用を想定して、蛋白質の水
和構造を自動的に同定する機能を生体水素
水和水データベース(HHDB)に付加した。こ
の機能を用いることにより、研究者ごとに異
なっていた水和水の配向決定が改善され、よ
り正確な水和水の構造情報をデータベース
に登録できるようになった。

(3) 創薬標的蛋白質の中性子構造解析
① HIV-1 プロテアーゼ(阻害剤 KNI272 複合
体)の中性子構造解析

HIV-1 プロテアーゼの大型結晶を作製し、
原子力機構研究用原子炉(JRR-3)に設置され
た生体高分子用中性子回折計(BIX-4)を用い
て 1.9Å 分解能の中性子回折データを取得し
た。また同一結晶から放射光による X 線回折
データを取得し、両回折データを用いて
HIV-1プロテアーゼの水素原子を含む立体構
造を決定した。その結果、HIV-1 プロテアー
ゼの活性部位に存在する２つの触媒残基
(Asp25 および Asp125)の解離状態が明らか
になると共に、阻害剤分子との相互作用様式
を解明することに成功した。この結果は、よ
り高機能の HIV-1 プロテアーゼ阻害剤の創
製において重要な知見である。

② ブタ膵臓エラスターゼ (PPE: Porcine
Pancreatic Elasetase)の加水分解中間体複
合体の中性子構造解析

ブタ膵臓エラスターゼは、好中球エラスタ
ーゼのモデルとなる創薬標的蛋白質である。
PPE に共有結合中間体を形成する阻害剤を
添加した試料を作製し、長期間にわたり結晶
化母液に添加することにより、大型結晶の作
製に成功した。この結晶を用いて原子力機構
研究用原子炉(JRR-3)に設置された生体高分



子用中性子回折計(BIX-3)を用いて、1.65Å 分
解能の中性子回折データを取得した。さらに
同一結晶から放射光による 1.2 Å 分解能の X
線回折データを取得し、両回折データから
PPE の水素原子を含む立体構造を決定した。

解析に成功した PPE の立体構造には、加
水分解中間体が形成されていた。この中間体
の水素を含む原子構造から、中間体の結合で
形成された水素結合の特徴とオキシアニオ
ンホールにおける相互作用様式を解明した。

また PPE などのセリンプロテアーゼには、
高い活性発現に寄与する特殊な水素結合
(LBHB: Low Barrier Hydrogen Bond)が存
在するとされてきた。PPE の中性子構造解析
によって、活性部位に存在する水素結合にお
いて水素原子位置を決定したところ、当該の
水素結合は LBHB ではなかった。
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