
Title X線溶液散乱法によるATP加水分解サイクルに伴ったミ
オシンモータードメインの構造解析

Author(s) 杉本, 泰伸

Citation 大阪大学, 1997, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3129141

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKAThe University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



博士論文

X線 溶液散乱法 によるATP加 水 分解サイクルに

伴ったミオシンモータードメインの構 造解析

大阪大学基礎工学部生物工学科

杉本泰伸

1997年1月



X線 溶液散乱法によるATP加 水分解サイクルに

伴 った ミオシンモーター ドメインの構造解析

大阪大学基礎工学部生物工学科

杉本泰伸



要 約

X線 溶液散 乱法 に よって筋 肉のエ ネルギ ー トランスデ ューサー、 ミオシン頭部(サ ブ フラ

グ メ ン トー1:S1)がATP加 水 分解 中に グローバ ルな構 造変 化 を起 こ してい るこ とを明 らか

に した。構 造変化 をATP加 水分 解サ イ クル と対 応 させ る と、S1は ヌ ク レオチ ドと結合 して

い な い状態 で最 も大 きな慣性半径 を持 ち、s1**.ADP,Pi(Pi:リ ン酸)の 化学状 態 にあ る と き

に最 もコンパ ク トにな る ような構造 を もつ。Piを 放 出 したs1*.ADPの 状態 で はこれ らの 中

間 的 な構 造 を とってい る ことが明 らか となった。 また、 リン酸 アナ ログ を用 いた実 験 で は、

Sl.ADP.Vi(Vi:バ ナ ジ ン酸)、S1.ADP.BeF3、Sl.ADP.AIF4の どれ もがATP中 のS1、 す な

わ ちSユ**.ADP.Piと 同様 の構造 を とって い るこ とが分 か った。 この こ とは これ らアナ ロ グ

と結 合 したS1はATP加 水 分 解 中 の最 も優 勢 な中 間体 の 良い構 造 アナ ログ に もなっ てい る

こ とを示 す。

詳細 な構 造変 化 を明 らか にす るた め に、S1の 結 晶構 造解 析 に よる原 子座標 を もとに した

モ デ ル計 算 を行 った。 そのた め に、 まず、 ミオ シン頭部 の構 造 を複 数 の ドメ インに分 割 し、

そ れ ぞれ の ドメ イ ン問 のつ なが りを保 った まま相対 的 な位置 関係 を変 化 させ る よう にす る

こ とで、分 子 の グ ローバ ル な構 造変化 を表 現 す る こ とが で きた。 この時 、各 ドメ イ ン内 の

構 造 は変 化 させ なか った。 この ような ドメ イ ン化分 子 モ デル につ いて散乱 強度 曲線 を計 算

し、実験 値 と比較 す る こ とで最適 なモ デ ル を探索 した。 ミオシ ン頭 部 を残 基番号 でそ れ ぞ

れ1-204.216-464、4G5-62G、647-710、711-843の5つ の ドメ イ ンに分 割 した。軽 鎖 は最

後 の ドメイ ンに含 めて扱 った。ATP加 水分解 中の ミオシン頭部 と、ADPと 結合 した ミオ

シン頭部 について行 った解析の結果は以下の通 りである。まずATP加 水分解 中の構造モデ

ルにおいて、最 も顕著な構造変化が見 られたのは710/711の 残基問であ る。 この部分での

変化 ば結果 として軽鎖結合 ドメインを動かす ことにな り、その末端での動 きの大 きさは約

50Aで あった。電子顕微鏡 によるアクチンーミオシン複合体の三次元再構成 に基づいた原子

モデルと同様の方向 に分子 を配置 させ ると、 この末端部分の動 きには軸方向 と繊維軸 に垂

直 な面内の動 きの両方が含 まれていることが分 かった。また、頭部 ドメインにあるATP結

合部位や アクチン結合部位の構造変化が小 さい ことが予測 された。一方、ADP結 合時のS1

構造モデルは、ATP加 水分解 中のモデルと比べた場合、710/711残 基部分でのみ違 ってい

るという結果が得 られた。すなわち、頭部 ドメインの構造 はATP中 のモデル と同等である

が、軽鎖結合 ドメインの構造変化 は小 さ くて、約30A程 度の動 きとなった。 この場合 も軸

方向の動 きと繊維軸 に垂直な面内の動 きの両方が含 まれていたが、軸方向の動 きはATP中

の もの と比べて半分 ぐらいであった。
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1序 論

筋 肉の収縮 は繊 維状 に重 合 した二つ の タ ンパ ク質 、 アクチ ンと ミオシ ンが相 互作 用 して

滑 り合 うような力発 生 を して起 こる。図1-1に 筋 肉 の構造 の模式 図 を示 す。 ミオシ ンはATP

の 化学エ ネルギー を力学 エ ネル ギーに変換 す る トランス デューサ ー の役割 を持 ち、モー ター

蛋 白質の ひ とつ に数 え られ てい る。 ミオ シ ン分子 は非 常 に大 き くて、2本 の重 鎖 と4本 の

軽 鎖 か らな り、2個 の頭 部 と長 い棒状 の尾 部 を もつ。 この うち頭 部 は タ ンパ ク質分 解酵 素

で 切断 して単離す る こ とがで き、サ ブ フラグメ ン ト1(S1)と 呼 ばれ る。S1に はATPase

部 位 や ア クチ ン結合 部位 が保 持 され てい て、筋 肉の張 力発 生 に関与 す る最小 単位 で あ る こ

とが知 られてい る。筋 肉中で は、 ラ イ トメ ロ ミオシ ン(LMM)と 呼 ばれ る尾部 が らせ ん状

に重 合 して太 い フ ィラメ ン トの骨格 を構 成 し、S1部 分 は この骨格 か ら規則 正 しく突 き出 し

て い る。

一方
、ア クチ ンは平 たい分子構 造 を持 ち、筋 肉中で は重 合 して繊 維状 のr一 ア クチ ン と し

て存 在す る。F一ア クチ ン も らせ ん構造 を とって いて、 トロポニ ン、 トロポ ミオ シ ンと呼 ば

れ る制御 タ ンパ ク質 と共 に細 い フ ィラメ ン トを形成 してい る。

これ らの細 いフ ィラ メ ン トと太 い フ ィラメ ン トが規則 的 に平行 配列 す る こ とでサ ル コメ

ア構 造 を形成 してい る。筋 収縮 はそれ ぞれの フ ィラメ ン トを形成 してい るア クチ ンと ミオ

シ ンの相 互作 用 の結,果生 じる。 しか しなが ら、 二つ の タンパ ク質が どの よう な相 互作 用 で

力 を発 生 して いるの か 、特 にそ の分子 的な機 構 は どの よ うにな ってい るの か、 とい う問題

は依然解 明 され てい ない。ひ とつの仮説 と して、い わゆ る 「ミオ シ ンの首振 り説」 と呼 ばれ

る ものが提 唱 され てい る。 この仮 説 は、 アクチ ンと結合 した ミオシ ン頭 部が構 造 を変化 さ

せ る こ とに よって レバ ー の操 作 に似 た運動 が 生 じて、力が発 生 す る とい う もの であ る。 こ

の時 、 ミオ シン頭 部 の構 造変 化 お よび ア クチ ンとの結 合解 離 はATPの 加水 分解 反応 と共役

して起 こる とい うのが 、 こ の仮 説 の本 質 であ り、 したが って様 々 な方法 で ミオシ ンの構造

変 化 を捉 え る研 究が 続 け られ て きた。

これ まで にい くつ か の実 験事 実か ら、ATP加 水 分 解 中の ミオシ ン頭 部 の構造 変化 が観 測

されて い る。 またそ の事 実 か ら、筋収 縮 の機 構 が解 明 され た と もい われ てい る。 しか しな

が ら一 方で 、 ま った く異 な った解釈 に よ り、 筋 収縮 の本 質 は別 の部分 にあ る とす る考 え方

が あ り、議 論 は決着 が つ いてい ない。 これ らの いず れ の場 合 に して も、主要 な タンパ ク質

につ いて結 晶解析 が行 わ れ てい る現在 、構造 、あ る いは構 造 変化 を無視 して議論 を進 め る

こ とはで きない。 したが っ て筋 収縮 の し くみ 、 さらにはモ ー ター タ ンパ ク質 の構 造 と機 能

の 関係 を議 論 す るた め に、化学 反応過 程 の構 造 変化 の詳細 を明 らか にす る こ とが望 まれ て

い る。
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図1-1:筋 肉 の構 造 の模 式 図 。筋 肉 は主 に ア ク チ ンか らな る細 い フ ィラメ ン ト(thinfila .rnent)

と 主 に ミオ シ ンか ら な る太 い フ ィラ メ ン ト(thicl:filaannet)が 互 い に 滑 りあ う こ とで 収 縮 す

る 。 太 い フ ィラ メ ン トか らは 周 期14 .:3nmで 二 つ の頭 部 か ら な る突 起 が 出 て い る 。
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1.1ミ オ シ ン 頭 部 の構 造

ミオシ ン全体 は2つ 重鎖 と4つ の軽鎖か らな る分 子量470kDの タンパ ク質で あ るが、 この

うちS]は 重 鎖 の一部 と軽 鎖2つ を持 ち、 ミオ シ ンに2つ 存 在 して、分 子 量 はお よそ130kD

で あ る。電 子顕微 鏡 などに よ る研 究 か ら、51は 西洋 梨 、あ るい はおた ま じゃ くしの よ うな

形 であ る といわ れ て きた。X線 や 中性子 線 を使 った溶 液散 乱法 に よる構 造 研 究 も行 わ れ 、

三次 元 再構成 の結果 を もとにX線 溶 液散乱 の デー タ を説 明す るモデ ルで は、Sユ は ドメ イン

構 造 を とってお り、輪 郭長約1goAの 折 れ 曲が った形 を した分子 であ った1)。1993年 、X線

結 晶構造解 析 に よ りミオシ ン頭 部 の原子構 造 が発表 され た2)。 一部分 の構 造 は解 けて い な

い状 態 で あ り、 また α一炭 素 の座標 のみ の発 表 で あ ったが 、原子 構造 か らATP結 合部 位 に

あ る ク レフ ト部分 の構 造変 化が分 子 の末 端 に伝 達 され るよ うな構 造変化 が収 縮 に重要 な役

割 を担 ってい る可能性 な どが推 測 され た3)。

図1-2:Rへymentら2)に よ る ニ ワ トリ骨 格 筋 ミオ シ ンSlの 結 晶 構 造 モ デ ル



図 レ2に ミオ シンの原子 構造 の リボ ンモ デ ル を示 す。全 体 と して非対 称性 の大 きい 、 α一

ヘ リックスの多 い構 造 で 、特 にC末 端側 の軽 鎖結合 部位 は長 さ85Aに お よぶ 長いa一 ヘ リ ッ

クス が走 ってい る。 主 に生化 学 的 な研 究 か らS!に は大 き く分 けて251:D、50kD、201:Dと

呼 ばれ る3つ の ドメイ ンが存在 す ると言 われ て きたが 、構造 解析 の結果 か らは さ らに50kD

ドメ イ ンは大 きなク レフ トの存 在 に よ り2つ に分 け られ る こ とが示 された。 た だ しク レフ

トの部分 には20残 基 のルー プが見 えてい ない。 これ らは上側50kDド メ イ ン、下側501:Dド

メイ ン と呼 ばれ、 ア クチ ンの結合部 位 が含 まれ る。一 方 ヌ ク レオチ ドを結合 す る部位 は3

つ のサ ブ ドメ インの境 界 近 くの ポケ ッ トに存 在 し、 ヌ ク レオチ ド結合 タンパ ク質 に特 有 な

1'-L()・pと呼ば れるモチ ー フ を持 ってお り4)、 共 通の様式 で ヌ ク レオチ ドを結合 す る もの と

見 られ てい る。 また構造 的 に も1'1.5などの タ ンパ ク質 と似 てい るこ と も議論 されてい る。 ヌ

ク レオチ ド結 合部位 とア クチ ン結 合部位 は分子 内 であ るつ なが りを持 つ と言 われて い る2)。

1.2ミ オ シ ン の 構 造 変 化 とATP加 水 分 解 反 応

ミオ シ ン はATP加 水 分 解 の化 学エ ネルギ ー を利 用 して滑 り運 動 を行 ってい る。ATPの

加水 分 解 反応 の経路 に したが って、結 合す るヌ ク レオチ ドに よっ て区別 され るい くつ か の

ミオシ ンの中 間状 態が平 衡 的 にあ る とい われて い る。図1-3に は教科書 等 に記 述 され てい る

ミオ シ ンのATP加 水 分解 反 応サ イクル を示 す5)。

ATP.・ADP+Pi

MΣM.ATP窰M・.ATPM**.ADP.Pi諸M・.ADP.Pi零M。ADP+PにM.ADP+P遶M

OO● ●OOO

図1-3:ミ オシ ンに よるATP加 水分解 反応サ イ クル5)。 図 中でMは ミオシ ンを表 し、*は ミ

オシ ンの状態 が異 な ってい る ことを示す。

「ミオ シ ン首振 り説」 に よれば、 ミオシン頭 部 は これ らの各状 態 に対 応 した構 造 を持 ち、

ATPの 加水分 解 と共 役 した構 造変化 が ア クチ ン との結 合 、解 離 を繰 り返す 中で 起 こ り、 こ

の構 造 変化 が収縮 に直接 関係 す る。 この仮説 を検 証す るため に、様 々な方法 でATP加 水分

解 中の ミオシ ン頭 部 の構 造 が調べ られ て きたが 、期待 され る よ うなグ ローバ ル な構造 変 化

を示 す 明確 な結果 は得 られ なか った。

しか しそ の後 、電 子 顕 微 鏡 に よ る観 測 で 、Sl.ADP.Piの アナ ログ と して知 られ て い る

S1..ADP.Vi(Viは バ ナ ジ ン酸)を 用 い て急 速 凍結 した試料 の電 子顕 微 鏡像 は ヌ ク レオチ ド

を結合 しないS!の もの と くらべて、曲が った状態 にあ るS1が 多 く存 在 す るこ とが示 され た
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7}
。 さらに、我 々の研 究室 のX線 小角散乱 に よる研 究か ら、ATP加 水 分解 中 のSlに は っ き

りと した グローバ ルな構造変化 が初め て示 され たL)。 溶液 中にATPが 十分 に存 在す る場 合 、

走 常状態 で は図1-:3で 示す スキー ムの うち(の の ステ ップが律 速段 階であ り、 この こ とに よ

り2【°Cで は約87%の ミオ シ ンがM**。ADP.Piの 状態 にあ る ことが生 化学 的 に見積 も られ て

きたG)。 したが って、X線 溶液 散乱で と らえ られ た構 造変化 は57.AD1'.Yiの 状態 で生 じて い

る もので あ り、 同時 に51.ADP.Viに お いて 同様 の構 造 変化 が観測 された こ とに よっ て も支

持 された。 また、本研 究で51..:'1DPの1プミ態 で は ヌク レオチ ドを結 合 しないSIとS:L.IDP.Pi

との中 間的 な構 造 を とるこ とが示 され た。

ほか に も電気複 屈折 に よ るhydrOdyllamicS1%('の 測定8)や 中性 子線 溶 液散 乱 に よる解 析

iu)
、 ア クチ ンフ ィラ メン トと結 合 した ミオ シ ン頭 部 の三次元 再構 成L"L.t'2)などの研 究 か ら

も、加 水分 解 反応 中、あ るい は加水 分 解 中間体 の ミオ シ ンの構 造 変 化 が観 測 され て きた。

この ような研 究 の先 駆 け とな ったのが 、我 々の研 究 室 に お けるX線 小 角散 乱 の研 究 で あ っ

たi)

