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研究成果の概要（和文）：本研究では同一の単結晶からの中性子および X 線回折データを相補

的に利用することで、研究者の恣意性を排した蛋白質水和水の構造決定を可能とする手法を開

発した。更に、水和水が重要とされる不凍蛋白質の抗凍結活性について、変異体を用いた作用

部位の特定と、中性子および X 線を相補的に用いた構造解析により、抗凍結活性に対する水和

水の役割の解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：The author developed an efficient method to determine the structure
of hydration water molecules in protein crystals without arbitrariness by coupled use
of single crystal neutron and X-ray structure analysis. In addition, the author
successfully clarified the role of hydration water molecules for the anti-freeze activity
of an anti-freeze protein by a mutation study and coupled use of neutron and X-ray
structure analysis.
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１．研究開始当初の背景
蛋白質分子は様々な基質分子を認識し、結

合することで機能を発現する。蛋白質水和水
に起因する水素結合や双極子モーメント分
布は、この蛋白質－基質の結合に伴う脱水和
エネルギーに代表される、蛋白質－基質間の
結合に係るエネルギーの評価に不可欠であ
る。従って、水素原子を含んだ蛋白質水和水
の正確な構造情報は、蛋白質に対する薬剤候
補化合物のような基質化合物の結合エネル
ギーを正確に予測する上で重要であり、蛋白
質の構造情報に基づく薬物設計(Structure

Based Drug Design: SBDD)の精度向上といっ
た産業分野への応用に直結する情報である。
蛋白質水和水の構造決定には水素原子の

観察が容易な中性子構造解析が強力であり、
水分子の原子核密度分布形状から水和水の
向きや動的な情報を豊富に得ることができ
る。しかし、中性子構造解析が手間と時間が
掛かる分析法である一方、SBDD で標的となる
蛋白質は極めて多く、これらの蛋白質で中性
子構造解析の対象とできるのはごく一部で
ある。従って、中性子で得られた水和水の構
造情報を統計的に解析し、その向きや動的な
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特徴を把握した上で、より簡便な X 線構造解
析や MD 計算によって水和水の向きや動的情
報を高確度で予想することが、水和水の情報
を SBDD に取り込む上で必要不可欠となる。
近年、代表者らは中性子構造解析によって

得られた蛋白質水和水についてデータベー
スを用いた統計的解析を行い、水和水の中
に”chelated” 、”inverted”という気体
状態でしか存在しないとされてきた様式の
水素結合が多数存在することを報告した。X
線構造解析や MD 計算から水和水の向きを予
測するには、このような蛋白質水和水につい
ての多くの構造的知見を中性子構造解析に
よって引き出す必要があると言える。しかし、
一方で中性子構造解析では統一された水和
水の同定法が確立されておらず、加えて実際
の解析では水分子と金属イオンの識別が問
題となるケースもあることから統計的解析
の信頼性が疑問視されることも多く、これま
で中性子構造解析で得られた蛋白質水和水
の情報は十分に活用されてこなかった。

２．研究の目的
以上の背景から、蛋白質の機能をその周辺

の水和水の役割と合わせて解明していく上
で、蛋白質水和水の統一された構造同定法の
確立が必要不可欠であった。蛋白質の中性子
構造解析では、水和水(重水)はそのダイナミ
クスの違いにより、様々な形状の原子核密度
分布として観察される。一般に、結晶中で固
定されている水和水はその分子形状を反映
した三角形の原子核密度として観察されて
D2O として同定されるのに対し、自由回転に
近い動きを持つ水和水は球状の原子核密度
として観察され、O のみが同定される。しか
し、この水和水同定においては、
 水和水の原子核密度の形状を判別する

