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研究成果の概要（和文）： J-PARC の次世代中性子源において、新型生体高分子用回折計（iBIX）

が完成し、2008 年末より稼働が始まった。様々な調整の後、初めてのタンパク質として、リボ

ヌクレアーゼＡの測定が、加速器出力 120kW、体積約 5ｍｍ3で 10 日余りでデータ収集できた。

構造解析の結果、目的の水素位置および水の向きまで確認できたことから、1ｍｍ３の結晶があ

れば、J-PARC が 1MW、検出器が予定の 30 台に整備されたときには 3日程度で測定が完了できる

ことが確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）：A new diffractometer for protein crystallography (iBIX) at the next 
generation pulsed-neutron source at J-PARC, has been completed and operational since the 
end of 2008. After various commissionings, data collection of ribonuclease A could be done 
at the accelerator power of 120kW for a crystal of 5 mm3 in volume for about 10 days as the 
first protein sample at iBIX. As a result of structural analysis, hydrogen position and 
orientation of waters for a purpose could be confirmed. According to the result, it turned 
out that it is possible to collect a full data set of a protein in about 3 days for a crystal of 1 
mm3 in volume when J-PARC accelerator power becomes 1MW and 30 detectors of iBIX are 
provided as a total as scheduled. 
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質や DNA 等の生体高分子は、立
体構造を形成して初めて機能を発揮する。ま
た、生理機能に関わるほとんどの反応にタン
パク質や基質の水素原子や水和水が直接関

与していることからも明らかなように、生命
現象の中で水素原子の果たす役割や生体物
質と水との関わりは大変重要である。中性子
回折法はタンパク質や DNA 等のすべての水
素原子位置を決定出来る唯一の実験手法で



あり、すでに世界最高性能の生体物質中性子
回折計を原子力機構（JAEA）の JRR-3 に設
置し、いくつかの生体高分子の原子レベル立
体構造解析が可能となっている。最近、JAEA
内の J-PARC に生体高分子用中性子回折計
（iBIX）が我々のチームによって建設中で、
2008 年に予定されている。この装置の性能
は、従来の JRR-3 の装置に比べ、およそ 100
倍以上の測定効率を持つため、この分野が飛
躍的に発展する可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 J-PARC 物質生命実験施設（MLF）におい
て、現在我々のグループが代表となって建設
している生体高分子用中性子回折計（iBIX）
が 2008 年度供用開始となる予定である。こ
の新回折計は、従来のもっとも高性能な装置
よりも 100 倍以上も測定効率がよいため
（MLF１MW 時）、2010 年ごろよりかなりの
測定スピードで中性子回折測定が可能とな
る。そこで、既存の中性子装置で測定を進め
てインスリン、トリプシンなどの水素位置の
データを増やす一方、iBIX にてリボヌクレア
ーゼ A など標準タンパク質をきちんと評価
した後、中性子では初めてのタンパク質も含
め、水素・水和構造を決定し、これまで得ら
れた生体高分子の中性子解析結果等も使用
しながら、プロトン化や水素結合の解析を行
う。これらの情報を基に、生体高分子の構造
安定性や分子認識、構造機能相関といった重
要なテーマに対して、水素や水を考慮に入れ
た新しい構造生物学的体系を確立する。 
 
３．研究の方法 
（1）結晶育成および中性子実験準備 
①牛すい臓トリプシンは、天然阻害タンパク
質の BPTI（牛すい臓トリプシン阻害剤）を基
質として与え、複合体しての大型結晶育成を
試みた。X線による結晶品質評価により最適
な育成条件を見つけ、中性子回折実験を行う
準備を進めた。 
②ブタインスリン、牛すい臓リボヌクレアー
ゼ A（RNaseA）は、目的の pH での大型結晶育
成条件が分かっているので、それにしたがっ
て結晶育成し、中性子結晶構造解析を試みた。
JRR-3 既存の中性子装置だけでなく、J-PARC
の iBIX での測定もどちらかは試す準備を進
めた。 
③その他のタンパク質（抗凍結タンパク質
AFP、トロンビン、チトクローム cなど）は
大型結晶育成のための結晶化相図を作成し、
X 線による結晶品質評価結果を援用しながら、
条件を大型結晶育成のための条件を絞り込
んだ。 
(2)中性子測定および解析 

十分に大きく成長した結晶（目標体積数mm3

以上）を重水および目的 pH 溶液にソーキン

グさせ、JRR-3 の BIX-3 または BIX-4 で十分
な分解能が観測されることを確認したのち、
中性子回折像を収集した。iBIX が使用可能な
状態であれば iBIX を積極的に使用した。 
(3)データベース解析 
すでにいくつかのタンパク質中性子解析

データが、既存のプロテインデータバンク
（PDB）に登録されているが、解析が終了し
たデータは PDB に登録し、合わせて、生体水
素水和水データベース（HHDB;  
http://hhdb.jaea.go.jp/hx2/ja/index.htm
）にも登録する予定だったが、2008 年度から
現在に至って、上記データデースは仕様が変
わったため、茨城大学にある昔の仕様で動く
単独データベースをアップデートして今回
は使用した。これまでの直線状の水素結合の
有無やβターン部分でとりやすい構造と水
素結合の関係、さらに、水和水やプロトネー
ションの特徴について、統計的な考察を進め、
構造生物学的な理解を深めた。 
 