1.3x線 溶 液 散 乱 法 に よ る ミ オ ・シ ン 頭 部 の 構 造 研 究

X線 溶 液散 乱法 は構 造研 究 の ための手 法 の一 つで あ る。 長所 と して、 溶液 中 で染色 、 固

定 を必 要 と しない で観 測 で きるため タンパ ク質 の本 来 の構造 を知 る こ とが で き る。 また 、

基質 との結 合 、分 解 、解 離 とい った酵 素反応 中であ っ て も構造 を調 べ る こ とが で きる。 一

方 、 ま さに溶 液 中にあ る とい う同 じ理 由で 、観 測 され るX線 散 乱像 は空 間平 均 された もの

とな る。 す なわ ち、溶液 中で は物 質 の方 向は無 秩序 で あ りかつ運動 して い るの で 、観 測 す

る試料 溶 液 中の物 質 の数ll的 な平均(1固 々の分 子 は無秩 序 な方 向性 を持 ってい る)、 お よび

観 測 す る時 川rl勺な平均(分 子の運動 に よ りい ろい ろな方 向 を向 く)に よって 、異 方性 に基づ

ぐ構 造情 報の多 くの 部分 が 引 き出 しに くくな る。 したが って物 質の微細 構 造 を特定 す るこ

とが困 難で あ る。 これ らの こ とか ら、X線 溶液 散乱 で は物 質の 巨視 的 な構 造 を観 測 し、主

と して 大 き さに関す るパ ラメー タを知 る こ とに用 い られ て きた。 そ の もっ とも典型 的 な量

が慣 性 半径 や分子 量 、分 子の コー ド長で あ る。

慣 性 半径 は分子 の.二次 モ ー メン トを体積 で規格 化 した量 であ り、 したが って長 さの単 位

を持 つ。同一・の体積 と静度 を持 つ物 質で あ って も、その形(空 間的 な分 布)が 異 なるこ とで、

慣 性 半径 は異 な った値 を持 つ 。 この ため、溶 液散乱 で観測 す る場 合 、構 造変化 の もっ と も

丿1鑒本 的 な指 標 となる。 一 方分 予量 は 、観測 され た散 乱 強度 か ら原 点 にお け る散 乱 強度 を求

め る こ とで 、原点 散乱 強度 が(分 子 量)×(試 料 濃 度)に 比 例 す る こ とを用 い て求 め る こ とが

で きる。 これ ら 一二つ の1==1は溶 液散乱 法 で求 め られ る もっ と も基本 的 な構 造 パ ラメー タで あ

る。 これ以外 に も、広 い範 囲 の散乱 強度分 布 の 測定 を行 い これ をフー リエ変換 す る こ とに

よっ て距離分 布 関数が 求 め られ、分 子内ベ ク トル長 分 布や分 子 最大 長 を評価 で きる。

また、他 の知 見か ら構 造 にli.=」す る情 報が あ るのな ら、それ らを も とに してモデ ルを立 て、

さらに詳細 な構造 を求め るこ と も可能 であ る。 さ らに、原 子構 造が分 か ってい る場合 には

空 間 平均 され た密度分 布 の情 報 な ど を計 算す る ことで よ.り具体 的 な構 造 変化 の解 析が 進 め

られ る。

さて、 ミオ シ ン頭'1～の 場合 、収縮 のエ ネルギー をATPの 加 水分解 に よる化学 エ ネルギー
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か.ら得 ているので、ATPの 有無による結果を比li咬することにより、X線 溶液散乱法で加水分

解中の ミオシン頭部の構造 を調べ ることがで きる。さらに、X線 結晶構造解析 によりATP

非存在下での ミオシン頭部 の原子座標 が発表 されているので、これを利用 して原子構造 に

近い レベルで構造変化の解析が行 える可能性がある。

以上のことをふ まえ、ヌクレオチ ドを結合 させた ミオシン頭部についてシンクロ トロン

放射光 を使 ってX線 溶液散乱実験 を行 い、これ らの構造を原子座標 を用いたモデルで解析

を行 った。その結果は結 晶中では測定が困難 なほど大 きな構造変化が示 された。構造的 な

見地か らミオシン頭部のATP加 水分解反応の過程 を理解 し、さらに筋 肉の収縮の仕組み を

調べ てい くことが本研究の 目的である。



2実 験 材 料 と 方 法

2.1ミ オ シ ン の 調 製

ミオ シ ンはニ ワ トリの胸筋(骨 格筋)か ら得 た もので、パ パ イ ンを用 い てサ ブ フ ラグメ ン

トー1を以下 の よ うに調 製 した1}。

L.ニ ワ トリの胸 筋 を とり、氷づ けにす る。低 温室 内で ミンチに し、これ に3倍 量 のGua.ba.-

5tra.u.)SOILIL1011(0。3MKCI、0.15MKPi、pH6.5)を 加 え る。

2.ゆ っ くりと攪 拌 し、 ミオシ ンが抽 出 され る10分 後 に遠 心す る(9K、5分)。 上清 を さ

らに ナ イロ ンゴースで こす。

3,こ し分 け た溶液 に10倍 量 の再蒸留水 を加 える。 ミオシ ンは フ ィラメ ン トを形成 す る

の で、遠 心 に よ り沈殿 させ る。

4.上 清 を除 い て0.3MKCI、5111MMgCl2、IIIIMATP、5111MPIPES(pH7.0)の 溶 液 を

加 え て ミオシ ンを溶 か し、 超遠心(45K、80分)を 行 う。

5.上 清 を とり5倍 量の0.3111MNaHC()3溶1夜 を加 えて、遠心 で ミオシ ンを沈殿 させ る(8K、

10分)。 沈殿 を取 り出 し、cuttingbuffer(40mMNaCl、10mNIiniicla.zole、2mMMgCl2

、pll7,0)で 懸濁 させ る。

6.20111g/nil、20°Cで イ ンキ ュベ ー トした ミオシ ンに、 パ パ イ ン を加 え て10分 間反 応

させ る。 この時 、パ パ イ ン はあ らか じめ51nMcystein、2n1MEDTA(pH62)溶 液

で2111g/rnlに 希釈 して30分 間 インキ ュベ ー トしてお き、 ミオシ ン と混 合す る こ とで

LOｵg/inlに な る ようにす る。

7.DMF(d三inethylforma.inicle)に 溶 か したE64¥1を5mMに 希釈 し、 ミオシ ン反応 液 に

最終 濃度50μMに なる よ うに加 えて、反応 を停止 させ る。

8.遠 心 後 、上 清 のS1を 得 る。

2.2X線 溶 液 散 乱 実 験

X線 散乱 溶液散 乱実 験 はつ くば市 にあ る高 エ ネル ギー物理 学研 究所放 射光 実験 施設 ビー

ム ラ イン13L-15Aの 小角 回折 計]3)を 用 い て行 った。 タ ンパ ク質 を構 成 す る原子 は もと もと

X線 の散乱 能が低 い上 、 溶液 との電子密度 の差 に よって分 子 の散 乱が 生 じるので、非常 に

弱 い散 乱X線 を効 率 よ く記 録 す るため に、 さらには反応 中の分 子 変化 を と らえ るため には

シ ン ク ロ トロ ン放 射光 に よる実験 が必須 とな る。放 射光 実験施 設BL-15Aは 筋 肉の 回折 実

験 を念 頭 に置 いて設計 され た もので、強力 なX線 と高性 能 の光 学系 お よび検 出器 が使 用 で

きる。光源加 速器 は陽 電子 を蓄積 す るス トレー ジ リングで、陽電子 エ ネルギ ー2.5GeV、 電

流 はお よそ250-350mAで 運転 されてい る。図2-1に はBL15Aの 小 角散乱 用光 学系 を模 式 的

に示す 。光 源 か ら取 り出 され た白色光 は全 反射 ミラー と湾 曲結 晶 モ ノ クロメー タ に よって

収束 、単色 化 され る。 この と き、焦 点面 は検 出器位 置 となる。試料 位置 での ビー ムサ イズ

!
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図2-1:フ ォ トン フ ァク トリーT3L15Aの 小 角 回折 計14)光 学 系 の 模 式 図
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は垂 直 方向約Imm、 水 平 方 向約21nmと し、X線 の波 長 は約1.5Aと して実験 を行 った。 ま

た、 試料 の直前 に置 か れた イ オ ンチ ャンバ ーで 入射X線 の強度 をモ ニ ターす る。

試料 はス テ ン レス製 の試料 セル に入 れ て測定 を行 った。試料 セルの容量 は約4〔〕μ8で 、厚

さはlmm、X線 入 射 窓の両 側 に厚 さ約15ｵn:1の マ イカ薄片 を貼 って窓材 と した。試料 セ ル

は水 を流 した セ ルポ ルダ に入 れ る こ とに よ って温度 を一定 に保 つ よ うに作 られ てい る。

X線 は 、試料 部分 と検 出器 直前 で は空気 中 を通過す るが 、そ れ以外 のほ とん どで は真 空

パ イブ内 を通過 す る。 試料 セ ルか ら検 出器位置 まで の カメ ラ長 は約2500111111と した。 この

場 合 、散 乱ベ ク トルisi=2sinθ/λ で0.002≦ β ≦0,02(A-[)の 範 囲 の散乱 強度 が得 られ

る。 また、さ らに広 い範囲 の散 乱強度 曲線 を得 るため に、約1100Dm1の カメ ラ長 で も実験 を

行 った。 これ らの デー タを併 用 す る こ とで、散 乱ベ ク トルで お よそ0.002≦5≦0.05(A-[)

の範 囲の散 乱 強度 を観測 で きる。

X線 検ll:1器と して は一・次 元位 置敏 感型 比 例計 数 管(011P_climensiona.lpOs而onsensltive

Pr・p・Lillal(ie{,ed,・r;tD-.PSD、 理 学電機社 製)を 用い た。比例計 数管 は、入射X線 に よっ

て気 体 原 子か ら・雹離 した電子 を陽極線 の近 傍 で ガス増 幅 させ るこ とに よ り、X線 光 子 を電

気 パ ル ス と して検 出す る装置 で あ る。 また、位 置 を決定 す る方 式 と しては遅 延線 法が 用 い

られ てい る。位 置情 報 はデ ィジ タル化 されて、 各チ ャ ンネル位 置で のX線 光 子数 と してメ

モ リ上 に記録 され る。 これ らのデー タは計算機(SPAR.Ostation4,サ ンマ イ ク ロシステ ム

ズ)に よ り制御 されてお り、同時 に蓄積 リングの電流値 、 イオンチ ャンバ ー の電流値 も記 録

され る。 検 出器 の有効 長 や位 置情 報 のサ ンプ リ ングチ ャネル数 、測 定時 間な ど もプ ログ ラ

ム上 で制御 され る。

測定 時 の検 出皆の 条件 は有効 長1.70inm、 サ ンプ リング数512chと し、検 出器前面 に開口幅

Gmmの ス リッ トを置い た。 また、直接光 が検 出器 に入射 す るの を防 ぐため 、約8mm×8mm

の鉛 の ビー ムス トップ を設置 す る と共 に、検 出 器前面 に貼 りつ けた幅 ⊥OIIIm程 度 の鉛板 で

ビー ム の漏 洩 を防い だ。なお、X線 溶 液散乱 の場 合 、散 乱パ ター ンは直射 光の位置 を中心 と

した等 方 的 な もの であ り、 したが って一次元 の強度分 布 になる。二 次元 で散 乱 強度 を積算

計 測す るこ とで精度 よい解析 が 可能 となるが、現状 で は、位置 的 な不均一 性/歪 みや、個 々

の検 出器 問で の感度 の違 い な どに よ り、適 当 な二次元 検 出器 が溶液散 乱 よ うに使 用 で きて

い ない。

2.3ミ オ シ ン 頭 部 のX線 溶 液 散 乱

前 述 の よ うな 条 件 ドで 試 料 セ ル に入 れ た ミオ シ ン溶 液 にX線 を照 射 し、 そ の 散 乱 独 度 を

1次 元 検 出 器 に よ り測 定 、 記 録 した 。 照 射 時 間 は3分 間 と し、 そ の 間 の散 乱 光 子 数 を積 分

して 計 測 す る よ う な静 的 な測 定 モ ー ドで行 っ た 。 試 料 セ ル の温 度 は185°Cに 保 っ た 。

各 試 料 は 精 製 したS1を 実 験 直 前 に カ ラ ム濾 過 して用 い た 。 ヌ ク レオ チ ドを含 ま な い溶 液 、

お よ びMgATP、ADP、ADP.vi(viは バ ナ ジ ン 酸)、ADP.BeF3、ADP.AIF4の1容 液 中 の,.〉.1

に つ い てX線 散 乱 を計 測 した 。S1の 濃 度 は3-brn/mlの 間 で3-5点 の 測 定 を行 っ た 。ATP、

ADPの 濃 度 は5mMで 、13c,}':」、AI1:,,は1u〕Mで あ る。 また 、ATPは51に よ り加 水 分 解 され

蹴lL-{.r孑Uls-{・P()XySUぐcinvl-leuぐvla.mido-(4-gua.niclinol)Ut・8J18)
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る が 、測 定 中 に 完 全 に は消 費 され な い よ う にATPを 実 験 直 前 に加 え た 。 こ の 場 合 の 測 定 も

静 的 に行 っ た 。 す べ て の 溶 液 は10mMim玉da.zale(1)H7,0),150riiNlhC;1,0.5mMDTTを 含

ん で い る 。

2.4時 分 割X線 溶 液 散 乱 実 験

静1.1勺な測 定 に よ りMgATP申 のSlの 構 造 に は、S1のATP加 水 分解 サ イ クルの うち もっ

と も優 勢 なS1.ADP.Piの 構 造 が もっ とも強 く反 映 され てい るが 、時 間的 に平均 され た構 造

とな ってい る。そ の ため 、実 際 に構造 変化 が起 こって いる とい う時 間変化 を観 測 す る こ と

が 望 まれ る。 しか しなが ら、加水 分解 サ イクル に伴 った構 造変化 を直接 追 いか け るた め に

は、X線 散乱 の時分 割測定 を行 う と共 に、溶液 中で ミオ シ ンのATP加 水 分解 反応 を同調 さ

せ る必 要 が あ る。 こ の問題 を解 決す るため に、Ga.geclATPを 用 いた 時分 割X線 散乱 実験 を

行 った。

CagedATPは 光 反応 に よ り分子 内のATPを 遊 離 させ るので 、S1は 遊 離 され たATPと 結"

合 して加水 分 解 を始 め る。 フ ラ ッシュ光 で短時 間に遊 離 させ た場合 、い っせ いにS1とATP

の結 合 が起 こ り、加水 分 解 反 応 が すべ そ のS1で 同様 に進 行 す る。 ま た この時 遊 離 され る

ATPとS.1の 分子数 の比 を1:1に なる ように してお けば、ATP加 水分 解 反応1回 分 の構 造変

化 を観測 で きるこ とに なる。

これ らの条件 に したが って、 静 的 な測定 時 と同様 に高エ ネルギ ー研 究所 放射 光 実験 施 設

の ビー ム ライ ンBL-15Aで 実 験 を行 った。基本 的 な光 学系 お よび検 出器 は静 的 な実験 の場

合 と同 じで あ るが 、一部分 で異 なってい る。

まず検 出器 は静 的 な測定 と同様 に1D-PSDを 用 いたが、 時分 割 測定 の ため の制御 プ ログ

ラ ムを使 って測定 を行 った。 これ に よ り、測 定 の開始 と同期 させ て トリガ ー信号 を取 り出

して フ ラ ッシュ光 を発生 させ 、加水分 解 の過程 を複 数 の時相 区間 に分 割 して記録 す る こ と

が で きる。 自分 かつ測 定 の方式 を図2-2に あ らわ した。

また、試料 セル にはCagedATPを 用 いるため の もの を用 意 した(図2-3)。 これ はX線 が入

射 す る方向 とフ ラ ッシ ュ光 が 入射 す る方 向の両 方 で光 が 通 る ように した もので 、厚 さと深

さがlmlnで あ りマ イカ片 を窓材 とした液曹 にマ イカ片 で上 か らふた を した ような形 を して

い る。上 部 の マ イカ片 に フ ラ ッシ ュ光源 か ら伸 ば され た光 フ ァイバ ー を通 して フラ ッシュ

光 を溶液 に照 射す る。 フ ラ ッシ ュ光 は水 溶 液 中 を進 むこ とで減 衰す るので、光 源 か ら遠 い

位 置 まで は届 か ない。 目的 の濃度 でGageclATPを 遊 離 させ る フラ ッシュ光 の強度 が保 たれ

る ような深 さが:1.inmで あ る。

LO



 50msec x 22frame 1 sec x 9 frame 5 sec x 34frame

図2-2:Cそ しgedATPに よる時分 割X線 溶 液散乱 測定 の 方式。
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図2-3:CそLgedATPを 用 い た 実 験 に使 っ た 試料 セ ル 。
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2.5デ ー タ解 析

