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研究成果の概要（和文）：フランス・ラウエランジュバン研究所に設置されている小角中性子散乱装置(SANS)
D22の装置責任者として協働して溶液中の生体高分子の構造・ダイナミクス解析を行なった。具体的には、タン
パク質複合体の運動性が極めて高い部分を含めた全体構造解析、SANS及び小角X線散乱(SAXS)の同時測定による
タンパク質複合体の動態観察、マルチドメインタンパク質(MDP)の機能に直結する特定のドメインのみを可視化
するためにセグメント重水素化MDPを用いたSANS測定である。以上の研究より、当初の予定以上の研究成果が得
られ更に若手研究者の今後の国際交流を活性化できた。

研究成果の概要（英文）：We collaborated with the scientists, who are in charge of the Small-Angle 
Neutron Scattering Spectrometer (SANS) D22 at the Institut Laue-Langevin, France to analyze the 
structure and dynamics of biomacromolecules in solution state. To be more specific, we have 
performed the structural analysis of protein complexes, including those with extremely high 
mobility, observation of protein complex dynamics by simultaneous SANS and small-angle X-ray 
scattering (SAXS) measurements, and SANS measurements on segment deuterated multidomain proteins 
(MDPs) for selective analyzes for specific (or functionally-relevant) domains in MDP. The above 
studies have yielded more research results than originally planned and have further stimulated 
future international collaborations among young researchers.

研究分野： 生物物理

キーワード： 中性子散乱　重水素化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により今で計測が困難であった特に運動性が高い生体高分子の溶液中の構造解析手法を確立すること
が可能となった。本手法は他の運動性が極めて高く且つ生物学的な機能とより密接に関係する生体高分子の溶液
構造及びダイナミクス解析を可能にし、最終的にそれらの機能発現の機構解明に貢献可能と言える。また、生体
高分子の動きを加味した構造解析の情報は、現在主流な構造予測となっているAlphafoldなどからは未だ得るこ
とができない。そのため、これらの情報は今後のより薬効の高い薬剤開発にも貢献可能であると強く期待でき
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。
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１．研究開始当初の背景 

 これまでの構造生物学では、対象となる生体高分子を選択的に抽出・精製し、単分散系におけ
る構造解析 (結晶構造解析・核磁気共鳴・クライオ電子顕微鏡) が行われてきた。しかしながら、
生命現象は多くの分子が状況に応じて会合解離することで多段階に進行する協奏現象である。
各段階において、生体高分子は構造変化とそれにより誘起される会合体形成・組替・解消により
特徴的な機能を発現しており、これらの機能の集合こそが生命現象と言える。そのため、今後は
独立して構造解析で得られた各分子の構造を基に実際にその変動の中で各分子の構造を解明し
ていく方向に注目が集まっている。この目的のためには今後は単独手法ではなく種々の測定手
法を有機的に組み合わせることで解析を進める「統合構造生物学」が主流になる。この統合構造
生物学において、溶液中での分子の構造解析法である小角散乱は計算機シミュレーションと共
同で解析をすることで、溶液中の分子の動態を解明する手法として注目を集めつつあった。その
小角散乱の中で、特に小角 X 線散乱 (SAXS) を用いた研究が国内外で精力的に進められてきた。
しかしながら、SAXS のみでは生体高分子の特定成分及びドメインを含めた特定部位の選択的計
測、上述したような会合体形成に伴う複雑なダイナミクス計測は未だ困難である。その結果、計
算機シミュレーションからの解析結果に一義性に関して、未だ議論の余地がある。 

 

２．研究の目的 

中性子線をプローブとして用いる小角中性子散乱 (SANS) は特に、試料の重水素化と組み合
わせる事で生体高分子の特定成分及びドメインを含めた特定部位の選択的計測、タンパク質複
合体の解離会合に伴う溶液ダイナミクスの可視化が可能となる。しかしながら、日本国内の
SANS 装置では十分な中性子強度を得ることができないため、これらの研究を展開するための足
枷となっていた。そのような状況を打開するために、フランスグルノーブルにある世界最高強度
の中性子強度を有するラウエランジュバン研究所に設置されている SANS 装置 D22 の装置責任
者と若手研究者が協働することで、SANS と試料の重水素化技術を最大限に活用より達成される
溶液中の生体高分子の構造及びダイナミクス解析を行なった。 

 

３．研究の方法 

 本研究課題においては、特に三つの研究対象に注目した。一つの研究対象は、24 時間の周期
を制御する時計タンパク質 KaiA, KaiB, KaiCの三者複合体の全体構造解析である。単純なKaiA, 