基準が解析を行った研究者毎に異なる。
 球状に観察される水和水と金属イオン

(Na+, Mg2+, Ca2+等)の識別が不明瞭で
ある。

という 2 つの問題が、蛋白質水和水の構造を
統計的に解析する上で大きな障壁となって
いた。そこで代表者は一つの蛋白質試料につ
いて同一の結晶を用いて中性子と X線の両回
折データを測定し、更に中性子構造解析によ
る原子核密度分布と X線構造解析による電子
密度分布の差分をとった”N－Xマップ”を考
案した。N－Xマップでは各原子の中性子と X
線に対する散乱能の違いが強調されること
で原子間の識別が容易となると期待される
ことから、これによって上述の問題を解決し、
恣意性を排した蛋白質水和水の同定法を確
立できると期待された。
そこで本研究では、同一結晶を用いて測定し
た中性子回折と X線回折のデータを相補的に
利用することで蛋白質水和水の向きや動的

挙動を、研究者の恣意性を排して同定する手
法を確立することを目的とした。更に、水和
水が機能発現に重要な役割を持つと考えら
れている蛋白質についてこの手法による水
和水決定とそれに伴う機能発現機構の解明
を達成することで、この手法による水和水決
定法の有効性を示すことを目標とした。

３．研究の方法

(1) 中性子と X線を相補的に用いた蛋白質水
和水同定法の確立

本研究では、中性子と X線両方の回折デー
タを相補的に用いることで、蛋白質分子周辺
に分布する水和水の金属イオンとの識別、向
きや動的挙動の同定を高精度で行うことを
目指した。
通常の蛋白質の中性子結晶構造解析では、

事前に別の結晶を用いて X線構造解析を行い、
得られた構造を初期モデルとして解析を進
める。これに対し、本研究では全く同一の結
晶を用いて両方の回折データを測定したた
め、蛋白質結晶で問題となる結晶間の構造お
よび温度因子の差を無視できる。更に、構造
解析用ソフト PHENIX により、中性子と X 線
の両方の回折データを同時に用いて 1つの構
造の精密化を行う”N－X 精密化”を行うこと
で、中性子と X線の両方の情報を反映した蛋
白質の立体構造情報を取得できる。

更に得られた結果を用い、代表者が提唱し
た”中性子－X線差密度分布 (N－X マップ)”
によって、水和水及び金属イオンを正確に分
類することを試みた。この N－X マップは、
中性子回折で得られる原子核密度分布と X線
回折で得られる電子密度分布を、炭素原子の
散乱長で規格化した上で差分をとったマッ
プである(図 1)。N－Xマップで蛋白質水和水
を観察すると、結晶中で固定されている水分

図 1 N-X マップによる原子種の違いの強
調



子(重水素分子)では酸素原子位置の周辺に 2
個の大きな正の密度分布が現れるのに対し、
自由回転している水分子は重水素の位置が
乱れているために大きな正の密度分布は観
測されない。更に、金属イオンを水和水とミ
スアサインした場合には、酸素原子位置に大
きな負の密度分布が現れる。このように、各
原子に対する中性子と X線の散乱長の差を強
調できるため、原子間の識別が容易になり、
水和水および金属イオンを正確に分類でき
ると期待された(図 2)。

(2) 水和水が機能解明の鍵となる蛋白質の
構造解析

本研究では上述の蛋白質水和水構造同定
法を試み、その有効性を実証するために、水
和水が機能解明の鍵となる蛋白質の構造解
析を行った。そのターゲットとして代表者が
選んだものが、Antifreezeprotein (AFP)で
ある。AFP は主に極地に生息する魚類等に含
まれ、Ice-binding site (IBS)と呼ばれるサ
イトで生体内で氷の表面を認識、結合するこ
とで氷結晶の成長を抑制し、体液の凝固点を
下げる働きを持つ蛋白質である(図 3)。AFP
はそれを持つ生物によって幾つもの種類が
あることが知られているが、我々は北海道沿
岸に生息するナガガジの体内で発現する 3型
AFP(nfeAFP)に注目した。nfeAFP にはアミノ
酸配列の異なる複数のアイソフォームが少
なくとも 13種類(nfeAFP1～nfeAFP13)存在す
ることが知られており、これらは SP 型およ
び QAE 型に分類される。これら 2種類のアイ
ソフォームのうち、SP 型が氷結晶の成長を抑
制できないのに対し、QAE 型は高い氷結晶成
長抑制活性を有する。そのため、SP 型と QAE
型の活性の違いをもたらすアミノ酸残基を
特定し、その周辺の水和構造を観察すること
で、AFP の氷結晶成長抑制活性に対する水和
水の役割を解明できると期待される。