一一次元板 出器で 測定 され た散 乱強度 は以 下 の手順 で処理 され た
。

(1)測 定 されたデ ー タには 目的 の タンパ ク質試料 の散乱 と ともに、溶媒 となる溶液 や、試

料 セ ルを含 む光 学系 の散 乱 も含 まれて いる。 したが って、 これ とは別 に試料 を含 まな

い溶 媒 の散 乱 強度 を測定 し、両者 の差 を とるこ とで試料 だけか らの正味 の散乱 強度 を

得 た。 この と き、実験 条件 と して光 学系 、用い た試料 セル、温 度 、照射 時 間な どは 同
一と し

、で きるだ け近 い時 間に両者 の測定 を行 った。 また、試料 セ ル直 前 に置 か れた

イオ ンチ ャンバ ー に よ り試料 に入射す るX線 の強度 をモニ ター し、測定 時 間中 の平 均

強度 に よって規格 化 したあ と差 をとる ように した。以下 では溶媒 に よる光学系 の散 乱

をバ ックグ ラ ウン ド散乱 と呼 ぶ。

(2)一 次 元 の散 乱 強度 デー タは中心対 称 を持 つ ので、強度 プロフ ァイル の中心 を決定 した

後、折 り返 し加算 す るこ とでS/Nを 上 げ た。ただ し、検 出器 の問題 に よって強度 プ ロ

ファイルが 左右 で非対 称 になる場合や 、感 度 の不 均一性 が存在 す る場合 が あ り、この

ような時 に は折 り返 し操作 を しない。 デ ー タが 非対 称 に なる原 因は、検 出器 のp(>int

SO1'c-t21.CIJunction(PSF)の 非対 称性 で あ る こ とが分 か ったので 、 そ の影響 が ほ とん ど

ない と思 わ れ る方 向の デー タだ けを採 用 した。

(3)ギ ニエ プロ ッ トを行 う。式(A27)に よれば、観 測 された散乱強度 につい てその対数 値

を散乱 ベ ク トルの絶対 値ISIの 自乗 に対 して プロ ッ トす れ ば散乱 曲線 はSの 小 さい領

域 にお いて一次式 で近似 で きる。そ の直線 の傾 きお よび切片 か ら、慣性 半径 と原 点散

乱強度 が得 られ る。 この ように して行 うギニエ プロ ッ トに よ り、各 観 測デ ー タにつ い

て慣 性半径 、原 点 散乱 強度 を求 め た。 直線 近似 す る領域 を0.0028≦`71`≦0.0047A-i

と し、 この範 囲で 最小 自乗 近似 を行 った。慣 性半径 はA単 位 で求 め 、 また原 点散 乱

51:度はX線 光子 の カ ウン ト数 を単位 と しX線 の照射時 間 とイ オンチ ャンバ ーの電流 値

で規格 化 した もの を求 めた。

(・D複 数 の濃度 に よって行 われ た実 験結果 か ら、慣性 半径 お よび濃度 で割 った原 点散乱 強

度 の濃度依 存 性 を調 べ た。 これ らを分散 で重 み をつ けた最小 自乗法 で直線 近似 し、濃

度 が0に おけ る点 での外 挿値 を求め た。 この値 が無 限希釈溶 液で の真 の慣性 半径 、 ま

た原 点散乱 強度 で あ る。 さ らに、原 点散乱 強度 か らは、同 じ条 件 で測定 した タンパ ク

質 、 ウシ血 清 アル ブ ミ ン(BSA)の 原 点散 乱強度 を求 め これ を標 準 と し、相対 的 に分

子量 を求め た。

(5)各 濃度 で測 定 され た散 乱強度 曲線 を用 いて、そ れぞれ の散乱角 で濃度0の 外 挿値 を求

め る。 これ に よ り無 限希釈 溶液 で の散 乱 強度 曲線 を得 る ことが で きる。

(6)短 い カメラ長 で測定 した散乱 曲線 には、 よ り大 きな散乱 角 の領 域 まで の強度 デ ー タが

含 まれ てい る。長 い カメ ラ長 で測定 した後 濃度 に よる補正 を行 った散乱 曲線 とあ わせ

るこ とで、広 い領域 にわた る正確 な強度 デ ー タを得 た。 この とき、短 いカメ ラ長 で測
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定 した広 角 のデー タには濃度 に よる補正 は行 って い ない。 これ は有 限濃度 に よる干渉

は小 角 領域 ほ ど顕 著 であ り、逆 に広 角 の領 域 で は無視 で きる程 度 で あ るか らであ る。

(7)散 乱 曲線 か ら距 離分布 関数1丿(r)を 計算 した。散 乱 曲線 は広角 側 で有 限 であ るの で 、

打 ちIJり 効果 を最小 にす る ため に本研 究 で は2尹(のの計算 に最 大エ ン トロ ピー法 、あ

るい は減 衰 関数 を入 れ て直接 フー リエ変換 す る方法 を用 い た。

(8)時 分 割 測定 を行 った デー タにつ いて も上記 の手順 に準 じて解析 を進め た。 ただ し、 ユ

回の測 定で は強度 が 弱い ので 、数 十 回の測 定 を繰 り返 してそれ らを加算 した もので解

析 を行 った。 また 、バ ックグ ラウン ド散 乱 につ い ては静 的 な測定 を行 い照 射 時 間(測

定 時 間 間隔)に 応 じた係数 をかけ て差 を とる ように した。 これ は散 乱 強度 か らバ ック

グ ラ ウ ン ド散乱 を引 くと きの誤 差 の伝搬 を最小 限 に抑 えるため であ る。

以 上 の処 理 は主 に、UNIXワ ー ク ステー シ ョンで開発 しX-Willdow上 で作 動 す るプ ログ ラ

ム を用 い て行 っ た。

It



3実 験 結 果

3.1小 角 散 乱 か ら決 定 さ れ た 慣 性 半 径 と 分 子 量

散乱 強度 は式(A.26)に したが って ギニ エ プ ロ ッ トをお こない 、Sの 小 さな領域 で の散 乱

曲線 を直線 近似 す る こ とに よ り慣 性 半径(R.g)と 原 点散 乱 強度(1(0))を 求 め た。 この と き直

線 近似 の範 囲 は0.0028≦3≦0.0047A冖1と した。 これ は検 出器 上 で は20チ ャン ネ ル分

(30(h-50ch)に 相 当す る範 囲 であ る。 ま た、予想 され るRgか ら見積 もったギニ エ の基準 値

(2π5ソ£.σ≦1)を 含 む領 域 となってい る。 図:3-1に ギニエ プロ ッ トの例 を示 した。

この よ うに して散 乱強度 のギニエ プ ロ ッ トに よ り求 め られ る慣 性 半径 は、有 限濃 度 で の

見 か けの慣 性 半径 で あ り、粒 子 問の 干渉 に よる効果 が含 まれて い るため、複 数 の濃 度 にお

いて散乱 強 度 を観 測 して慣性 半径 を計算 し、 その濃 度依存 性 を調 べ てゼ ロ濃 度 にお け る外

挿値 を真 の値 とす る。式(A.48)に したが って慣 性半径 の二乗 を濃度 に対 して プ ロ ッ トした

もの を図:3-2に 示す。 また その結果得 られ た真 の慣 性半径 を図3-3に 示 した。

もっ とも重要 な結果 と して 、ATP加 水 分解 中のS1の 慣性 半径が ヌク レオチ ドを結合 しな

いSlと くらべ て約3A小 さ くなってい るこ゚ とが あ げ られ る。 また、ATP中 のS!と 同様 の変

化 が リン酸 アナ ログ物質 であ るViやBeF3と の複合 体であ るSl.ADP.Vi、Sl.ADP.BeF3で も

見 られ た。一方、ADPと 結合 したSLADPの 潰性 半径 は、ヌ ク レオチ ドを結合 しな いS1と

ATP存 在下で のS1(あ るいは リン酸 アナ ログ と結合 してい るSl.ADP.AIF4やSl.ADP.BeF3)

の 中 間的 な値 を示 して い る。S1.ADP.V三 は どち らか とい う とS1.ADPに 近 か った 。 また、

51.ATPり'Sや2価 性 の架橋 剤pPDNIでSH1-SH2を 架橋 させ てADPを トラ ップ させ た

SLADP一 ノ丿PDMな どにつ いてはヌ ク レオチ ドを結 合 しないS】 と同程度 の慣 性半径 となった。

以 上 の結 果 か ら、SlがATP加 水 分解 中 に全体 の構 造 と して は分 子 の重 心付 近 に質 量 が

集 まって くる ような変化 を起 こ してい る ことが分 か った得 られ た真 の慣性 半径 の値 を表:3-1

に ま とめ る。

表3-1:ゼ ロ濃度 に外挿 した慣 性 半径 の真 の値

また、ギ ニエ ブ ロ ッ トの縦軸切 片 か ら求め られ る原 点散乱 強度 は分 子量 と濃度 に比例 し

た量:であ る。分 子量 と原 点散乱 強度 の 関係 は式(A.29)に したが って得 られ るが、X線 の絶
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sample Rg (A)
 S1 No Nucleotide  47.80±0.40

 Si in MgATP  45.04±0.22

S1.ADP  46.68±0.50

 SiADP.Vi  46.11±0.31

 S1.ADP.BeF3 45.24±0.52



対 強度の測定が困難なので、標7'試 料 として分子量既知のウシ血清 アルブミン(E3SA)を 用

いて相対的 に分子量 を求めた。

原点散乱強度は入射X線 の強度や測定 を行 う光学系に依存する。同一の条件で測定 した

試料 について、入射X線 強度 とタンパク濃度で原点散乱強度 を規格化 した。 また、慣性半

径 と同様 に原点散乱強度 にも分子間の相互作用に由来する濃度依存性があ るので、観測値

f(O.c)を 濃度 に対 してプロッ トした ものを図3-4に 示す。この ような濃度 に対するプロ ッ ト

か らゼロ濃度 における外挿値 を求めて分子量 を得た。得 られた分子量 を表3-2に 示 した。

表3-2:原 点散乱強度か ら求め られたS1の 分子量

1Ci

sample MW (kD)
 S1 No Nucleotide 124.8±9.6

 Si in  MgATP 127.6±12.1

S1.ADP 124.0±1.5

S1.ADP.Vi 124.2±3.8

 S1.ADP.BeF3 127.2±5.6



 S1 No Nucleotide

 S1.ADP

 Si  .ADP.BeF3

 Si in MgATP

S2(A-2)

図3-x:'ギ ニ エ プ ロ ッ トの 例 。測 定 され た散 乱 強 度 を も とに して 、縦 軸 を強度 の対 数

川/醐)、 横 ・[轗3・ で ブ ・ ・ トす る よう なギ ニ エ プ ・ ・ トを行 っ た5:L蟹 ニエ ブ尸 ツ

1・に対 して0.UO'?7≦,雪 ≦0.00娼A-1の 範 囲で直線 近似 を行 った・図 で は各 試料 のギニエ ブ

ロ ッ トに対 して 、難 直 な2本 の破 線 が直 線 近似 を行 った範 囲 を示 し、近似 され た直線 も同

時 に示 して あ る。 また、各 試料 で の違 いが わか りや す いよ うに、縦 軸 は それ ぞれ の試料 に

つ い て分 け て あ る。
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図3-2:(a)慣 性 半 径(Rg)の 濃 度依存 性。各測定 濃度 にお け る平均 と分散 を求 めて図 示 し、

これ を もとに重 み付 きの 直線 近似 を行 った。 試料 に対応 す る記号 は図 中に示 した 。(b)式

(A〆IS)に したが っ て、惜 性 半径 の二乗 を濃度 に対 して プロ ッ トし、直線 で近似 した 。a.、b

と もに濃度 ゼ ロで の真 の慣 性 半径 の値 はほ とん ど変 わ らなか った。

1S



 S1 No Nucleotide  Si in MgATP

 .ADP-,o PDM 
(or  S1.ATRyS)

 Si  .ADP.BeF3

 .ADP.AIF4

 S1  .ADP

 Si  .ADP.Vi

図3-3、 図3-2の 濃度 依 存性 か ら決 め られ た いろい ろな ヌク レオチ ドを結 合 した ミオ シ ン頭

部(5.i.)の 真 の慣 性 半 径 。
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図3-4:原 点散 乱 強度 の濃 度依存 性 。 式(A.47)に したが ってc/1(0)を 濃度(c)に 対 して プ

ロ ッ トした。
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3.2散 乱 強 度 曲 線 と距 離 分 布 関 数

散乱 強度 曲線 の うち小 角領 域 には分子 全体 的 な大 きさの構 造情 報 が、広角 領域 には分 子

の形態 や 内部 の構 造情 報 が含 まれて いる。慣 性半径 等 の決定 にはで きるだけ小 角 部分 まで

正確 に測定 す る必rが あ る一 方、 よ り詳細 な構 造解 析 に は広 角領 域 の散 乱強度 を得 る こ と

が 不可 欠 であ る。光 学系 の制 限 か ら一 つ の実 験 ですべ て の散 乱角度 範 囲 を含 め た測定 は困

難 で あ るので 、 カメ ラ 長 を変更 す る こ とで 目的 とす る散 乱角度 領 域 を限定 した測 定 を行 っ

た。測 定後 、 これ らの...yfl乱曲線 をつ な ぎ合 わせ る こ とで広 い 散乱 角度範 囲 にわ た る散 乱 強

度 を もとめ 、 これ を構 造解 析 に用 い た。

散乱 強度 は散 乱角 と濃度 の 関数で あ るので、観 測 された散 乱強度 π3,c)か らゼ ロ濃度 散

乱 強度1(5,0)を 求 め る必 要が あ る。有 限濃度 に よる分 子 間の干渉 は小 角領域 ほ ど、 また濃

度 が高 いほ ど顕 著 なので 、各散 乱角 にお い てゼ ロ濃度 散乱 強度 を外 挿 して求 め てい っ た。

この と き、広角 領域 で は濃度 効果 が無視 で きる と考 え られ るので、5'～0.O!5の 強度 で各濃

度 にお け る散 乱 強度 曲線 を規 格 化 した。 この様子 を図3-5に 示 した。 こ う して得 られ た小

角 領域 の散 乱 強度 に、短 い カメ ラ長で得 た散乱 強度 デ ー タをあ わせ て用 い る こ とで、広 い

角度 範 囲 の散 乱強度 を正確 に得 る こ とが で きる。高 角領 域 の散 乱 強度 は小 角領 域 に比 べ て

2桁 以上 も弱 いの で、～50mg/iril程 度 の タ ンパ ク質濃度 の溶 液で測 定 した。二 つの散 乱 強

度 をつ な ぐ様子 を図3-6に 示す。最小 角側 は得 られ た慣性 半径 を用 いてギニエ の近似 式か ら

外 挿 して求 め 、つ な ぎ合 わせ た。両者 の強度 は0.Ol5≦5≦0.020で 残差 が最小 にな る よう

に規格 化 して一致 させ た。

各 試料 につ い て求 め た散乱 曲線 を図3-7に 示 す。

これ らの散乱 曲線 の変 化 をわか りや す くす るため に、横 軸 に観 測 された慣 性半径 をか け

て プロ ッ トした もの を図3-8(CL)、3-9(cl.)、3-10(CL)に 示す。 この よ うなプロ ッ トは、分子 の大

き さの違 い に よる散乱 強度 の違 い を補償 す る。す なわ ち、形 が 同 じで大 きさだ けが違 う よ

うな相似 形 の分 子 の散 乱 強度 は、 この プ ロ ッ トで比較 した場 合 に一致 す る。 ヌク レオチ ド

を結 合 しないSlとATP中 のS1を 比べ た場 合(図3-8(a.))、 この ような プロ ッ トでは散 乱 強

度 曲線 の違 いが はっ き り現 れ てい る。 この こ とは、 この場合 の慣 性半径 の変 化 は分 子 全体

が相 似 形 で小 さ くな る ような構 造変化 で は な く、分 子 の形態 が変化 してい る よ うな構 造変

化 で あ る こ と を意味す る。 同様 な形態 の変化 を見 るや り方 と して、散 乱強度 に散 乱ベ ク ト

ルの大 き さの二乗 をか けた もの を散乱 ベ ク トルに 関 して プロ ッ トをす る、 いわゆ るhra.tky

Plot,と 呼 ばれ るプ ロ ッ トが あ る。 この場合 も中角 領域 か ら高角領域 にか けての散乱 強度 の

変 化 が よ く分 か る(図3-8(b))。

リン酸 ア ナ ログとの複 合体 であ るS1.AD1'.BeF3に 関す る2つ のプ ロ ッ トを図3-9(cL)、(b)