KaiB, KaiC のみの混合のみでは、三者複合体のみならず凝集成分やそれぞれの成分の遊離成分
が溶液中に共存するため、サイズ排除クロマトグラフィー (SEC)と SANSを組み合わせた SEC-

SANS測定を三者複合体に対して行なった。なお、この三者複合体においては運動性の高いKaiA

を特に選択的に計測するために軽水素化 KaiA、75%重水素化 KaiB, 75%重水素化 KaiC  (注：
重水中で不可視化される) を用いた。二つの研究対象は、同じく時計タンパク質のダイナミクス
の一種である KaiA のサブユニット交換を SANS/SAXS 同時計測により追跡した。三つ目の研
究対象は、酸化的フォールディングを担う MDP の一種である ER-60 に注目した。ER-60 は a, 

b, b’, a’の四つのドメインから構成され、特に両端の a, 

a’のドメインが酸化的フォールディングに直接関与し
ていると考えられている。そこで、この両端のドメイ
ンのみの選択的計測のため軽水素化 a, a’ドメイン及び
75%重水素化 b, b’ドメインから構成されるセグメント
重水素化 ER-60 を調製した。このセグメント重水素化
ER-60 は、通常の ER-60 と比較して構造的に不安定
であるため凝集及び分解物を含まないセグメント重水
素化 ER-60 の選択的計測を行うために SEC-SANS 測
定を行なった。 

 

４．研究成果 
KaiA, KaiB, KaiC の三者複合体の全体構造解析 
図 1(a)に軽水素化 KaiA、75%重水素化 KaiB, 75%

重水素化 KaiC の混合溶液の SEC-SANS 測定より得
られた三者複合体の SANS プロファイルを示す、参照
として三者複合体の SEC-SAXS 測定から観測された
三者複合体の SAXS プロファイルを図 1(b)に示す。可
視化部位の相違により、明確に観測された散乱プロフ
ァイルの相違が確認された。この散乱プロファイルの
相違を定量的に示すために回転半径 (Rg) を算出した
ところ、Kai A のみが可視化される SANS プロファイ
ルからは 78.1 ± 1.0 Å、SAXS プロファイルからは 69.5 

± 0.2 Å と算出された。SANS 及び SAXS から得られ

 
図 1 (a) 軽水素化 KaiA、75%重水素

化KaiB, 75%重水素化KaiC により

構成された三者複合体の SANS プ

ロファイル。 (b) 三者複合体の

SAXS プロファイル。 



た構造を基に、rigid-body modeling と all-atom 

MD を組み合わせた計算機解析により KaiA, 

KaiB, KaiC の三者複合体の全長構造の解明を
行なった。図 2(a)にそれの計算機解析から得ら
れた構造、更に図 2(b)に構造揺らぎを平均化し
た構造を示す。SEC-SANS 測定で注目した
KaiA が非常に揺らいでいる様子が明確であ
り、この高い運動性によりこれまでに行われた
X 線結晶構造解析やクライオ電子顕微鏡観察で
は三者複合体の全長構造が解明に困難である
ことを如実に表している。即ち、タンパク質複
合体の運動性の高い部位を含めた解析が SANS、SAXS 及び計算機解析を有機的に組み合わせ
る事で可能となった。 

 