４．研究成果 
 抗凍結タンパク質（AFP）はフランス
のグループから入手して、大型結晶育成
のための結晶化相図作成を行った。チト
クローム c についても同様に結晶化相図
が完成した。  

ブタインスリンについては pD6.6 の
構造解析が成功し、先に解かれている
pD9.0 との比較から、単独アミノ酸の pK
値によらないプロトネーションとそれ
を安定化させる水の存在が明らかにな
った（図１）。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１立方晶ブタインスリンのプロトネ
ーション pD 依存性（左が pD6.6, 右が
pD9.0）。ヒスチジン側鎖の pK 値付近の
pD6.6 でもしっかりとプロトネーショ
ンしていた。  

もうひとつのブタインスリン晶系で、
亜鉛が配位したすい臓貯蔵型の 6 量体の
結晶構造解析にも成功した。6 量体中心
部の水素結合ネットワークや水の運動
性まで含めた配位の様子、さらには、亜
鉛とグルタミン酸との電荷バランスに
ついてもプロトネーションの解析を行
うことで明らかになった（図２）。  

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 亜鉛配位型ブタインスリン 6 量

体中心部の水素結合ネットワークの様
子  

 
すい臓トリプシンは、阻害剤 BPTI と

の複合体として大型結晶育成を行い、
iBIX でのテスト実験および JRR-3 での
本格中性子測定を行い、2.0Å分解能デ
ータが収集完了した。活性部位の水素原
子の移動の様子が観測され、酵素反応が
何らかの形で進んでいることを示す非
常に貴重なデータを示すことができた
（図 3）。このほか、H/D 水素の置換率
の考察から、これまで観測されなかった
水の侵入と酵素反応進行の可能性が示
唆できたこと、BPTI は水を介して強固
にトリプシンに結合しているので、阻害
剤として働きやすいという重要な考察
を導くに至った。  

 
 
 
 
 
 
 
 
図３ トリプシンと BPTI 複合体の活

性部位の特殊な水素結合 
 

牛すい臓 RNaseA については、JRR-3
の従来装置による構造解析が進行でき、
完成部位のヒスチジン残基の触媒機構
が、水素原子の占有率の違いからプロト
ネーションの仕方が異なることで説明
できることを確認できた。  

このほか、トロンビンとその複合体、
および Achromobacter protease I(API)
タンパク質などのセリンプロテアーゼ
の中性子結晶構造解析も JRR-3 従来型
装置で測定完了し、X 線の相補的な解析
データとともに構造解析が進められて

いる。  
2008 年末、生体高分子用中性子回折

計（iBIX）が完成した（図４）。先の RNaseA
結晶は、J-PARC が 20kW の低出力運転に
もかかわらず、この時の iBIX にて 1.5
Å付近の反射が確認され、従来の JRR-3
の装置と同程度の分解能を得ることに
成功した。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 茨城県生命物質構造解析装置

（iBIX）  
 
その後、 J-PARC 物質生命実験施設

（MLF）において我々のグループが建設
した生体高分子用中性子回折計（iBIX）
は、2009 年度においては 3 つの有機化合
物の全データ測定から、初期の構造解析
に成功した。約 80Åの比較的長めの格子
長を持つリゾチームタンパク質による
テスト測定からそのデータ処理にも成
功した。2010 年 5 月には、すでに JRR-3
の従来型装置で測定されている RNaseA
を標準タンパク質として、iBIX で初めてのタ
ンパク質フルデータ測定として開始された。
体積約 5ｍｍ3で 10 日余の測定で水素位置お
よび水の向きまで確認できた(図 5)。この結
果から、1ｍｍ３の試料結晶体積があれば、
J-PARCが 1MWになったときには3日程度で測
定が完了できるという予想が正しいことが
確認できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 J-PARC iBIX による RNaseA の実験と

結果；結晶（左上）、回折計へのセット（左
下）および解析結果（右） 
 
このあと J-PARC の出力が徐々に上昇し、



120kW から 220kW になったが、その間、アミ
ロイド病因タンパク質（結晶体積約2.5㎜ 3）、
ヘモグロビンタンパク質（１辺の格子長約
200Å）などの中性子では新規タンパク質の
フルデータ測定にも成功し、現在解析を進め
ている。これらは、結晶の大きさ、結晶格子
の大きさともに、従来型の中性子装置では測
定が困難と思われるクラスにあたり、その測
定に成功したことで、新型中性子装置 iBIX
の高性能ぶりが確認できたといえる。 

さらに、これまで得られた生体高分子の中
性子解析結果から、タンパク質におけるヒス
チジンのプロトネーションや水和水の水素
結合の性質や特徴を統計的に調べることで、
タンパク質がいかに巧妙に、分子レベルで機
能しているかの知見を得ることができた。 
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