に示 した 。同時 にATP中 のSIlこ 関す る プロ ッ トも示 されてい るが 、ADP.BeF3と 結合 した

slはATP中 のS:1と 似 た変化 を してい る ことが 明 らかであ る。

図3-10(cL)、(b)に はADPを 結合 したSlに 関す る2つ のプ ロッ トが ヌク レオチ ドを結 合 し

てい ないsa、ATP中 のS1の もの と比 較 してある。S!.ADPに 関す るプロ ッ トは、大 体 にお

い てATP中 のS1の もの と似 てお り、ATP中 のS1と 似 た方向 の形 態変 化 を示唆 してい る。
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図3-5:ゼ ロ濃度の散乱強度曲線の求め方。Sの 小 さな領域では干渉効果 によ り散乱強度 曲

線 も影響を受けるので、入射X線 強度 と濃度で規格化 した散乱強度 曲線か ら無限希釈溶液

による散乱強度 を求める。それぞれのSの 位置で各濃度 の散乱強度 を もとにゼロ濃度の散

乱強度 を外挿す る。
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図3-6:小 角領域のゼ ロ濃度散乱強度 曲線 と高角領域の散乱 曲線の結合。
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図3-7:様 々な試料 につ い ての散 乱 強度 曲線。2種 類 の カメ ラ長で実 験 して得 られ た散乱

強度 をつ な ぎ合 わせ るこ とで広 い範 囲の散乱 強度 曲線 を得 た。 また、極小 角 領域 で は慣性

半径 の値 を用 い て、 ギニエ の近似 式 に したが って 曲線 を外 挿 した。縦 軸 はヌ ク レオチ ドを

結 合 しないSIを 基準 に して矢 印の大 きさだ けそれ ぞれ シフ トさせ て示 してあ る。
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 S1 No Nucleotide 
 S1 in MgATP  S1 No Nucleotide 

 S1  in MgATP

図3-8:(a)強 度の対数 を縦軸にとり、横軸は散乱ベク トルの大きさに慣性半径をかけたS・R.g

でプロッ トした もの。(b)縦 軸は強度に散乱ベク トルの大きさの二乗 をかけた1(別 ×望 、

横軸は散乱ベク トルの大 きさsで プロットした1¥1'R.t.1:vプロット。ヌクレオチ ドを結合 しな

いS:1とATp中 のS] .の比較。
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図3-9;(a)1(5')～,～'・1i'.qプ ロ ッ ト、(b)hra,tkvプ ロ ッ ト。 ヌ ク レオチ ドを結 合 しな いSl、

ATP中 の51とS」.ADP.BeF3の 比 較 。
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図3-10:(a)r(、 助 ～,q・1t.(fプ ロ ッ ト、(b)Kratkyプ ロ ッ ト。 ヌ ク レオ チ ドを結 合 しな い

S⊥、ATP中 のS⊥ とS1.ADPの 比 較 。
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次 に、ゼ ロ濃度 に外 挿 し広 い範 囲で求 めた散乱 強度 曲線 を もとに、距離分 布 関数2丿(?・)を計

算 した。ヌク レオチ ドを結 合 しないSlの1丿(T)は お よそ?・;40Aに ピー クを持 ち、それ よ り大

きい7・で緩 や か に減少 す る、非対 称 な もので あ った。p(7,)=0に 落 ちるrは 約1GOAで あ った。

Slに ヌク レオチ ドを作用 させ る と、特 にADP.AIF4やADP.Viの 場合 は2,(?')が大 き く変

化 し、そ の様 子 はATP存 在 下 で のS1の2,('/・)の変 化 と非常 に良 く似 た もの で あ った。種 々

の ヌ ク レオチ ドと結 合 したS1に つ いて ヌ ク レオチ ドの無 い状 態 のS1とp(?う を比 較 した も

の を図:3-iに 示 した。 いず れの場合 もザニ85-goAで 両 曲線 が交差 して い る。

また、 ヌク レオチ ドを結合 しないSl、ATP中 のS1お よびSl.ADP.Viに つ い ては、最大

エ ン トロ ピー法 によ るノ丿(7・)の計算 均 を行 った。 この方法 に よ り、計算 途 中のartifactに よ

る振動 を防 ぐこ とがで き、分子 最大 長 も正確 に求め る ことが で きる。最 大 エ ン トロピー法

で計算 した ノ丿(7りを比 較 して図:3-12に 示 した。

いずれ の場 合 もヌ ク レオチ ドを結合 す るこ とで ザ=85-goAを 境 に して それ よ り大 きい ノ・の

領 域 で ノ丿('J・)の値 が小 さ くな り、逆 に小 さい ザの領域 で1丿(りの値 が大 き くなった。 これ らは

分 子 内ベ ク トルの大 きさで、 長 い成 分 が減 っ て短 い成分 が増 えた こと を意味 す る。分 子最

大 長(コ ー ド長)は ヌ ク レオチ ドが結 合 してい ない ときは約160Aで 、ATP中 やADP.viと

結 合 す る と約IoA減 少 した。
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図3-11:種 々 の ヌ ク レオ チ ドを結 合 したS1の1丿(7・)関 数 と ヌ ク レオ チ ドを結 合 しな い5:1の

7丿(r・)関数 の 比 較 。
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図3-11:ノ 丿(7・)レ1数の 比 較(続 き)。1・
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図3-12:最 大 エ ン トロ ピー 法 で 求 め た 、ヌ ク レオチ ドを結 合 して い な い51とATP中 のS] 、

ADP.Viを 結 合 したSlの1)(ザ)関 数 の比 較 。

3i



3.3X線 溶 液 散 乱 法 に よ り 求 め られ た 構 造 パ ラ メ ー タ

X線 溶 液散 乱 実験 の結 果 、主 に小 角 領域 のギ ニエ プロ ッ トか ら慣 性 半径 や分 子量 とい っ

た分 子 の大 き さに関す るパ ラメー タが得 られ る。

式(A.48)、(A.47)に したが って無 限希釈 溶液 にお け る慣 性半 径 、原 点散 乱 強度 の真 の値

を求め たが 、… 方で慣 性 半径 の濃度依 存 性 の傾 きか らは分 子 間干 渉 に由来 す る係数 が求 め

られ 、 またc/1(0)の 濃度依 存 性 の傾 きか らは分子 間相 互作 用 に由 来す る第2ビ リア ル係 数

が 求 め られ る 同。

また 、パ ーセバ ルの定 理 に基づ い た考 察 か ら逆 空 間全 体 の強度 の積分 を もとに して 、 散

乱 粒子 の体積 を求 め る こ とが で きる。 さ らに、pa.rtia.lsl)ccificvolumeを 用 い るこ とで分子

の水 和 量 を得 るこ とが で きる。

この ように して、X線 溶液 散乱 か ら求 め られ るさま ざまな構 造 に関す るパ ラメー タを表

3-:3にま とめ たCpa..rtia.ISI)('C111CvolumeはTaanura.ら17)に よる。

表3-3:X線 溶液散乱 デ ー タか ら得 られた構 造 パ ラメ ー タ。

3.4時 分 割X線 溶 液 散 乱 法 に よ る 解 析

CagedATPを 用 いた時分 割 実験 を試み たが、 そ れ ぞれの測定 時 間 につ い て は静 的 な測 定

法 と同様 の処理 を行 え る。図2-2で 示 した時分 割 方式 で測定 した各測定 フ レームの露 出時 間

は非 常 に短時 間 なので、約20回 の実験 を行 い、 これ らを フ レーム ご とに加算 して散 乱 強度

を得 た。 同時 に、 同様 な実験 系 で(.'a.;edATPを 含 まない溶 液 を用 い た対 照 実験 も行 った。

また溶 媒 の散 乱強度 は静 的 な測定 に よってデー タを得 た後 、時分 割 測定 の 各 フ レーム の測

定 時 聞に応 じた係数 に よって規格 化 して差 を と った 。 これ は、溶 媒 につ い て も同様 の時分

割 測 定 を行 い各 フ レー ム ご との差 を取 る方法 よ りも、少 ない ノイズ のデ ー タ を得 るため で

あZ)。

こ の ように して得 た散乱 強度 に対 してギ ニエ プロ ッ トを行 い、 三次 元 の鳥 瞰図 と してあ

らわ した もの を図:3-:L3に、求 めた慣性 半径 を時 間 の関数 と してあ らわ した もの を図3-14に

示 した。

:3Z

o

pertialspecific
volume volume 水和量

O

C/一'13 (cm3/9) Cg/g>

SINoNucleotid 228915 0.713 0.33

SIinMgA丁P 241916 0.739 0.36

S1.ADP.Vi 228044 0.739 0.30

S1.ADP 263172 0.710 0.49



図3-13:(;a.hecU'1TPに よ る 時 分 割X線 溶 液 散 乱 に よ る ミオ シ ンS1の ギ ニ エ プ ロ ッ ト。 散

乱 強 度 の ギ ニ エ ブ ロ ッ トを時 間 の 関 数 と して 鳥 瞰 図 で 示 した 。
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図3-14:CagedATPに よる時分 割X線 溶液散乱 デー タのギニ エ ブロ ッ トか ら得 た慣性 半径

をlf寺閥の関数 と して プロ ッ ト。 ● はCagedATPに よ る実験 の結 果 を表 し、○ は対 照 実験 と

して行 ったCそLgedATPを 含 まない溶液 の慣 性半径 を示す。(の は実験 全体 の時 間ス ケールで

結 果 を表 し、(b)は 最初 の2秒 間 だけ を示 した。
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CagedATPを 溶液 中 に含 まない場 合 の実験 は基 本 的 には静 的 な実験 をATP非 存 在 下 で

行 った場 合 と同 じで あ る。 こ こで得 られ た慣 性半径 はS1の 濃度 が5mg/rrilの 場 合 であ り、

お よそ.15Aで あ る。一・方 、1ATPを 溶 液 匚iコに含 む場 合 、フ ラ ッシュの発 光 後の慣 性 半

径 は お よそ2--3A小 さ くなってい る こ とが わか る。

フラ ッシュ光 の発 光直 後 の様 子 は非常 に雑音 が多 く、慣 性半 径 の時 間的 な変 化 の振 る舞

いや 、C乏しg¢(lATPの 有 無 に よる違 い を判 断す るのは困難 であ っ た。 一方 で発光 か ら2秒 以

後 の 、測定 の時 間 間隔が 長い領域 で は、(熟9edATPの 有無 に よる慣性半径 の差 は見 られ る

が 、5(とCきLgedATPの 結 合、加水分解 のサ イクルに と もなった構 造変 化(慣 舵ドト径 の変 化)

は観 測す る こ とが で きなか った。
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4構 造 解 析

4.1原 子 モ デ ル に よ る 散 乱 強 度 の 計 算

RaVmentら.,)に よって結晶解析 され たニ ワ トリ胸筋 パパ イ ン処 理 ミオ シン頭部(S1)の 結

晶構 造 の原子 座標 は アメ リカの ブ ル ックヘ ブ ン国立研 究 所 の1'rotcinData.13a.n1:(PDB)に

登 録 され てい る写2。このデー タは ヌ ク レオチ ドを結合 して い ない状 態 の もの で、S1全 体 と

しては ヌ ク レオ チ ドを結 合 した状態 で の結 晶解 析 は な され て い ない。細 胞性 粘菌 の ミオ シ

ン1[で はADP。BeF3、ADP.Allia、ADP.Viな ど との複 合体 と して の結 晶構造 解析 が行 わ れ

て お り18」9・2°)、ヌク レオチ ドとの結合 に よる構 造変 化が 観 測 されて い るが 、 これ らはSi

のca.ta.lytic.ドメ イ ンだ けの結晶解析 で、軽 鎖結 合 部位 が切断 されて い る。 したが って、 こ

れ らの デー タか らSl全 体 の構 造 変化 を と らえる こ とはで きない。

原子座 標 に基づ いたモ デル計 算 は ヌ ク レオチ ドを結 合 して いな いS1を もとに してDebveJ

の式(A.16)に した が って行 った。 この式 は分子 を構 成 す る原 子 の種類 と位 置 か ら分 子全 体

の散乱 強度 を計算 す る ものであ る。

結 晶解析 は 、結 晶化 の ため にS!の リジ ン残基 の多 くをメチ ル化 して行 わ れた2)。 また、

結 晶構 造 と溶液構 造 は観測 す る条件 や分子 が おか れて い る物理 的 環境が異 な るので、 一 致

す る とは限 らない。 は じめ に、結 晶構 造 を変 え ないで モ'デルの散乱 強度 を計算 し、 同 じ化

学状 態で あ る ヌク レオチ ドを結合 してい ないS1の 観測散乱 強度 と比較 した。各 ア ミノ酸残

基 のα炭素 を半径3Aの 球 で 表 し、各 ア ミノ酸の分 子量 に比例 す る重 み を付 け、そ の集 合体

と して原 子 モ デ ルの散乱 強度 を計算 した。 ア ミ ノ酸残 基 を球 で表 現 した のは、溶 液散 乱 の

分 解能 に対 してあ ま り小 さな要素 、例 えば個 々の原 子 をモ デ ルの構成 要素 の単位 と して も

意 味 が ない こ とと、公 表 され てい る結 晶 構造 の原 子座 標 にはα炭 素 のデ ー タ しか含 まれて

い ない こ とに よる。 この ように して計算 した結 晶モデ ル の散 乱 強度 を観測値 と比 較 した結

果 を図4-1に 示 す。

モデ ル計算 に よる結果、散乱 強度 は観測値 と一 致せ ず、 また慣 性半径 も観 測値が47.8Aで

あ るの に対 して45.7Aと 約2A小 さい結果 が得 られ た。 しか しなが ら、散乱 強度 を横 軸 に慣

性 半径 をか け たS・Rgで プロ ッ トした場合 、観測値 とモ デル計 算値 は大 体 におい て一致 した。

横 軸 をS・Rgで プ ロ ッ トす るこ とは、大 きさの違 い を補 償 し形 の違 い だけ を見 るこ とに なる

の で 、モ デ ル と観測値 で は全体 の大 き さが 異 な ってV .・るが相 似 形で あ る こ とが分 か った。

この違 いの原 因 と して、 溶液散 乱 で観測 す る タンパ ク質の構 造 は、 その周 囲 に配位 した

水 分 子 も含 め て観測 され た もの だ とい う議論 があ るzi.zz)。 本研 究 におい て も、形 状 は変 わ

らず に大 きさが変 わ っ てい る とい う結 果 か ら、 タ ンパ ク質表 面 に付 い た水 の層 が見 か け上

タンパ ク質 を大 き く してい る とい う可能性 を考 えた。 そ こで 、表面 に水分 子 を配位 させ る

よ うな構 造 モ デ ル を考 えて その散乱 強度 を計算 した。計算 方法 につ い てはAPpendixBに

記 述 した。

水 の層 を考慮 し、 そ れ を含 んだ構造 モ デ ル とそこか ら計算 した散 乱強度 を観 測値 と比 較

した ものを図4-2に 示す。 このモ デ ル と観測 値 との一致度(R)は 約0.1%で あ った。水 の層 と

して はお よそ1層 分(約1.8A)で あ った。 この よ うに して得 られ たモデ ルは観測値 を非常 に

氏21MYS
,ftp://ftp.pdb.bnl.gov/current.release/㎜compressed.files/my/pdbimys.ent
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よ く説 明す る もので あ った。 したが って溶液構 造 と結 晶構 造 は分子 の体 積 を補正 す るこ と