SANS/SAXS 同時計測により時計タンパク質のサブユニット交換観測 

 SANS/SAXS 同時計測は、ラウ

エランジュバン研究所の SANS 装

置 D22 に SAXS 装置を組み合わせ

ることで実施した。中性子と X 線

は互いに直交して試料に入射し、

同一試料の同時測定を行った（図

3）。KaiA, KaiB, KaiC 三者複合体

における KaiA のサブユニット交

換を観測するために、図 4(a)のよ

うに(1) h-KaiA + 75d-KaiB + 75d-

KaiC（重水中で KaiA のみ中性子

散乱的に可視化）及び、 (2) 75d-

KaiA + 75d-KaiB + 75d-KaiC（重

水中で全て中性子散乱的に不可視

化）からなる三者複合体を調製し、

(1)と(2)を混合した後の散乱強度

の変化を観測した（ここで、h は軽

水素体、75d は 75%重水素体を示

す）。図 5 には(1)と(2)を混合して

30 分後の(a)SANS 及び(b)SAXS

プロファイルを塗りつぶし黒丸で

示す。比較として、(1)のみの溶液

の散乱プロファイルを白抜き黒丸

で示す（なお、SANS プロファイル

では h-KaiA の濃度で縦軸を規格

化してプロットしている）。図 5(a)に示すように、(1)と(2)の混合溶液では、(1)のみの溶液と比

較して SANS の原点散乱強度が減少した。図 4(c)のように h-KaiA と 75d-KaiA がヘテロに組

み込まれた ABC 複合体が形成されると、散乱コントラストの減少に伴い原点散乱強度が減少す

るため、KaiA のサブユニット交換が示唆される結果が得られたといえる。なお、図 5(b)に示す

SAXS プロファイルでは両者の違いは確認されておらず、複合体の分解や凝集は起きてはいない

ことが裏付けられた。図 5(c)は(1)と(2)を混合した後の SANSの原点散乱強度の経時変化を示す。

測定時間内において原点散乱強度の経時変化は観測されなかったため、KaiA のサブユニット交

換は(1)と(2)を混合後速やかに（遅くとも 2 分以内に）完了することが明らかになった。 

 

セグメント重水素化 ER-60の SEC-SANS測定による特定ドメインの計測 

 ER-60 の a, a’のドメインのみに着目した選択的構造解

析のために、軽水素化 a, a’ドメイン及び 75%重水素化 b, 

b’ドメインから構成されるセグメント重水素化 ER-60 

(ha-75d(bb’)-ha’)を、酵素を用いたドメインライゲーショ

ン技術により調製した (図 6)。セグメント重水素化 ER-

60 は中性子のコントラストマッチングにより 100%重水

中で軽水素化 a, a’ドメインが散乱的に可視化、75%重水

素化 b, b’ドメインが不可視される。比較として、全ての

ドメインが軽水素化されている wild type ER-60 

 
図 2 (a) 計算機解析により解明した KaiA, 

KaiB, KaiC の三者複合体の全長構造。(b) 

構造揺らぎを平均化した構造。 

図 3. SANS/SAXS 同時計測

における試料照射部。 

図 4. KaiA, KaiB, KaiC 三者

複合体における KaiA のサブ

ユニット交換の模式図。 

図 5. (a), (b) h-KaiA + 75d-KaiB + 75d-KaiC と 75d-KaiA + 

75d-KaiB + 75d-KaiC の混合溶液（塗りつぶし黒丸）と、h-

KaiA + 75d-KaiB + 75d-KaiC 溶液（白抜き黒丸）の SANS

及び SAXS プロファイル。(c) h-KaiA + 75d-KaiB + 75d-

KaiC と 75d-KaiA + 75d-KaiB + 75d-KaiC の混合後の

SANS の原点散乱強度の経時変化。 

図 6. セグメント重水素化 ER-60。 



(h(abb’a’))との比較を行うこととした。また、ライゲーシ

ョンした試料は安定性に課題があるため、凝集物及び分

解物を含まない SANSプロファイルを得るために SEC-

SANS 測定を行った。測定は Kai タンパク質と同様にラ

ウエランジュバン研究所の SANS 装置 D22 で行われた。

SEC-SANS システムは 2 台の HPLC およびオートサンプ

ラー、フラクションコレクター、フローセル、セル部分

のUV検出器、SECカラム (Superdex 200 Increase 5/150GL 

(Cytiva))、各種流路切り替えバルブから構成されている 

(図 7)。フローセルの容量は 200µL であり、SEC カラム

からの溶出容積 (100 uL)よりも大きいためセル内で試

料が希釈される。十分な散乱強度を得るために、SEC カ

ラムに試料を 5 mg/mL、100 µL アプライし、ピークトッ

プで試料濃度が 1.5 mg/mL

以上となるようにした。ま

た、十分なデータを積算す

るため、SECのピークトッ

プでバッファーフローを

停止し計測を続けるスト

ッピングモードでの測定

を行った。結晶構造から予

測される SANS プロファ

イルおよび SEC-SANS 測

定の結果を図 8 に示す。

h(abb’a’) と ha-75d(bb’)-

ha’の SANS プロファイル

を比較すると、q=0.08～

0.2Å付近に特徴的なバンプピークの形状が予測通り顕著に異なっていた。これは a および a’ド

メインの構造相関を反映したものである。現在、さらなるドメインの構造相関の可視化とダイナ

ミクス解析のために、分子動力学計算と組み合わせた構造解析を進めている。 

図 7. (a) SEC-SANS システム。

(b) SEC-SANS フローセル。 

図 8. 軽水素化 wild type ER-60 (h(abb’a’), 赤) とセグメン

ト重水素化 ER-60 (ha-75d(bb’)-ha’, 青)の(a)結晶構造から

の予測及び(b)実験から得られた SANS プロファイル。 
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