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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究の目的は、“「酵素蛋白質における緻密で巧みな触媒・制御機構」を動的 X線結晶
構造解析の技法を用いて、電子密度で確認（可視化）すること”である。本研究では、銅

含有亜硝酸還元酵素の単結晶（回折分解能 1.3Å程）に放射光由来の高輝度 X線を照射する
ことで酵素蛋白質内部に存在する銅結合部位を還元させ、その間に起きた微細な構造変化

を X線結晶構造解析により捉えることに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 The objective for this research project is to establish the methods for visualizing the 
protein dynamics on enzymatic reaction mechanism. In this case, we selected a crystal 
for copper-containing nitrite reductase as a test case, and collected the diffraction data 
during high-brilliant x-ray induced reduction. As a result, we have succeeded in 
observation of some unambiguous structural changes at the copper binding sites in the 
difference fourier electron density maps. 
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１．	 研究開始当初の背景 
 
	 従来の酵素蛋白質の研究では、まず酵素と
基質を混ぜて、その触媒反応後の生成物量
（あるいは基質濃度の減少）を測定すること
でその活性を評価し、そして酵素蛋白質の静
的なＸ線結晶構造情報から動的な触媒反応
メカニズムについて想像（考察）するという

ものであった。そこで、本研究ではさらにも
う一歩踏み込んだ、“「生体内における緻密
で巧みな触媒・制御機構」を動的Ｘ線結晶構
造解析の技法を用いて、電子密度で確認（可
視化）すること”を計画した。これは、本来、
蛋白質というものが「生体内においてリジッ
ト（剛的）な静止したものではなく、どちら
かというとさかんに動きまわり、ある程度の
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構造変化も起こす動的（ダイナミック）な物
質である」ため、様々な反応過程における“蛋
白質の動き”や“原子間結合・解離”を実際
の反応進行中に電子密度でモニター（観察）
するという本研究における着眼点は、“現代
科学”における画期的な試みとされる。	 
 
 
２．研究の目的 
	 
	 酵素蛋白質結晶から得られた X線回折デー
タを用いて計算された差フーリエ電子密度
では、各原子間の距離が詳細に求まるため、
酵素蛋白質結晶中で反応を進行させながら
回折データ収集をすると、“基質分子やアミ
ノ酸側鎖の傾き角度や距離の変化”、“新た
な共有結合の出現または結合の解離”を経時
的に電子密度で確認することが出来、“反応
前にはっきりと見えていた電子密度が反応
進行（時間経過）とともに徐々に消失してい
く”様子や、“反応前には電子密度の無い領
域に徐々に電子密度が出現してくる”様子等
も確認できると考えられる。これは、今まで
全くと言っていいほどブラックボックスで
あった「酵素の触媒機構」というものが、電
子密度の変化で捉えられることを意味し、一
般民間人にも分かりやすい視覚でうったえ
られる「酵素触媒機構における動的挙動」の
同定を本研究課題の目的とした。	 
 
 
３．研究の方法 
	 
	 標的酵素蛋白質としては“銅含有亜硝酸還
元酵素”（図１）の結晶を用い、それに基質
である亜硝酸イオン（NO2

-）をソーキングし

たものを X線回折実験に使用した。測定は大
型放射光施設	 SPring-8 の大阪大学蛋白質研
究所専用ビームライン・生体超分子構造解析
ビームライン BL44XU で行った。	 
	 温度 100K で 360 度分回折データ（振動角 1
度）を収集し、30~90 枚で 1 データセットし
て合計 28 組の時系列データセットとした。
位相は分子置換法により決定した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
各データセット間での差フーリエ電子密度
（Fo-Fo）を調べたところ、銅原子結合部位
に明確な位置のずれを確認できた（図２）。	 
	 またそれに伴い、基質である亜硝酸イオン
の１つの酸素原子にネガティブの電子密度

が確認できた。これらは、X 線照射によって
銅原子の II 価から I 価への還元反応が起こ
り、基質である亜硝酸イオンも還元され生成
物である一酸化窒素（NO）になったことを強
く示唆させる結果であった。本研究課題を遂
行したことにより、従来まで本酵素における
酸化還元に伴う構造変化について未解明で
あった部分が解消され、特に銅結合部位にお
いて微細ではあるが明確に構造が変化する
ことを実験データから証明する事に成功し
た。酵素蛋白質分子の動的な挙動を原子レベ
ルで解析するにあたり、本研究は基礎的な方
法論の開発に役立つものとして位置づけら
れ、本研究成果を土台にさらに今後、発展し
ていくことが期待される。	 
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図１：銅含有亜硝酸還元酵素  
（分子量約35-kDaのサブユニット
３つからなるホモ三量体構造をと

る。図中、黄色、緑、ピンクで色分

けしている） 

 

図２：データセット間での差フ

ーリエ電子密度マップ  
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