に よ り一致 させ る こ とが で き、全体 的 な形状 にはほ とん ど差が 無 く、結 晶場 にあ る こ とや

リジ ン残 基 をメチ ル化 した影響 に よるグ ローバ ルな構造 変化 が起 こって い ない とい う結 論

を得 た。

図4-1:結 晶構 造 のα炭素 を半径3Aの 小球 で充填 してあ らわ し、その散乱 曲線 を計 算 した。

(a)小 球 充 填 モ デ ル の散乱 強度 と、 ヌ ク レオチ ドを結 合 しないS1の 観 測散乱 強度 の比 較。

(b)(cl.の 横 軸 に慣性 半径Rgを かけ て プロ ッ トした もの。
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図4-2:水 の履 を考慮 してモデ ル計 算 を行 った。 ミオ シン頭 部 の構 造(a)と そ れか ら計算 し

た散 乱強度 と観 測 された ヌク レオチ ドを結 合 しないS!の 散乱 強度 の比 較(b)を 示 す。一致

度Rは0.1%で あ った。
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4.2構 造 変 化 の モ デ ル 構 築

次 にヌ ク レオ チ ドの結合 によるS!の 構 造 変化 をモデ ル解 析 す るため に、初期構 造 と して

ヌ ク レオチ ドを結合 しないS!の 原 子座標 を用 いて、 この構造 を変化 させ て散乱 強度 を計 算

し、観測 値 との一致度 を評価 しなが ら最適 なモ デ ルを求め る。最適 なモデ ルを与 え る ような

パ ラ メー タは大 域 的 な探索 法 に よ り求 め た。一般 にパ ラ メー タの 最適 化 を行 う場 合 は 目的

関 数 の差分 を用 いて最適 値 を求 め る こ とが多 い 。 しか しなが ら本研 究 におい て はパ ラメ ー

タの収 束 が見 られ なか った。 これ は モデ ルのパ ラメ ー タの変化 に対 して計算 され る散乱 強

度 の変 化 が非常 に小 さい こ とが原 因 であ る と考 え られ る。

構 造変 化 の表 し方 お よび用 い たパ ラ メー タは以下 の通 りで あ る。

i.も ととな るS1の 構造 はヌ ク レオチ ドを結合 してい ない51の 原子座標 を用 い た。構 造

変化 を考 え るため に、Slを 便 宜上5つ の ドメイ ンに分 割 して考 えた。 ドメ イ ンに分 け

た様 子 を図4-:3に 示 す。酵 素 に よる生 化学 的 な実験 結 果 な どか ら、S1重 鎖 の ドメ イ ン

構 造 につ いて は25kD、501:D、20kDド メ イン とい う分 け方が一般 的 であ るが 、 さ ら

にbO]:Dお よび20kDド メ インを二・つ に分 け た。50kDド メ インにつ いて は ク レフ トを

境 に上側 ドメ インや下側 ドメ イン といった呼 び方で二 つ に区別 され てい るの と同様 に

分割 し、`?01:Dド メ イ ンはSH1-SH2領 域 と呼 ばれ る部位 で二 つ に分 けた。我 々の ドメ

イ ン区分 では第1ド メ イ ンが ア ミノ酸残 基番号 で1か ら204と し、以下第2ド メイ ン

は2LGか ら464、 第3ド メイ ンは465か ら626、 第4ド メ イ ンは647か ら710、 第5ド

メインは7:1:1か ら843と した。 一部分 抜 けてい る数 字 は結 晶構 造解析 で見 えなか った

残基 部分 で あ る。 また2つ の軽鎖 、CLGとRLCは 共 に第5ド メ イ ン と して扱 い 、軽

鎖部分 の構造 変化 お よび軽鎖 の結 合様 式 の変化 は考慮 に入れ なか った。

2.分 割 したこれ らの ドメ インの それぞ れ を一 つ の単位 と し、境界 部分 で結 合角 を変 える

こ とに よ り、分 子全 体 の構 造変 化 を表現 した。 この時 、 ドメ イ ン間のつ なが りは保 っ

た ま まとす る。 ドメ イン間部 分 で の構 造変 化 の様 子 を図4-4に 示す。二 つ の ドメ イ ン

の間の一 ヶ所 の ア ミノ酸 の結合 す る角度 に 自由度 を与 え るが 、各 々の ドメイ ン内 の構

造 は変化 させ なか った。す なわち、各 ドメ インは一つ の形 を保 った ま ま、そ れぞれ は

のび ないバ ネで つなが って いる と考 えれ ば よい。 また結 合角度 につ いて は1ヶ 所 につ

いて2つ のパ ラメー タで表す ことが で きる。図4-4(1))に 示 した ように、二 つ の ドメ イ

ンのつ な ぎ目を原 点 に したXyZ空 間 を考 えてZ軸 か らX軸 へ の角度 をF)r、z軸 か らy軸

へ の角 度 をθ2と 表せ ば、 これ ら2つ の角度 で ドメ インの位 置 関係 を記 述 で きる。

:1.5つ の ドメ インの4ヶ 所 のつ な ぎ目に合 計8個 の パ ラ メー タが存 在す る。 これ らを

元 々の結 晶構 造 の位 置か ら様 々な方 向へ の変 化 させ て構 造 モデ ルを検 討す る。θ1、θ2

のパ ラメー タは10° ご とに変化 させ 、大 域 的 な探索 を行 った。

ここで行 った よ うな扱 いで は ドメ イン と ドメ インのつ な ぎ目のア ミノ酸が現 実 の タ ンパ

ク質で は一一fi殳に は許 されない ような構 造 を持 つ可能性 を含 め る こ とにな る。 しか しなが ら、

一一ア ミノ酸 の局 所 的 な構造 は ここで問題 に して い る散乱 強度 にはほ とん ど影 響 しない こ と

と、分 子 全体 と して実 際 にその ような構 造 を と る場 合 には よ り大 局 的 に構造 変化 を起 こす
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のであ ってこのモデルはそれを単純化 したものであるとい うことを考慮 に入れて、構造モ

デ ルをあつかった。

構築 したモデルの散乱強度 を計算 して観測値 と比較す るとき、モデルと観測値 の丁致 の

尺度 として

1記ユ{Zobs(5「)-lca-c(・5`Σ5「2z

。bs(5り)}2(4・1)

を用 い た。散 乱 曲線 は原 点付 近 の強度 が 非常 に大 き く、 したが って分 子 の大 き さが反 映 さ

れ る よ うな小 角 領域 の 曲線 だ けで な く、分子 の形 を反 映す る よ り広 角側 の散乱 強度 につ い

て も考 慮 す る形 で求 め る一致度 とな ってお り、通常 と違 っ て観測値 と計 算値 の差 に 伊 が か

け られてい る。これ はLuzza.tiら23)に よって使 われた一致度 のパ ラメー タで あ る。また、慣

性 半 径 の値 も判 断 の基準 と した。大域 的 な探索 を行 い、 これ ら散 乱強度 の一 致度 と、慣性

半 径 の一 致性 を束 縛 条件 と して入 れて最 適 なモデ ルのパ ラメー タ を決定 した。

以上 のモ デ ル計 算 につ いて はUNIXワ ー クス テー シ ョン(日 本 シ リコ ング ラ フ ィックス,

1.ridyR4600PC)で 主 に開発、実行 し、計算 の量 に応 じて大 阪大 学蛋 白質研 究所結 晶解 析 セ

ン ターの計 算機 を利 用 した。

Lln



Domain1:darkblue1‐204

Domain2:lightblue205‐464

Domain3:green465‐626

Domain4:yellow627‐710

Domain5:red/pink711‐843,ELC,RLC

ActinBindingSite

RLC

図4-3:S1の 構 造 を5つ の ドメイ ンに分 けた。 本文 中で 記述 されて い る とお りに ドメイン

を定 義 し、色分 け して図 示 した。N端 か ら順 に青 は第1ド メ イ ン、水色 は第2ド メ イン、緑

は 第3ド メイ ン、黄 は第4ド メ イ ン、赤 は第5ド メ イ ンであ る。 また2本 の軽 鎖 は桃色 で

示 したが、構 造変 化 を考 え る と きはC端 の赤 で示 した第5ド メ イ ン と一 つ と して扱 った。
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(b)

)'

図4-4:モ デ ル に よる構造 変 化 の記述 。 図で はS1の 構造 の うち、 ここで定義 した50kDの

2つ の ドメイ ンを 色分 け して示 じた。 これ らの境界 を細 く黄 色で描 い てい るが、 この残 基

の ま わ りの 相対的 な回転 に よって構造 を変化 させ る。(a)は 結晶構 造か らのS1の 構造。(b)

回 転 させ る前 後 の残 基 を球 で表 し、傾 きの角度 をパ ラメー タ と して与 え る。
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4.3最 適 モ デ ル

化学状 態 で はS1.ADP.Piに あ るATP加 水分 解 中の51の 散 乱 強度 お よびS1.ADPの 散 乱

強度 に対 して最適モ デ ルの探索 を行 った。パ ラメー タを変 化 させ た とき、式(4.1)で 示 され

るモ デル と観測 値 との一致度liに つ いて の変 化の例 を図4-5に 示 した。 また同様 のパ ラメ ー

タの変化 を与 えた ときの慣性 半径 の変化 を図4-Ciに 示 した。これ らの図 に示 したのは8個 の

パ ラ メー タの うち、第4ド メ イン と第5ド メ インの 間の2個 の角度 を変化 させ た場 合 の も

の であ る。 また一一致度 はATP中 のSlの 散 乱強度 と比較 した。

これ らの変 化 は比 較 的単 調 な関数 となってお り、一 致度1,',の 極少 点 で は慣性 半 径 も観

測 値 と近 くな ってい る。他 のパ ラメ ー タの場 合 もほぼ同様 の傾 向 を示 したが 、最 も変化 の

度 合 いが大 きか った の は第4ド メ イ ン と第5ド メ インの 間の 角度 で あ った。 したが っ て、

S1.ADP.Piの グロー バ ルな構 造変 化 の支 配的 な要 因 は この部分 の変化 で あ る。

このよ うに して得 られたsl.ADP.PiとS1.ADPの 最適 モ デ ルにつ いて、slの 最適 モ デ ル

と と もに、構 造 パ ラメ ー タお よび それ ぞ れの観 測値 を表4-1に 示 した。 いず れ の場合 もモ

デ ルか ら得 られ た慣性 半径 は観測値 と良い一致 を示 して い る。 一 方、モ デ ルか ら計算 した

ノ丿(7りに よ り求め た分子 最大長 は、観 測値乏比 較 していず れの場合 も約10-V15A大 きい値 を示

して いる。 観測値 の分 子最大 長 は最大 エ ン トロ ピー法 に よって求 め られた もので あ る。 こ

れ らの値 は、 しか しなが らS1の 分子 最大長 との差△Dlllaxで は観 測値 とほぼ一致 してい る。

分 子 最大長 の絶対 値 はモ デル と観測値 とで一致 を見 なか ったがそ の変 化 の傾 向 は似 てい た。

これ はモデ ルの適 、不 適 とい う よ りも、観 測 された散乱 強度 か ら1丿(?・)を計算 して分子 最大

長 を求 め る こ とに含 まれ る困難 さが 原 因で あ る と考 え られ る。 モデ ル計算 と観測 の散 乱 強

度 の一 致度 はそ れ ぞれ約0.1%程 度 で あ る。構造 変化 をス ター1・させ る前の初期 モデ ル、す

な わ ちS:1の 構 造 モ デルの散乱 強度 とATP中 のSlの 散乱 強度 で見 た一致度 は約0,45%で あ

る ので 、構 造 変化 を よ く表現 して い る と言 える。

それ ぞれ3つ の状態 のS1で 最適 モデ ルか ら計 算 した散乱 強度 と観測 の散乱 強度 を比較 し

た ものを図4-7に 、ρ(?.)を比 較 した もの を図4-8に そ れぞ れ示す。 図示 した散 乱 強度 の範 囲

で よ く一 致 してい る。ア(?・)も良い一 致 を見せ てお り、分子 最大 長 の絶対 値 が異 な ってい る

こ とはモデ ル計算 に おい て、頻度 と しては非常 に少 ない長 い分子 内ベ ク トルの成分 を厳 密

に算定 してい るこ とが 原 因であ る と分 か る。
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冖

化学状態
り

Rg(A)
り

Rgobs(A)
VD

max(A)
u

QDmax(A) 一 致 度R(%)★

Sl

S1**.ADP.Pi

S1*.ADP

47.7

45.7

46.7

47.8

45.0

46.7

176

162

・:

一141 .

_g

0.114

0.099

0.208

*参考

0.452

[SIinMgATP]obs/[SINoNucleotide]calc

表4-1:最 適 モ デ ルの構造 パ ラメー タ。R9は モ デルの慣性 半径 、R9。1、、は観測 され た慣性 半

径 、Dmalxは 分 子 最大長 、△D111娵 は分 子最 大長 におけ るS1と の差 、一致度R.は 式(4.1)に

よ って得 られ た値 をそれ ぞれ 示す。欄 外 に参考 と して示 した一 致度 は、 ヌ ク レオチ ドを結

合 しな いSlの モ デ ル(初 期 モ デ ル)とATP中 のS'.1と で散 乱 強度 を比較 した もの、
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図4-5:モ テ ル計t,'.時の一 致度 評価 の例。実際 の計 算 には8個 のパ ラメー タを用 い たが、 こ

の うちの2個 につい て変化 させ た場 合 のR値 の振 る舞 い を図示 した。 グ ラフが低 い ほ どR

値 が 小 さ く、モ デ ル と観 測 の一 致度 が高 い。
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図4-6:モ デ ル計算 時 の慣 性 半径 の変 化 の例 。図4-5と 同 じパ ラ メー タを変化 させ た場 合。
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図4-7:3つ の状態のS1の 最適モデルから計算 した散乱強度 と観測散乱強度 の比較。
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図4-8:3つ の 状 態 の51の 最 適 モ デ ル か ら計 算 したa(7・)関 数 と観 測 散 乱 強 度 か ら計 算 した

ノ丿(7・)関数 の 比 較 。
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4.4ATP加 水 分 解 中 の ミ オ シ ン 頭 部 の 構 造 解 析

5佃 の ドメ インに分 けた ミオ シ ン頭 部分子 モ デ ル を使 っ てATP加 水分 解 中 の ミオ シン頭

部 につ い ての構 造解析 を行 い、観測 結果 を最 も よ く説明 す るモ デ ルを得 た。

解析 の結果得 られたモデ ルを図4-9に 示 した。MgATP中 のS1の 構 造変化 を解析 した結 果

得 られ たモデ ルで は、特 に軽 鎖結合 ドメ イ ンで の構 造変 化 が顕 著 にみ られた。他 の部分 で

は ドメイン間の結合 角度が1.0°程度 変 わ って いるだ けなの に対 して、第4ド メ イン と第5ド

メインの境 界(ア ミノ酸残 基番 号 で710と711の 間の部分)で は お よそ40°程度 の変化 が見 ら

'れ た
。 その結果 、分 子 は全体 と して折 れ 曲が る ように、あ るいは元 々曲が ってい た ものが

さ らに顕 著 に曲が る ように変 化 してい た。 この とき、観 測値 との一致度 を示 すR値 は 、初

期 モデ ル と比 較 して約70%良 くなった。

図 凵0に は、得 られ たモ デル をヌク レオチ ドを結 合 して いないS1の モ デ ル と比 較 して示

した。図 中で示 されたS』 の方 向は電子顕微 鏡の 三次元 再構 成 によって求 め られ たF一 ア クチ

ン との複 合体 の構 造:3)に な らった もの であ る。F一アクチ ンの繊 維 軸 は紙面縦 方 向 に沿 っ て

い て 、Skの 左 側 に存在 す る。2つ のSlの モ デ ルはN端 ドメ イン(第1ド メ イ ン)が 重 な

る ように して図 示 してあ る。 この よ うな位 置で示 した場 合 、2つ の状態 のS1で 末 端部分 の

位 置 は全体 と して約50A移 動す る結 果 となった。繊 維軸 に沿 った方 向(図 で は上 方 向)で は

約40A、 繊維 軸 に垂 直 な面 内の動 き(図 で は紙 面奥 の方 向)は 約20Aで あ るこ とが分 か った。

ま た、分 子 内 の変化 を見やす くす るため に、 同様 の図 を2次 構 造 の リボ ンモデ ルで書 い た

もの を図4割 に示 した。 この場合 、第1ド メ イ ンか ら第4ド メ イ ンで も構造 変化 が起 こ っ

て い るこ とが分 か る。 この部分 にはATP結 合 部位や アクチ ン結合 部位が ク レフ トと して存

在 し小 さな変化 を示 唆 す るが 、我 々の結 果 では特 にク レフ トの開 閉の よ うな顕著 な変 化 は

見 られ なか った。
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図4-9:解 析 のi-1-Tia果得 られ たATP加 水 分 解 中 のS1の モ デ ル 。2次 構 造 の リ ボ ン表 示 。
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light blue
 S1 No  Nucleotide 