そこで本研究では SP型の nfeAFP の一部に
QAE 型のアミノ酸配列を導入した変異体の調
製を行うことで活性に関与するアミノ酸残
基の特定を試みると共に、このアミノ酸残基
周辺の水和水の活性に対する役割を明らか
にするために、nfeAFP の単結晶中性子および
X 線回折測定を行うと共に、N-X 精密化によ
る水和水の構造決定を行った。

４．研究成果

(1) 中性子と X線を相補的に用いた蛋白質水
和水同定法の確立

本研究では中性子と X線を相補的に用いた
蛋白質水和水同定法を確立するための試料
として、豚膵臓エラスターゼ(PPE)を用いた。
この蛋白質については代表者の所属するグ
ループによって日本原子力研究開発機構の
JRR-3 原子炉に設置された単結晶中性子回折
計 BIX-3 を用いた中性子回折測定が行われ、
測定に用いた試料も存在したことから、中性
子回折測定と同一結晶、同一条件(室温環境
下)での X 線回折測定を Photon Factory の
BL6A ビームラインを利用して行った。試料結
晶の晶系は斜方晶系で、格子定数は a=50.9Å、
b=57.5Å、c=75.2Å、回折データの Rmerge は
中性子で 0.095、X 線で 0.050、dmin は中性
子で 1.75Å、X 線で 1.20Å であった。得られ
た回折データについては構造解析用ソフト
PHENIX で両方の回折データを同時に用いた
精密化を行い、結晶構造を得た。両方の回折
データに対する R 値は中性子が 0.231、X 線
が 0.186、Rfree 値は中性子が 0.268、X 線が
0.190 となった。

また、PPE の構造解析と並行して、３の(1)
で述べた N-X マップを計算するためのソフト
ウェア“cocktail”を製作した。このソフト
は、結晶構造と中性子回折で得られる原子核
密度マップ、X 線回折で得られる電子密度マ
ップを入力することで、両方のマップを炭素
原子の散乱長で規格化した上で差分をとっ
たマップを出力する。この cocktail を用い
て、PPE について N-X マップを計算した。

図 2 N-X マップでの見え方の違いによる水和
水、金属イオンの分類

図 3 不凍蛋白質の抗凍結作用。IBS で氷
表面に結合することで氷結晶の成長を
阻害する。



得られた N-X マップについて、本研究では
特に蛋白質分子周辺の水和水のおよび金属
イオンの識別に注目した。図 4にエラスター
ゼ結晶に含まれる水和水(DOD10)の電子密度
マップ、原子核密度マップ、および N-X マッ
プと、そこから得られる重水分子の向きを示
す。図 4(a)の電子密度マップでは重水素原子
が見えないため、重水分子の向きはわからな
い。また、図 4(b)の原子核密度マップでは、
酸素原子の左側に密度分布が見られること
から、こちらに 1個の重水素原子があること
がわかるが、もう一方の重水素原子について
は非常に見え難い。これらに対して、図 4(c)
の N-X マップでは酸素原子の左側に加えて右
側にも分布が見えており、重水分子の 2個の
重水素原子を同定して重水分子の向きを決
定することができた。

更に図 4(d)には、PPE 結晶中の Ca2+結合サ
イトにおける N マップおよび N－X マップを
示す。Ca2+原子の位置には、N マップではほと
んど分布が観測されないのに対し、N－X マッ
プでは大きな負の分布という、水和水とは異
なる形で観測された。これは、中性子と X線
に対する Ca2+イオンの散乱長の大きな違いが、
N－X マップによって強調されたことによる
ものである。

