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研究成果の概要（和文）：溶媒コントラスト法及び重水素化ラベリング法に対応したSANSの測定・解析法を開発しタン
パク質の動態構造解析を行った。まず、PDBデータから散乱関数のSimulation及びモンテカルロ法を用いた動態解析コ
ードの開発を行った。更に開発コードを用いてβB2-クリスタリン・Proteasomeの制御因子であるPA28の水溶液中での
動態解析が可能であることを確認した。また、低バックグラウンドの重水中でのマッチングアウトが可能な75%重水素
化タンパク質の開発も行った。

研究成果の概要（英文）：New methodology for small-angle neutron scattering corresponding to solvent 
contrast variation and deuteration labeling techniques has been developed and then structural 
investigation of protein state in an aqueous solution was performed. At first, the simulation codes were 
made to calculate a scattering function from PDB data considering about two techniques and a code was 
also made to analyze dynamical state of protein with domains with Mote Carlo algorithm. It was confirmed 
to be available to analyze the static and dynamical states by using them. with real protein systems: 
βB2-Crystatallin and proteasome activator 28. In addition, it was succeeded to prepare for 75% 
deuteration protein which can be matched out in 100% D2O solution.

研究分野：ナノ構造物理学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質はアミノ酸配列(1 次構造)に応じ
て特異的な 3 次元立体構造をとるが、機能発
現においてはその 3 次元構造が変位すること
が重要であると考えられるようになって来
た。加えて、真核生物では「天然変性タンパ
ク質」と呼ばれる固定化された 3 次元構造を
持たないタンパク質に注目が集まっている。 

これらのタンパク質の機能発現時おける
構造変位は水溶液中で起こるために結晶構
造に加え、水溶液中での構造を観測する手法
が重要となっていた。そのため、水溶液中で
の構造解析が可能な小角散乱法が注目を集
めていた。 
小角散乱法でのプローブは主としてX線と

中性子である。X 線を用いた小角散乱法
(SAXS)では、線源が高輝度である事を利用し、
少量の試料かつ短時間で「タンパク質の外
形」を測定することができる。一方、中性子
を用いた小角散乱（SANS）における最大の
特徴は、同位体効果であり、特に軽水素と重
水素間での散乱能の違いは顕著である（軽水
素の散乱能は負であるに対して重水素のそ
れは正）。そこで、異なる散乱能をもつ領域
から構成される生体物質(例えば、核酸とタン
パク質の複合体)を試料とする場合を考えて
みる。この時、溶媒（＝水）の軽水・重水比
率を変化させるとその散乱能を変化させる
ことができ、溶質中の部分構造を解析する事
が可能となる（「溶媒コントラスト変調法」）
また、注目するタンパク質の領域を重水素化
することで人為的に散乱能の違いを与えれ
ば（「重水素化ラベリング法」）、上記手法と
合わせてその部分構造が解析できる事が可
能であり、精力的に測定・解析開発された。 

しかしながら、手法が開発された 1980 年
代ではデータの解析の結果得られる構造情
報は慣性半径などであり、また、重水素化手
法も重水化度などを精密に制御できなかっ
た。そのため、溶液中での揺らぎ構造や解離
会合様態などの解析という点からは不満足
であった。そこで、より詳細な構造変位（タ
ンパク質中の特定ドメインの配置）やその動
的揺らぎの解明を可能にする測定・解析手法
の開発が待たれていた。更に SANS はマシン
タイムの不足(=分光器数が少ない)や重水素
化試料調製法の未整備もあり、これまで生物
構造解析には余り積極的には用いられて来
なかった。しかし、(本研究申請時点では)国
内では JRR-3 に加え J-PARC が立ち上がり、
マシンタイムの問題は解消に向かっている
と考えられる状況にあった(実際は、JRR-3
は大震災の影響により本稿執筆時点(2015 年
6 月)は稼働していない)。そこで、マシンタ
イムの問題が解決に向かう中、新たな視点や
手法を取り入れた測定(含む試料調製法)・解
析法の開発が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、SAXS におけるデータ解析技術

や NMR での重水化技術の進歩を踏まえて、 
 
A. 計算機によるモデリングを生かした解析

手法 
B. 中性子による同位体識別、特に生物にお

いて重要な水素の精密な重水素置換によ
るラベリング法 

 
の開発を行う。その上で、現在の技術を生か
したこれらの新規中性子小角散乱法を発展
させ、「中性子生物学」に貢献することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
実際の生物試料を用いて３つの開発・実証

研究を進めた。 
I. タンパク質の溶液中での様態解析の

ための Simulation コードを開発し、
実際の系に適用する。 

II. 重水素化ラベリング法をタンパク質
の動態解析に適用する 

III. 精密重水化法を用いた新たな測定法
を開発する。 

まず 1について報告する。これまで慣性半径
による Guinier解析を超える解析を行う場合、
アミノ酸をボールとみなして PDBに記載され
ている位置情報より散乱関数を求め、測定結
果と比較して構造解析を行ってきた。この場
合、タンパク質周りの結合水の影響を評価す
る事が困難であるため、空間を適切なサイズ
のメッシュに分解し、各メッシュに存在する
原子に応じて散乱能を与えて散乱関数を計
算するコードを開発した。そして、このコー
ドを「任意のドメイン」の「任意の重水素化
度」における「任意の重水比率の溶媒」での
SANNS プロファイルを求められるように発展
させた。更に、動的な揺らぎが存在する場合、
SANS プロファイルはそのトラジェクトリの
平均になるので個々の配置の頻度分布を求
めるコードをモンテカルロアルゴリズムに
より開発した。 
 II は、例として Proteasome の制御因子で
ある PA28 を試料として結晶構造解析では観
測できないループ領域の配置を Iで開発した
コードを用いて解析を行い、ループ領域の溶
液中での様態を明らかにすることを行った。 
 III では、非干渉性散乱が少ない低バック
グラウンド下で散乱的にラベリング領域を
消去する(マッチアウト)手法の開発を行っ
た。具体的にはタンパク質の重水素化率制御
する手法を確立し、重水素化度を 100%でなく
75%に抑えたタンパク質を調製した。この重
水素化度のタンパク質は重水溶液中でマッ
チアウトすることができる。この技術の確立
と検証を行った。 
 