 Si in MgATP

45A

20A

図4-10:ATP加 水分解中のS1の モデルを、ヌクレオチ ドと結合 しないSlの 構造モデルと

比較 した。濃い青が ヌクレオチ ドを結合 しないS1の モデルで、薄い青がATP中 のS1の モ

デルであ る。図はα炭素のバ ックボーンをつ ないだ形で表示してある。
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図4-11:ATP加 水 分解 中のS!の モ デル を、 ヌク レオチ ドと結合 しないSlの 構 造 モ デル と

2次 構造 の リボ ン表 示 で比較 。濃 い青が ヌク レオチ ドを結合 しないSlの モ デルで、薄 い青

がATP中 のS1の モ デ ルであ る。
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4.5ADPと 結 合 し たS1の 構 造 解 析

ADPと 結 合 した状態 のS1(SLADP)に つ いて もATP中 のS1に 準 じた構 造解析 を行 った。

その結果 得 られ たモ デルを図4-12に 示 した。軽 鎖結合 ドメ イン以外 の構造 はATP存 在 下 の

S:(の 構造 モ デ ル と同 じ結 果 となった。 また第4ド メ イン と第5ド メ イ ンの問の角度 はお よ

そ2〔〕°の変 化 が見 られ 、ATP中 の51と 同様 に図443の ような方 向 に描 くと、軽鎖結 合 ドメ

イ ンの先 端部分 で約:30'1の 動 きが見 られ た。 また繊 維 軸 に沿 った方 向(図 で は上 方 向)、 繊

維 軸 に垂 直な面 内(図 では紙面奥 の方 向)の 動 きはそれぞれ約20Aお よび20/で あ る こ とが

分 かった。 これ は繊維 軸 に垂 直 な面 内ではATP加 水 分解 中のS1と 同程 度 の動 きであ るの に

対 して、繊 維 軸 方 向 の動 きがATP加 水 分 解 中 のS1に くらべ て半分 程度 に小 さい よう な構

造 変 化であ る。図 一1-:14は、図4-13と 同様 の構 造 の比較 を リボ ンモ デルで示 した ものであ る。
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図4-12:解 析 の結 果得 られたS!.ADPの 構造 モ デ ル。2次 構 造 の リボ ン表 示 で示 した。
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dark blue 

green

 Si No Nucleotide 

 S1.ADP

20A

NA

図4-13:SLADPの 構造モデルとヌ クレオチ ドと結合していないSlの 構造モデルとの比

較。濃い青が ヌクレオチ ドを結合 しないS1の モデルで、緑がSl.ADPの モデルである。図

はn炭1の バ ックボーンをつないだ形で表示 してある。
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図4-14:SLADPの 構造 モ デル をヌク レオチ ドと結合 してい ない51の 構 造モ デ ルと2次 構

造 の リボ ン表 示で比 較 。濃 い青が ヌク レオチ ドを結 合 しない51の モ デルで、緑 がSLADP

のモ デ ルで あ る
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5考 察

ATP加 水分解 における反応中間体 として、種々の化学状態にあるSlのX線 溶液散乱実験

の結果お よびモデルの構造 を、他 の実験結果 とともに検討する。

5.1ATP加 水 分 解 反 応 と ミオ シ ン の構 造 変 化

ATP加 水分解反応のスキームを図J-1に 示す。

ATPADP+Pi

S1§S1.ATP‡S1・.ATP客S1・ ★.ADP.Pi零S1・.ADP+Pi毳S1.ADP。Pi零S1.ADP+Pi差S1

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦

図5-1:ミ オシ ンに よるATP加 水 分 解 反応 サ イク ル。

観測 したS1の 状態 と化学状態 を対 応 させ る と、、ヌ ク レオチ ドを結合 して いないS!は 化学状

態で は図5-1の 「Sl」 にあ たる。ATP中 のS1は 反応 サイ クルが繰 り返 し進 んで い る状態 で

あ るが、(4)の ス テ ップが 最 も遅 く、律 速 ス テ ップ といわ れて いるの で6)、 「S1**.ADP.Pi」

が 最 も量 的 に優 勢 な化 学状 態 であ り(全 体種 の約90%を 占め てい る と言 われ て い る)、 これ

に対 応 してい る。ADPを 結合 させ たSlは 「S1*.ADP」 あ るいは 「S!.ADP」 とい う化 学状

態 にあた る。 また 、wakabayashiら1)はATPッsを 結合 したS1.ATPySは ヌ ク レオチ ドを結

合 しない51.と ほぼ 同 じ構 造 を とって い るこ とを示 した。ATP7Sは 加水 分解 サ イク ルの(:3)

の ステ ップが非常 に遅 く、 したが ってそ の化学 状態 はS1*.ATPで あ る と考 え られて い る。

一・方
、 リン酸 アナ ロ グや ヌク レオチ ドアナ ログを用 い た実験 結果 か ら、S1.ADP.Vi、

SLADP.BeF:3、SI.ADP.Alli:,は そ れぞ れATP中 のS1と よ く似 た構 造 を と ってい る こ とが

本研 究 で 明確 とな った。Vi、]3c,1':」、All',,が リン酸 の アナ ログ物 質 であ る こ と とあ わせ て、

51**.ADP.1'iの 構 造 的 な アナ ログに なっ ている と考 え られ る。

これ らの結 果 を化学 状態 ご とに分 け て、モ デ ル解 析 に よる原子構 造 とあ わせ て示 した も

のが図5-2で あ る。

X線 溶液散 乱実験 の結果 か ら得 られ た構 造パ ラメー タはS1**.ADP.Piの 状態 で51に 比 べ

て慣 性 半径 で約3A、 分 子最大 長 で約a.OAそ れ ぞれ小 さ くな ってい るこ と を示 した。 また

Sl*.ADPあ るい はS:L.nDl'で は慣 性 半径が約L5A、 分 子 最大長 は数t°小 さ くな って い るこ

と を示 した。S1*.ATPと ヌ ク レオチ ドを結 合 してい ない51は 、全体 的 な構造 と して は同 じ

で あ る と考 え られた。
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S1 S1**ニADP.Pi S1*.ADP S1*.ATR(?)

SINoNucleotide SIinMgATP

S1.ADP.Vi

S1.ADP.BeF3

S1.ADP.AIF4

S1.ADP S1.ATPyS

り
47.5--48.OA

v

45.045.5A

-10A爭

u

46.0-46.5A
り

一10<△ くOA

り
47.548.OA

のA

図5-2:ATP加 水分解 反応 中間体 とSユ の構造 との対応 。.ヒ段 か ら順 にSiの 化 学状態 による

分 類 、結 合 した ヌク レオチ ドとの対 応 、慣性半 径 と分子 最大長 の変 化 、構 造モ デ ルを示 す。
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構 造解 析 に よって得 られ たモ デル におい て、 ヌク レオチ ドの結合 に よる構 造 変化 の最 も

大 きな特 徴 は、第4ド メ イン と第5ド メ インの 問での角度 変 化が一番 顕 著 で あ った こ とで

あ る。 この部分 の変 化 に よ りミオ シ ン全 体 の構 造 が:大 き く変 わ り、結 果 と して慣 性半 径 や

ノ丿('ノ゜)関数 の変 化 につ なが って い る。 またS!.ADP.Piの モ デ ル とS1.ADPの モ デル を比 較 す

る と、両 者 の違い は この部分 だ けで、特 に図440、4-13に 示 した上 下方向 の動 きが51.ADP

の場 合SLADP.Piに 比 べ て半分 くらいで あ った。

一方
、お もに25kD、50kDド メインか らな るCil・Lil.亅yticドメ インは、ATP結 合部位 や ア ク

チ ン結 合 部位 を含 み 、 ミオ シ ンの機 能 的 に最 も重要 な働 きを してい る と考 え られ る。構 造

解 析 の結 果 、ぐatalyticド メ イ ン内 で はあ ま り大 きな変化 は見 られず、全 体 の構造 が大 き く

変 わ る よ うな もので もなか った。 最 適 なモ デ ルを与 えるパ ラメー タはc呂副ytiぐ ドメイ ン内

につ いて はSLADP.Pjの モ デル と5⊥.ADPの モ デ ルで一 致 した。 また 、 ヌ ク レオチ`ドの結

合 、加水分 解 に よ りク レフ トが 開閉 し、その変化がS[全 体 の構 造 の変 化 を導 くとい った考

え方2}も あ ったが 、 ク レフ トに関す る大 きな動 きはモ デ ル解析 か らは得 られ なか った。
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5.1.1中 性 子線 散乱 実験 との比較

MelldelsOl1らj〔,)は 中性子線 溶液散乱 による実験 の結果 、 ヌク レオチ ドを結合 しないS1と

比較 してS1.ADP.vi、51.ADP.alr,のi貫 性 半径 が約3%減 少 してい る と報 告 してい る。 ま

たS1.AD:Pの 慣性半径 は約1%し か減少 しない と報告 した。 さらに、X線 溶 液散乱 でATP中

のS1の 慣 性 半径が約3%減 少 してい る こ とも報告 した。 これ らは本研 究 の結 果 と比較 す る

と変 化 の量 と しては小 さい。 またMendelsonら がX線 散 乱 か ら得 た ヌ ク レオチ ドを結 合 し

な いs:iの 慣性 半径 は46.IAで あ り、<<Va.kaJ)aya.shiら1)や 本研'究の結 果 と食 い違 ってい る。

… 方 、MendelsOl1ら はS1.ADP.BeF3で はヌク レオチ ドを結合 しないS1と 比 較 して も慣性 半

径 の変化 はほ とん どない と してい る。 これ はATP中 のSiと 同程度 の構 造変 化 を起 こ して

い る と した 本研 究 とは異 な った結 果 であ る。 この よ うに、大 筋 に おい てはX線 と中性 子 線

の結 果 は一致 す るが 、細部 にお いて異 な る点 が 見 られ る。特 に、ADP,BeF3を 結合 したS:1

の構 造変 化 の有無 につ い ては異 なった結果 が得 られ てい る。 これ らの原 因 につ いては今g

とこ ろは っ き り しないが、51.ADP.BeF3に つ いて は測定 時の温度 の違 いが考 え られ る。本

研 究 はあ らゆ る測 定 を室温(19.5°C)で 行 ったが 、iVlcndF:ls・nら は低 温(6°C)で 測 定 して い

るので 、ATP加 水分 解 の平衡 がず れ るこ とで異 なった結果 にな ったのか も しれ なy・。

Melldels・nら に よる中性子 線/X線 溶液散 乱 実験 の結 果得 られた慣性 半径 の変化 と本研

究 で得 られた慣 性半径 の変 化 を表 一1に示す。.

samplethisworkMendelsonetal.

SIinMgATP-5.77±0.463.12±1.55

S1.ADP-2.34±1.05-0.86±1.04

S1.ADP.Vi-3.54±0.65-2.74±Q.98

S1.ADP.BeF3-5.36±1.09.-0.35±0.74

S1.AD1'.AIF4-7.32±0.15-2.79±0.65

表5-1:ヌ ク レオチ ドを結合 しないS1に 対す る慣 性半径 の変化 を比較 した もの。Mel〕detsot.i

らi())によ る。表 中の数 字 はヌ ク レオチ ドを結合 して いないS1を 基準 と して△P,.g/liq×goo

で得 られ る慣 性 半径 の変化 の割合 を%で 示 す。
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5.1.2ヌ ク レオチ ドアナ ロ グ を結 合 した結 晶解析 との対応

ヌ ク レオチ ドを結 合 した骨格 筋 ミオ シ ンSl結 晶解 析 は な され て い ない。Fisherら18}や
15
1.111t1ら2°)による細胞 性粘 菌 ミオシンのモー ター ドメ イン(SIDc)と 呼 ばれ る251:D、50kD

部分 の結 晶構 造解 析で 、ADP.VlやADP.AIF4と の複合 体 の原子 構造 が発 表 され てお り、そ

れ らの構 造 変 化が報 告 され てい る。特 にADP.Viと の複 合体で はC一 端 ドメ イ ンの構造 変 化

が はっ き りと示 されてい る。図5-:3(CI・)に構造 変化 の様子 を示 した。SIDc..ADP.Viで の構 造

変 化 は 丶姐681か らLy8690に か けてのαヘ リックス を中心軸 と した回転 運動 に よる。 この 回

転 運動 に よ りC一端 ドメ インが図 で手 前 の方 向に倒 れ て くるよ うな構 造変 化 が生 じて い る。

回転 辺動 の軸 となったαヘ リ ックスは、骨格筋 にお いて はSII1、5H'Zと 呼 ばれ る反応 システ

イン残 基が存 在 す るαヘ リックスに相 当 し、近 くにATP結 合部位 もあ って、機 能 的に重 要

な部位 だ と言 われ て い る。

これ らの結 晶構 造解析 の報告 と本研 究 で得 られたモ デ ル とを比 較 してみ る。 図 一:3(b)に

溶 液散乱 か ら得 た モデ ル を5⊥ とATP中 のS1で 比 較 した もの を示 した。結 晶構 造で最 も顕

著 な変 化が 見 られ るC一端 ドメ イ ンは溶液散乱 の構造 モデ ルにおい て も同様 の構 造変化 を見

せ てい て、 や は り図手前 方 向へ の動 きどなって い る。 ただ し、変 化量 には違 いがあ る。結

晶構 造 で はお よそ70° の動 きを ともな うが 、溶液散乱 の構 造 モデ ルで は半分程 度 の約30° で

あ る。

結 晶構 造 と溶 液構 造で比較 を行 った場合 、ATP加 水分解 中の この部 分 の構造 変化 の方 向

は 同 じで あ るがそ の変化 量 に違 いが あ るよ うで あ る。 これ につ いて は、軽 鎖結 合 ドメ イ ン

の有無 が構造 変化 に影響 した可 能性 も考 え られ る。51Dcで は本来あ るべ き軽 鎖結合 ドメ イ

ンが ない こ とで実 際 以上 に動 きの 自由度 が増 し、大 きな構 造 変化 が生 じてい る可能性 が大

きい。5.i.uitl〕ら も、隣 にあ る軽鎖 に よって この部分 の動 きは影響 され る と予想 している20)。

溶 液 散乱 か ら求め た モデ ルは軽 鎖結合 ドメイ ン を完 全 に含 む もので 、筋 肉中 の ミオシ ン と

同様 の構 造変 化 を起 こ してい る と考 え られ る。 この場合 は立体 的 な構 造 の障害等 もあ って

変化 の量 が小 さ くなっ てい る と思 われ る。
一 方

、ADP.]3el': .3との複合体 であ るS!Dcは 、結晶構 造解析 か らは構造 変化 は観測 され な

かっ たLS)。51Dc.に リン酸 アナ ログ とADPを 結 合 した ときの構造 変化 は、ATP結 合部 位 と

c一端 ドメインの動 きで判 断 され ているが、SIDc.ADP.AIF4とs!Dc.ADP.Viがs!**.ADP.Pi

型で あ り、SIDc.ADP.BeF3はSl型 で あった。 この違 いの原 因 は分 か らないが 、ADPBeF3

とS1の 複 合体 の構 造 は中性子 線散 乱 で もS:Lと 変 わ らない とい う結 果が得 られ ている ので、

同 じ原 因が あ るのか も しれ ない 。測定温 度 の差 に ょる こと、 フ ッ化ベ リ リウムの配位 構 造

の違 い に よる こ とな どが考 え られ る。
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(a)