(2) 水和水が機能解明の鍵となる蛋白質の
構造解析

本研究では３の(2)で述べたとおり、水和水
が機能解明の鍵となる蛋白質としてナガガ
ジ由来不凍蛋白質(nfeAFP)に注目し、中性子
と X線を相補的に用いた構造解析を行うこと
で、その抗凍結活性に対する水和水の役割を

解明することを試みた。

① 変異体の調製による活性部位の特定

本研究の第 1段階として、抗凍結活性の小さ
い SP 型 nfeAFP である nfeAFP6 と抗凍結活性
の大きい QAE 型 nfeAFP である nfeAFP8 に注
目し、nfeAFP8 のアミノ酸配列の一部を
nfeAFP6 に導入した変異体を網羅的に調製す
ることで nfeAFP における抗凍結活性に関与
するアミノ酸残基の特定を試みた。図 5 に
nfeAFP6 と nfeAFP8 のアミノ酸配列を示す。
赤で示した部分が Ice-Binding Site(IBS)、
黄色で示した部分が両方で共通の残基であ
る。本研究では nfeAFP6 の配列を nfeAFP8 の
ものに置換した nfeAFP6 変異体 12 種類を調
製して、これら変異体の抗凍結活性を調べた。
その結果、驚くべきことに、nfeAFP6 の Ala19
一箇所のみを Valに置換しただけの変異体で
ある nfeAFP6 A19V 変異体が QAE 型と同様の
氷結晶成長抑制作用を持つことを見出すこ
とに成功した。

② 中性子と X 線を相補的に用いた構造解析
による、抗凍結活性に対する水和水の役割の
解明

nfeAFP の抗凍結活性における活性部位の
特定に続き、nfeAFP6 WT および A19V 変異体
の両者について結晶化と Photon Factory
BL6A における単結晶 X 線回折測定を行った。
その結果、それぞれ 1.2Å、1.8Å 分解能の単
結晶 X線構造解析に成功した。空間群はどち
らも C2221であり、格子定数は前者が a=75.7Å,
b=108.2Å, c=38.0Å 、 後 者 は a=75.8Å,
b=108.9Å, c=38.2Å と同型であった。構造解
析の結果、両者はこれまで報告された他の魚
類由来の 3型 AFP と類似の構造であり、変異
導入箇所は nfeAFP 分子が氷表面を認識する
サイトのエッジ部分に位置していた。両者の
構造を比較したところ、氷結晶成長抑制活性
の大きな違いにも関わらず、Ala→Val の変異
導入部位の側鎖を除いた nfeAFP 分子全体の
構造はほぼ同じであった。一方、nfeAFP 分子
周辺の水和水については変異導入部位以外
には大きな違いは見られなかったが、変異を
導入した部位の近傍では Val 側鎖のイソプロ
ピル基が張り出した部分の水和水が無くな

図 4 (a-c)エラスターゼの水和水(DOD10)周
辺についての(a)電子密度マップ(>+2σ)、
(b)原子核密度マップ(>+2σ)、(c)N-X マッ
プ(青：>+3σ、水色：>+2σ、赤：<-2σ)、
(c)N-X マップで観察したエラスターゼの
Ca2+結合サイト(赤：<-2σ)

図 5 nfeAFP6(SP 型)と nfeAFP8(QAE 型)のア
ミノ酸配列と、nfeAFP6 の抗凍結活性を向
上させた A19V 変異



っており、氷表面認識部位のエッジにあたる
この部分の水和水が AFPの氷結晶成長抑制能
力を大きく左右していることが示唆された
(図 6)。

そこでこの部分の水和構造を詳細に観察
すべく、nfeAFP6 WT の単結晶中性子回折測定
を試みた。単結晶中性子回折には巨大な単結
晶試料が必要とされるため、結晶化条件の検
討を行った。その結果、200mg/ml という非常
に高い濃度の nfeAFP WT 溶液を大量(50～
100l)に用いて(NH4)2SO4 存在下で結晶化す
ることで、一辺が 1～2mm あるような巨大単
結晶を量産することに成功した。
こうして得られた 2.0x2.0x1.5mm の単結晶