４．研究成果 
 I について述べる。空間分割法(メッシュ
法)による散乱関数の計算における問題点は
分割サイズの設定である。サイズを小さくし



すぎるとタンパク質内部に原子が存在しな
いメッシュが発生してしまい、これらはアル
ゴリズム上溶媒が存在するとして計算して
しまうので正確な散乱関数を求める事が出
来ない。一方、必要以上にメッシュサイズを
大きくとってしまうと、タンパク質が(表面
からはみ出して)実際に占有している空間よ
り大きな空間を占有している事とになり、や
はり正確に散乱関数を正確に計算できない。 

メッシュの
サイズ a を変
えながら、計
算上のタンパ
ク質の体積を
求めてみると、
右図に示すよ
うに、３乗に
比例する領域と２乗に比例する領域のクロ
スオーバー点がどのタンパク質でもほぼ同
じメッシュサイズで現れる。この値を用いて
計算した体積は別に与えられている体積と
一致する。種々のタンパク質において上記の
クロスオーバー点を比較検討した結果、PDB
データに水素原子の位置情報が含まれてい
るときの，適切なメッシュの一辺の長さを
2.7Åと決定した。 
 次に水晶体内タ
ンパク質 βB2-クリ
スタリンを用いて
水溶液中での動態
解析を行った。こ
のタンパク質は 2
つのドメインからなり、上図に示すように結
晶中ではドメイン間距離は 44Åである。しか
しながら水溶液中では 2つのドメイン間をつ
なぐ領域は不定であり、この距離は揺らいで
いることが予測される。したがって、SANS測
定では異なるドメイン間の距離を持つ配置
の平均構造が観測されていると考えた。この
場合、測定される散乱曲線は各々の距離に応
じた構造からの散乱関数の加重平均である
ので、MC法を用いて距離分布を求めるアルゴ
リズムの開発を行った。 
このコードを用いて行った βB2-クリスタ

リンの溶液中構造の結果を下図に示す。(a)
の●が測定データで実線が解析結果得られ
た散乱曲線であり、(b)がドメイン間の距離
分布の解析結果である。βB2-クリスタリンは
予想に反してドメイン間距離が 32.6Åで固定
されていることが判明した。この距離はちょ
うど 2つのドメインが接触する距離であった。
(学会発表：1,2) 

 II について報告
する。Proteasome
の制御因子である
PA28 は右図に示す
ように α及び βの 2
種類のサブユニットが 7つ会合したヘテロオ
リゴマーである。(図は結晶化に成功した α
サブユニットのみからなるホモオリゴマー
を参照として用いている)また、αサブユニッ
トには Proteasome へのタンパク質の取入れ
を制御していると考えられるループ領域(図
中の点線)が存在すると考えられているが、
その容態は不明である。研究では、α サブユ
ニットのみを重水素化した試料を調製し、0%
重水(=100%軽水)、40%重水、90%重水溶媒中
で、この部分重水素化 PA28 を測定し、I で開
発したコードを用いて解析を行った。その結
果、「PA28 中の α/βサブユニットの比率は 3：
4」「PA28 の 30%は dimerを形成している」「ル
ープ領域はバルブのように PA28 上部の開口
部を塞ぐ形で存在している」とすると、全て
の測定散乱曲線を矛盾なく説明できる事が
判明した（下図参照：が測定データで実線が
解析結果得られた散乱曲線）(発表論文 3,4) 

IIIについて報告する。これまでの SANS
による重水素化ラベリング法では軽水素化
＋重水素化サブユニットからなるヘテロオ
リゴマーを 40%重水溶媒中で測定する。この
場合、軽水素化サブユニットは 40%重水溶媒
と散乱長密度が一致するので散乱的に消去
され、重水素化サブユニットのみを観測する
ことができる。しかしながら、溶媒には 60%
の軽水が含まれるため、その非干渉散乱は高
いバックグラウンドの原因となり、詳細な構
造解析の妨げとなる。この問題を解決する手
法として、75%重水素化タンパク質を用いた
逆転コントラストマッチング法を考案した。 
下図に示すように重水素化度を 75%に制御
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したタンパク質の散乱長密度は 199%重水と
一致する。したがって、このタンパク質(ま
たはサブユニット)と軽水素化タンパク質
(またはサブユニット)で複合体を形成させ、
非干渉性散乱が極めて小さい 100%重水中で
SANS 測定を行えば、75%重水素化領域を散乱
的に消去し、軽水素化領域のみを測定するこ
とが可能である。この場合の問題点は、この
ように重水素化度を制御したタンパク質を
調製する手法が隔離していない事である。そ
こで、本研究では 75%重水素化タンパク質の
調製と重水中での散乱の消去の確認を行っ
た。 

上図が 0%,50%,75%,100%重水素化を目指し
て調製したタンパク質の散乱曲線である。こ
れから分かるように 75%重水素化を目指した
タンパク質の散乱は他に比べて著しく弱く、
ほぼ散乱が消去されたことが分かる。したが
って、タンパク質の重水素化度を制御するこ
とに成功したと言える。(発表論文 3,7) 

本研究では、開発した手法を上記の測定以
外にも適用して種々の成果を得ていること
も付記する。(発表論文 1,2,5,6,6.9.10) 
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