(b)

図5-3:(a)Slnithら2(,)に よ るSIDc..ADP.Viの 構 造 角牟析 の 結 果 。C一 端 ドメ イ ン の 構 造 変

化 が わ か りや す い よ う にSlDc.ADP.BeF3の 構 造 と比 較 して あ る 。(b)本 研 究 で 得 られ た

S1.ADP.Piの モ デ ル をaと 比 較 が しや す い よ う にN端 か らMet799ま で を リ ボ ン 図 で 示 し

た 。濃 い 青 色 が ヌ ク レオ チ ドを結 合 しな いS! 、 薄 い 青 がS1.ADP.Piの モ デ ルで あ る 。
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5.1.3ADPに よる構 造変 化

bVl,itta.1:erら11)や 、」Ontesら12)は ミオ シ ンS1を 修 飾 したF一 ア クチ ンの電 子顕 微 鏡 写 真

に よる三次 元再構 成 法 で、MgADPの 有無 に よる構 造 の違 い を調 べ た。 その結 果 、軽 鎖 結

合 ドメ インの先 端 で約35謁oAの 動 きが あ る とい う結 果 を得 た。一 方 、本研 究 で は、ADP

を結 合 した51の 構造 変化 は、同様 に軽 鎖結合 ドメ インの先端部 分が.」0:=1程動 くよ うな もの

で あ る と結論 づ け た。

図.凵2に 示 され た とお り、繊 維 軸 方向 に沿 った動 きはWhittakerら の結 果 と似 て い る。

い っぽ う繊維 軸 と垂 直 な面 内で の動 きにつ い ては三次 元再構 成 で は ほ とん ど見 られ なか っ

た とあ るので 、完 全 に一 致す る構 造 変化 で は ない。 ま た変化 量 はX線 溶 液散乱 か ら求 め た

もの の方が 小 さ く、 と くにJ(mtesら に よる ミオ シ ン1に 比べ る と半分 程度 で あ る。 こ れ ら

の違 いが何 に由来す るか は現状 で は はっ き りと しないが 、 ミオ シ ン単独 の測 定 とアク トミ

オ シ ン系 で の測 定 の違 い、 ミオ シ ンの種類 が骨格 筋 と平滑筋で違 うこ とな どが考 え られ る。

実 際 、骨格 筋 の ミオシ ンを用 いて同様 の三次元 再構成 を行 った場合 、ADPに よる構造 変 化

は確 認 で きなか った とい う ことで あ る。
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5.2構 造 変 化 の モ デ ル 解 析

慣 性半 径 や ノ丿(7う関数 の変 化 な どか ら、ATP加 水分 解 中のS1の 形態 変 化 を伴 うグ ロー バ

ルな構 造 変化 が 明 らか に され た。 またADPと 結 合 した5[の 構 造変化 も観 測 された。 この

よ うな構 造 変 化 を具 体 的 に明 らか にす るため に、原 始座 標 を用 い たモ デ ル解析 に よって 、

S.L.;=¥1)P.P.iおよびS1.ADPの2つ の状態 のSLに つい て構造 を示 した。 これ らの構 造 お よび

構 造 を求 め るための手 法 につ いて検 討 した。

5.2.1ド メイン構造 に よるモデル解 析

構 造変 化 を考 える と きに、 ここで は我 々が定 義 した ドメイ ン構 造 に よってモ デ ルを表現

した。Gersteinら 珊 らは多 くの タンパ ク質 が ドメ イン構 造 を持 ってお り、 ドメ イン間が大

き く動 きこ とに よる タ ンパ ク質の構 造変化 を分 類 し、 デー タベ ー ス化 した。 デ ー タベ ー ス

に登 録 され た タンパ ク質 の動 きは主 に"sherenlotionラ'と'7hingem・ti・112種 類 に分 類 され

る。 また現段 階で完全 にはそ の動 きを分 類 で きないタ ンパ ク質 も含 まれ るが 、 ほ とん どが

ドメ イ ン間の動 きに よる構 造変 化で あ る と してい る。 現在 、彼 らのデー タベ ー スは さ らに

情 報 量 を増 や して公 開 され て い る*3が 、 こ こで は ミオ シ ンは、 「その詳細 は まだ分 か らな

いが 、 ドメ インの動 きを持 つ タンパ ク質」 とい う分 類 に含 まれて い る。 したが って、 モ デ

ル解析 に ドメ イ ン構 造 を導 入 す るこ とは妥 当な手法 であ る。

実 際 に計算 を行 うにあ た って は、 ドメイ ン構 造 に よ り条件 を制限す る こ とは低分 解 能 で

あ る溶液 散 乱 のデー タか ら解析 す るため に適 当で あ る。多 くの 自由度 の中で 最適値 を求 め

て い くに は20A分 解 能 で は分 解 能が低 す ぎて困難 とな る。 同様 の 問題 は繊 維 回折 におい て

も見 られ、 これ を克服 す るた めの新 しいア ルゴ リズム も開発 されてい る25)が 、分解 能 で さ

らに劣 る溶 液散乱 にその 方法 を適用 す るの は難 しい。

ドメ インの決定 につい ては、S1で は古 くか らZ51:D、50kD、201cDと 呼 ばれ る3つ の ドメ

イン構造 が 知 られて い たが、 本研 究 にお い ては さらにい くつ かの ドメ イ ン構造 を定 義 して

用 い てた。50kDド メ イ ンにつ いては、 クレフ トに よ り.2つ の ドメイ ン(上 側 ドメイ ンと下

側 ドメ イン)に 分 け られ るこ とが、結 晶構造 解析 で明 らか となっている2)。SII1-SH2の 領域

につ いて は1'(9・)関数 の変化 か ら、末端か らお よそSO-901の 位 置付 近 に構 造変化 のpiv・tiiig

pohLtと な る ような存 在 が予想 され 、反応 シス テ イン残 基 を含 ん だ短 いαヘ リ ックス は この

付 近 にあ った。

St()11c.`ら26)は中性 子線 溶液 散乱 法 を用 い た構 造解 析 で、結 晶構 造 を もとに したモ デ ル計

算 を行 ってい る。 ここで は明確 に ドメ イ ン構造 を定 義 していないが 、S1.ADP.Viに つ い て、

rigi(凵)・dyr・ta.tionに よる構 造変化 を検 討 してい る。彼 らはい くつかの位 置で ア ミノ酸残 基

問 の回転運 動 を検 討 した結果 、ILE706の 位 置 を中心 に もとの構造 を回転 させ、構 造 を変 化

させ るこ とが もっと も観測結 果 に合致す る と報告 して いる。SIDcのADP.Viと の複 合体 の

結 晶解 析 で も、構 造変化 の最 も重 要 な部分 はこの領域 であ る20)。 また、直接 構 造変 化や ド

メイ ン構 造 を調べ た研究 以外 で は、GLY699を 置換 して再構成系 で運動 を観 察 した結 果 、こ

の部分 のqex掘lityが ミオシ ンの運動 に大 きな役 割 を果 た して いるこ とが示 された'2i}。これ

く:iPro'efnハ ・10':
IOIISDa`a'1i1.SC',http://hyper.stanford.edu/-lubg/ProtMotDB/

G4



らの こ とは 、511領 域 と呼 ば れ る部分 で も ドメ イン を定義 す る こ との妥 当性 を示 してい る.

5.2.2モ デル の一意 性

溶 液散乱法 で は空 間平均 された散乱 パ ター ン しか観測で きない ために、 もとの構 造 が まっ

た く違 って い て もそ の 自己相 関関数 の空 間平均 が 同 じで あれ ば散 乱 パ ター ンは同 じもの を

与 える。 したが って溶 液散乱 法 に基づ いた解析 にお い ては、観 測 され た散 乱 強度 を満 足 す

る よ うなモ デ ル を得 て も、 そ れが唯 一 の解 で あ るか どうか とい う問題 が残 る。

本研究 にお いて、 モデ ル解析 の 出発 点 と した構 造 は結 晶解 析 で明 らか に され た同 じニ ワ

トリ ミオ シ ンの51の 構造 であ る。結 晶化 の条件 、結 晶 中 とい う特 殊 な条件 におけ る構 造 で

あ るが 、一般 に溶 液 中の構 造が結 晶構 造 と大 き く異 な るとい った報告 は まれで あ る。実 際 、

ヌク レオチ ドを結 合 しない5⊥ の観測X線 散乱強度 は、Slの 結 晶構 造 を変 える ことな しに説

明 可能 であ った。

つ ぎに、 この ような結 晶構 造 の ドメ イ ン構 造 を変化 させ てモ デ ルを構築 し、得 られた モ

デ ルの散 乱 強度 を計算 して観測値 と比較 し、それ ぞれの状態 のS!に つ い て最 適 モデ ル を求

め た。 パ ラメ ー タを変 化 させ た と きにモ デ ルの一致度 は一 つ の極 小値 を もつ単 調 な変化 を

見せ た(図4-5)。 したが って、局所 的 な解 の中の ひ とつ(localrnininnuii)で あ る可 能性 はほ

とん どない。

さ らに、前述 した ように実際 の タンパ ク質 の多 くが ドメ イ ンの動 きに よる構 造 変化 とい

う特 徴 を持 ち、こ こで もその ような変 化 のモ デ ルで構 造変化 の説明 がで きた。結 局、 通常

の条件 で考 え られ る ような構 造 の うち最 も適 当であ る と考 え られ る もの を選 び出 してい る

こ と になって いる と思 われ る。 したが って、 ま った く異 な った構 造 で かつ 同 じ散乱 強度 曲

線.を与 え る よ うな構造 の存在 の可能性 は完 全 に否定 で きないが 、 その よ うな構 造 が加水分

解 中 のS!の 構造 で あ る とは考 えに くい 。

以 上 の ことか ら、本研 究 で導 出 したモ デル は、

1.実 際 の タンパ ク質 の構 造 変化 にな らった現 実 的 なモ デ ルであ る。

2.最 適 モ デ ルは局所 的 な解 で は な く、真 に近 いの解 を求 め てい る。

3.他 の構 造 が解 と して存 在 す る可能性 は低 い。

言 え る。

5.3時 分 割 測 定 に よ るATP加 水 分 解 サ イ ク ル の観 測

これまでの実験は、ATP加 水分解中の もっとも優勢 な化学状態 を観測するためのアナロ

グを使 っての静的な条件での測定であった。そこでこの実験はまさにATP加 水分解 にとも

なって構造変化が起 きている様子 をダイナ ミックにとらえようとした ものであった。 しか

しなが らそのような変化を観測することはここではできなかった。

原因 としてい くつか考えることがで きるが、なによりもX線 の強度不足 があげ られ る。

非常 に強力 なX線 源 として用い られている放射光であるが、たとえば静的な実験 をする場

合 の露光時間180秒 に対 して、今回の時分割実験では最小で1フ レーム50ミ リ秒の露光 と
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なる。お よそ20回 の実験 を繰 り返 して加算 してい るが 、そ れで も2桁 弱 い強度 しか得 られ

ない。強度 の不足 は その まま観測値(慣 性 半径)の 精度 を落 と してい るので 、観測 され る変

化が非 常 に小 さい この よ うな実験 にお いて は致 命的 であ る。実 際 、特 には じめ の1秒 間は

CそLged1VrPの 有 無 に よる変 化が まった く判別 で きてい ない。 強度 不足 を補 うた め には よ り

強力 なX線 を用 い る、あ るい は実 験 回数 を重 ね るこ とで合 計 の露光 時 間 を増 や す とい った

方法 が考 え られ る。 前者 の解 決法 と して、現在 兵庫 県 に建 設 が進 め られ て い る次 世代 の シ

ンクロ トロ ン放 射光 の利用 も期待 され る。

また 、 フ ラ ッシュ光 に よるC乱gedATPの 分 解 は完 全で は ないの で、分解 され ない 一1-

dATPに よ る影響 も無 視で きない とい われて い る。 この こ とが 、十分時 間が た って遊 離 し

たATPが 分 解 され た と思 わ れ る条件 で も、そ の慣 性 半径 はATP遊 離 直後 とあ ま り違 って

い ない こ との原 因か もしれ ない。
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5.4ATP加 水 分 解 サ イ ク ル に と も な っ た ミ オ シ ン の 構 造 変 化 と筋 収 縮 と

の 関 連

ATPを 加水 分解 してい るS1の 構 造 を観測 で きる手法 と してX線 溶液 散乱 法 を用 い て構

造変 化 を明 らか にす るこ とがで きた。 これ まで に考 察 して きたS1の 構 造変 化 とそ のモデ ル

解 析 を図 一1に示 されたATP加 水 分解 サ イクル と比較 す る と、 反応 中 間体 の構 造 につ い て

以 下 の よ うに特徴 づ け られ る。

Lヌ ク レオチ ドを結合 しないS1は 、X線 溶液 散乱 の観 測結 果 の うちで 最 も慣性 半径 が

大 き く、「の びた」構 造 を してい る。

2.ATPを 結 合 したS1はATPの 加 水分 解 を行 い 、51**.ADP.Plの ⊃1丿く態 へ 移 る。 こ の と

き、Slは 大 き く 「曲が った」構 造へ と変 化 し、X線 散 乱 か らは慣 性半 径 や コー ド長

が 小 さ くなる とい う観測結 果 が得 られ た。N一端側 を一 致 させ た場 合、 この ような構

造 変化 に よって約50Aの 変位 がC端 側 の軽 鎖結 合部位 にに見 られ る。

:3.リ ン酸(1'i)を 放 出 した状態 のS1*.ADPは 曲がった状態 か ら少 しもとの構造へ 「戻 り」、

別 とSl**.ADP.Piの 中間的 な構造 を とる。N一端側 を一致 させ た場合 のC一 端側 の変 位

は 、 この場 合約30Aで あ る。

4.さ らにADPを 放 出す るこ とでS1は 構 造 的 に も化 学状態 で もも とへ戻 る。

5.以 上 の よ うな構 造変 化 は主 にSH1-SII2領 域 の変 化 に よ って生 じ、そ の変 化 は長 くの

びた軽鎖結 合 ドメ イ ンへ構 造 的 に大 きな影 響 をお よぼす。 またア クチ ン結合 部位 や ヌ

ク レオチ ド結 合 部位 にお いて も構 造 変化 が 見 られ るが 、そ れ ほ ど大 きな変 化 で は な

く、本研 究 に よ り明 らか にな った構 造変化 の分解 能 にお いて は明確 な ク レフ トの開 閉

な どは特 に認 め られ なか った。

一 般 に筋収 縮 のメ カニ ズム と して考 え られ てい る
、構 造変 化 と収縮 を直接 結 びつけ たモ

デ ルで は 、 リン酸 の放 出時 に起 こる構造 変化 が"正ever乏、rm"の 役 割 を して力 を発 生す る とい

う よ うに 考 え られて い る。 ここで得 られ たX線 溶液散乱 の解 析 の結果 とこのモデ ルは矛 盾

す る もので は ない。

しか しなが らい くつ か の疑問 点 も残 る。 そ の一つ はX線 で観 測す る構 造 は時 間的、空 間

的 な平均 構 造で あ る点であ る。ATP加 水 分解 中 、室温 では ほ とん どがSl**.ADP.Piの 状 態

にあ る と言 われ てい るが、 い くつか の化 学状態 のSlが 混在 してい る可 能性 があ る。 さ らに

タ ンパ ク質 に は構 造 的 に揺 らぎが存 在 し、 そ の揺 ら ぎはATP加 水 分解 中のS1で は ヌ ク レ

オチ ドを結合 しない状態 の51と 比べ て大 き くな るとい う研 究が あ る。構 造 揺 らぎが大 き く

な る ことでX線 で観 察す る平均 的 な構 造 が変 化 してい るにす ぎない可能性 が あ る。

もう一つ の点 と して、本研 究 はすべ てSlを 単 体 で測定 して いるが 、力発生 時 の筋 肉内 で

は当然 なが らア クチ ン と相 互作 用 して い るので 、 よ り詳細 な力発 生 の メ カニ ズ ム に まで言

及 す る場 合 にはそ の中で の状態 を規 定 して構造 変化 を調べ て い く必 要が あ るだ ろ う。

これ らの疑問点 か ら、Saの 構造 変化 と筋収縮 のメ カニ ズム を直接結 びつ け るこ とは現 在

の ところ早計 であ る。構 造 面 か らの解 析 をア ク トミオシ ン複 合 体、筋 肉へ とさ らに進 め て

い けば、 本研究 で明 らか に な った構 造変化 の意 味が理解 され てい くこ とと思 われ る。
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Appendix

AX線 散 乱 の 一 般 的 な理 論.