を用い、原子力機構の JRR-3 原子炉炉室に設
置された BIX-3回折計にて単結晶中性子回折
測定を行った。測定温度は 10℃で、約 40 日
の 測 定 に よ り completeness=0.68 、
Rmerge=0.171、dmin=2.4Å の回折データが得
られた。更に同一の結晶を用いて X 線回折デ
ータについても測定して N-X 精密化を行った
ところ、R=0.166、Rfree=0.234 という結果が
得られた。得られた構造の中で Ala→Val へ
の変異導入によって除かれる水和水に注目
したところ、酸素原子間を繋ぐ正の原子核密
度分布が他の水和水に比べて明瞭に観察で
きた(図 7)。すなわち、これらの水和水は互
いに水素結合で結ばれたネットワークを形
成していると考えられる。このことから、
nfeAFP6 WT では IBS が氷表面に結合しようと
する際にこの水和水ネットワークを除くた
めのエネルギーが余分に必要となるため、氷
結晶表面への結合能力が小さくなると考え
られる。このように、nfeAFP の氷結晶成長抑
制活性において Ala－Val の違いが大きな役
割を果たしていることを特定すると共に、X
線および中性子構造解析によって Ala近傍に
形成される水和水ネットワークが氷結晶表

面に対する nfeAFP の結合能を左右している
ことを明らかとした。

(3) 本研究の意義と今後の展望
本研究では上述の通り、中性子と X 線を相

補的に利用した蛋白質水和水の同定法を提
唱し、水和水中の水素原子を強調して可視化
することで水和水に同定において問題とな
る研究者による恣意性を大きく低減するこ
とを可能にした。今後、N-X マップのパター
ンを自動識別するソフトウェアを導入する
ことで研究者による恣意性を完全に排した
水和水同定を目指して研究を進めている。
また、この手法を用いた解析を行った不凍

蛋白質の一連の研究では、たった 1 つのアミ
ノ酸が抗凍結活性を大きく左右することを
初めて明らかにするとともに、このアミノ酸
近傍の水和水が抗凍結活性に対して重要な
役割を果たしていることを解明した。不凍蛋
白質は食品の冷凍技術をはじめとして様々
な産業応用が期待されている蛋白質であり、
本研究の結果はより産業利用に適した AFP分
子のデザインに繋がると期待できる。
更に、nfeAFP6 については水和水の動的挙

動をより詳しく調べるため、近年 J-PARC に
設置された単結晶中性子回折計 iBIX を用い
て低温条件下での中性子回折測定を実施し
た、この回折計は飛行時間法(TOF)という原
子炉の中性子回折計とは異なる手法を用い
ているため、データ処理のためのソフトウェ
アの開発と並行して、現在構造解析を進めて
いる。この構造解析により nfeAFP6 における
水和水の動的挙動が活性に果たす役割を詳
細に解析できると期待される。

緑：Fo-Fc(+4)

赤：Fo-Fc(‐4)

IBS

Ala19

黄 ： 2Fo-Fc
(+1.0)

Ala19
(変異部

図 6 構造モデルに nfeAFP6 WT、X 線回折
データに nfeAFP A19V を用いて計算した
Fo-Fc マップ。Ala→Val の変異導入によ
ってその近傍の水和水がなくなっている

図 7 N-X 同時精密化で得られた IBS 近傍の
水和水の原子核密度マップ。変異部位近傍
の水和水の酸素原子間の重水素由来の密度
分布から、他の領域に比べて強い水素結合
ネットワークの存在が示唆される
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