波長 の短 い電磁波 で あ るX線 は物 質中 の荷 電粒 子 に よって散 乱 され る。 しか しその強 度

は荷 電粒子 の質量 の 自乗 に逆 比例 す るので、物 質 内 の荷電粒 子 の うち電子 か らのみ に よ っ

て散乱 され る と考 えて よい。 タンパ ク質分子 に よるX線 の散 乱 を解析 す るた め 、 まず最 初

に 、1個 の電 子か らのX線 の散乱 を考 える'15.29.:30)こ とか ら始 め てい く。

A.1電 子 に よ るX線 の 散 乱

入 射す るX線 の 方向ベ クi・ル をSo、 原点 にあ る電子 か ら散乱 するX線 の方 向ベ ク トル を

Sで それ ぞ れ表す。S(,、Sは 共 に単位 ベ ク トルであ る。 これ ら両 者 の なす 角度 を散 乱 角 と

呼 び、ここで は20で 表す。X線 の波長 をλと した ときに、散乱ベ ク トルSを 次 の ように定 義

す る。

S=(s/λ)一(So/λ)(A.1)

故乱 ベ ク トルSの 大 きさ β1は 、

Isl=(S・S)亅/2-{(s2+・ 。2-2… 。)/λ}1/2=2・i・ θ/λ(A.2)

で あ る。ISIは 大 き さと して0か ら2/λ を と りう る暈 であ る。Sは 単位 と して長 さの逆 数 を

取 り、 こ の よ う な座 標 系 は逆 空 間 と呼 ば れ る。

位 置rに 電 子 が存 在 す る散 乱 体 を考 え る 。散 乱 体 と検 出 器 との 距 離 はrの 大 き さ に比 べ て

十 分 大 き い もの とす る。 こ の 時 、 散 乱 角2θ は 電 子 が 原 点 に存 在 す る場 合 と同 じ と考 え て よ

い 。X線 の 行 路 の違 い を考 え る と 、 そ の差 は7

r・s-r・Soe(s-sの ・r(A.:3)

こ の 距 離 は 、 波 長 λのX線 の 場 合 、 波 数 にす る と、

(s-So)・r/λeS・r(A・4)

の 違 い に 相 当 す る 。 した が っ て 、 原 点 にあ る電 子 が 与 え るX線 散 乱 を ん(S)と した と き 、

位 置rに あ る 電子 か らの散 乱 は位 相 をS・rだ け 変 え た もの 、す な わ ち 、/LE(S)L2ri.(S・1')と 表

す こ とが で きる 。 構 造 因子F(S)は 原 点 に存 在 す る電 子1個 の 散 乱 との 比 で 定 義 され 、 以

下 の よ う に な る 。

17(S)=、4ε(S)62π`(s'「)/Ae(S);ZTilG(s° 「)(A.5)

Ci



A.2単 一 粒 子 よ るX線 散 乱

一般 に
、物 質 のX線 に よる散 乱 を考 え る場合 、物 質 は連続 的 な電子 密度 を持 ってい る と

して扱 う。電子密度分 布n(r)を 持 つ物質 中で、位置rに ある体 積要 素dvl.に はn(r)♂ こ,。の

電 子 があ る と考 え られ る。 この体積 要 素 に よるX線 の散 乱 は位相 を考慮 して 、

17(S)=ρ(r)♂ こ,re2π`(S・r)'(A.6)

で得 られ る。

連 続的 な電 子密度分 布 を持 つ物 質 に対 して は、式(A.(i)で 表 され る項 を積分 す る こ とで 、

物 質金体 の構 造 因子 を得 るこ とが で きる。す なわ ち、

∬(S)一 か(・)・2旧(S%砺(A・7)

この積分 は物質の体積全体について行われる。また、数学的にはこの積分 は電子密度のフー

リエ変換 となっている。

次 に、実際に実験 を行 った場合 に観測 される、散乱強度 について考 える。構造 因子 を示

した式(A.7)か ら、電子密度n(r)を 持つ物質の散乱振1隔は、

ハ(S)一 ・1・(S)1ρ(・)Llr[(STI4・ ・r(A・8)

となる。散 乱強度1(S)は 散 乱振 幅 の絶対 値 の 自乗 であ るので 、

1(S)=A(S)・A*(S)

-4(S)ル(1 .;)n(・・)Llr,iS(脚 岬 …、

eん(S)ル ㈲ ρ(・・)・2π's「堀 ・轟(A・9)

と な る 。 こ こ で 、頚1A,=r;-rA,で あ り、1,(S)=A,2(S)で あ る。 ま た 、毳(S)は 単 一 の電 子

か らのX線 の散 乱 強度 を示 し、 入 射X線 の 強度 をIo、 物 質 と観 測 点 の 距 離 を1,と す る と、

次 式 でr-J一え られ る 。

ん(S)-7.9・ ・:LO-・ ・ん ・P-・ ×1+讐s22θ(A.1・)

さて次 に、分 子が 溶液 中 に存在 す る場 合 につ いて考 察 してい く。 この とき、分 子 は溶 液

中 であ らゆ る方 向 を向い て存 在 す る ことが で きる と考 え られ る。 したが って 、観測 され る

X線 散乱 強度 も、あ らゆ る方 向 を向 いた分子 に よる散乱 の和 と考 え られ る。す なわち 、空

冏 的 な方 向が平均 された散乱 強度 で あ り、 これは次 の よ、うに表す こ とが で きる。

〈r(S)〉 一 仏(S)II"(吩 ρ(・・)・2π`s「・・岬 ・・、〉

-4(S)〃 ρ㈲ ρ(・・)〈e2ri(s吻 ・・
、♂・,,.A=1(3)(A・1:L)

演 算子 ⇔ は空 間平均 を行 うこ とを示 してい る。分 子 が溶液 中 にあ る場 合 、ρ(r)は 溶媒 の電

子 密度ρoとの差で あ る。
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〈c2・'s・'・・〉-si弩 籍)(A・12)

であ ることを利用すると、(A.11)式 は、

T(,9')=ん6～')〃 ρ(・・)ρ(・・)弩 籍)岫(f¥.1:3)

とす る ことが で きる。 こ こで3=Isi、 ブ=Ir[を 表 す。 したが って散 乱 強度 はス カラ ゜

と して の,、`だ けの関数 とな り、散乱 角2θ にの み依存 す る。

式(A.⊥3)は 溶液 中 に存在 す る単 一粒子 に よる散 乱強度 を表 す一般 式 とい え る。 なお以 下

で は、単 一電子 の散 乱 との相対 的 な値 を考 え る ことに し、1。(,S)は 考慮 に入 れ ない。

ところで 、物質が原子 か ら成 り立 ってい るこ とか ら、電子密度 を連続 的 な分 布 と してで は

な く、有 限個 の原子 の和 と して取 り扱 ってみ る。原 点 にあ って、電 子密度 分布 ρ(r)を 持 っ

た原子 を考 える とき、電 子密度 分 布 は球対 称 で あ る と仮 定 で きる。 この と き、 原子1個 に

よる構 造 因子 は次 の よ うに表 す こ とが で きる。

∬(S)一 ノ 小 ・θ4θ1ρ(7')読2πa(S・r)

-4・1ρ(ヅsl繋)d・,,

≡ ノ(5')(Aユ4・)

/(3)は 原子 散乱 因子 と呼ばれる。実際の原子では、ガウス関数 に近い形である。N個 の

原子か らなる分子を考える。それぞれの原子が原子構造因子 乃(3)を もち ㌃ に位置 してい

る場合、分 子全体の構造 因子 は位相を考慮 して、

L%(S)一 Σ ノ:ノ(5')・2π'(s'「・)(A.L5)

.'

で表 される。 このような分子が溶液中に存在 してい る場合の散乱強度 は次式で得 られる。

1(5')一 Σ Σ 乃(5)九(5)〈 ・2π`(s響「跳)〉

ゴた
一 写 写 廊(のsi鵠 辮)(A・16)

この式 はDebyeの 式 と呼 ば れ、物 質中の原子 の種類 と位 置 か ら散 乱 強度 を計算 で きる。

A.3小 角 領 域 のX線 散 乱

式(A.7.'3)に おい て、小 角領域(3→0)で の散乱 強度 の振 る舞 い を考 察す る。(A.13)に

お け る5711(2孕 ・・)の 卿 ま、次 の よ うに鱗 麟 す る こ とが で きる。
2π,s7二;ん

si1纂 学')
^,1 .一(2π5ザ(

i)2+・ 一(A.:1.7)
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この うち 、最初 の2項 だ け を考 える と、(A.13)は 以 下 の ように近似 で きる。

/(ti)一 〃 ρ(・,)ρ(・A)岬 悔 」2π ぎ?う2ル(・,)ρ(・ ・).,

一 ψ 鵬}・ 一(2響/ノ ρ(・,)ρ(蝋 岬 悔(A」8)

ギ;とrん の な す 角 度 を φノん と した と き 、脳 は

壕 一1筑;一 ・k:lr

=匡;i2十Irん12-2匡 デllrた}cOsφ.ノた(A・19)

の よ う に 表 す こ とが で きる 。 こ れ を(A.18)式 の 第2項 に代 入 す る と、 第2項 は

一(2守)2〃 ρ(・
、)n(・・){i・,[・+圏 ・-21小1・ ・卿 晦

一 一(Z'Ti,
G)2{〃2ρ ㈲ ρ(・・)・1《脇 一 〃2ρ 瞬)甲 ・… 蜘 婦

一 掣2ψ(・ ・)呶1ρ(r;)・ 斯/〆r1)噛 ノρ(・,)㌦… φ画}(A・2・)

となる。 こ こで、rの 原点 を分 子 内 の電子密 度分 布 の重 心 に とるこ とにす る。 この とき、
./ρ(1)rrんreO(A.21)

で あ る ・また1ρ(・1,:)・…i_・ であ る・これ は1ρ(・ ・)・…)sφ1呶 が ノ ρ(・・)・・呶

のrノ へ の 投 影 で あ る こ とか ら導 か れ る。 結 局 、 式(A.18)は 次 の よ う に な る。

1(3)一{Ip(r)dv,.}・ 一(2響)21ρ(呵 ρ(・幽

一{1ρ(・)耐 ・{1」響1謙}(A・22)

ここで、次の量'を定義する。

.,
Rq一 綜;籌01.2:3)

1(・)一{1ρ(・)dal.}a(A・24)

この時、式(A22)は 以下のように単純な形で表すことができる。

・(,5)-T(・){1-(2半}'(A,2・)

r1



この式 は2π3Rgが 小 さい と きには、 さ らに指 数 関数 の形 に近 似 で きる。

(2π,5'1記,9).,

/(5)二1(0)G:3(A・26)

式(A.26)は 小角 散乱 において非 常 に重要で あ る。 この式 は小角 領域で の散乱 曲線 は、 物

質 の 形状 の よ らずPryの 幅 を持 った ガ ウス関数 で記 述で きる ことを示 してい る。 い ま、 式

(A.26)の 両 辺 の 自然対 数 を とる と次 の式 を得 るこ とが で きる。

1・[1(瑚 一]n/(・)一(2π1野9).,(t1.2i)

した が って、h1μ(5「)】を52の 関数 と して プ ロ ッ トした場 合 、散 乱 曲線 は傾 き(2πRの2/3

を もった 直線 にな るこ とが分 か る。 す なわち、 この直 線 の傾 きか らPgの 値 を、 また切 片

か ら/(〔})の 値 を得 るこ とが で きる。 この ような式(A.27)に 基づ い たプ ロ ッ トの仕 方 をギ

ニ エ プロ ッ ト(Guhllerplot)と 呼ぶ 。

式(A.23)で 定義 され るRgは 慣 性半径 と呼 ばれ 、分子 内電子 密度 の重心 の周 りの2次 モ ー

メ ン トで あ る。 したが って慣性 半径 は重 心 の周 りの 電子密 度 の広 が り方 を示す 量 と考 え ら

れ る。 また 、小角散乱 にお いて は他 の情 報 を用 いず に、試料 の散 乱 曲線 のみか ら直接 得 ら

れ る もの と して、唯一 の量で あ る。

一 方
、,5=0に お け る散乱 強度 丁(0)は 原 点 散乱 強度 と呼 ばれ、分子 内 に含 まれ る電 子

・数の 自乗 に比 例 している。 す なわち、式(A.24)か ら、

1(・)一{1ρ(・)・ 婦2-(戸1・)2一 闘2(A・2S)

こ こで 、 戸 は分子 内の平均 の電 子密度 、 戸は分子 の体積 、Mは 分 子 量、Lrは1グ ラ ムあ

た りに含 まれ る電子 の数 をそれ ぞれ表 してい る。た だ し、分子 が溶液 中 にあ る場 合 な どは、

戸やZEは 溶媒 との差 を考 え る。分 子量 と原 点 散乱強度 を関連づ けた この式 は、 しか しなが

ら分 子1個 の散 乱 を考察 した ものであ り、 これ を測定 す る ことは実験 的 には実 現 不可 能で

あ る。有 限 濃度C:(mg/m1)の 溶 液 に よる散乱 を観察 した場合 、1(o)は 次 式 の ように なる。

1

111

=1パ7ZJ C.・み4・c・～・も・八伍'(A.29)1

た だ しjoはX線 に照 射 され る溶 液 の体積'、 八J,1は アボ ガ ドロ数 、1r:は1個 の電子 の散乱

強度 を示 している。結局 、.1(0)は 濃度 と分 〕二量 に比例 す る形 となる。1fや1く,な どの実験

条件 に よっ て決 まるパ ラメー タを同 じに し、Zrの 等 しい分子 で は原点 散乱 強度 の比 が分

子量 の比 に な る。 タンパ ク質 のX線 溶 液散 乱 において は、分 子量 既知 の標 雛 タ ンパ ク質 を

同一条件 で測 定 して、相対 的 に分 子 量 を求め るこ とがで きる。

と ころで 、式(A.27)を 求め る までの考 察で 、2π5」勤 が 小 さい こ とが 条件 と して加 え ら

れ た。 したが って 、式(A.27)に もとつ い てギニエ プ ロ ッ トを行 った場合 、散乱 強度 が 直線

と して近似 で きるの は小 さな5'の 領域 に限 られ る。 どの範 囲 まで 有効 なのか は分 子 の形状

に よって異 な るが 、 一般 に近似 直線 を求 め るの は2π 汐1匂 ≦1の 範 囲で行 う。
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A.4自 己相関関数 と距離分布関数

電子密度分布の自己相関関数は次式で定義される。

ρ2(・)-1ρ(ゼ)/〉(r'+・ 画(A.a・)

また、散乱強度は電子密度 の自己相関関数 〆(r)の フー リエ変換で与え られて、

1(S)-1〆(・)・2譌 「砺(A・3亅)

次 に 、 空 間 平 均 され た 系 につ い て 考 え て み る 。 次 式 の よ う に空 間 平 均 さ れ た 自 己相 関 関 数

をi(?り と定 義 す る と、

〈ρ2(r)〉='1'(r)(A.32)

式(r¥.3.L)を 空 間平 均 した散 乱 強度 は 式(A.12)、(A.32)お よ び4こ・.=7・2sinθr17Y1θ(1φを用 い て

/(β)-4ψ ・・)・2si撫 葬7'4・
.(A・33)

の ように表す ことがで きる。 さらに、この式の逆変換か ら

ツ(1)-4・1郎)si纂;1γ 器(A.:3!)

が得 られ る。

ここで 、距 離分布 関数p(の を(A.32)を 用 い て次 の ように定義 す る。

ノ,(7・)eゾ2・γ(r)(A.35)

この と き、 式(A.33)か ら散 乱 強度 お よびその逆 変換 は次 の ようにな る。

1(5)-4・ ズ ァ(・)sl纂 葬γ4・(A・36)

1>(・)-2倉 ・1(`1/))・i・2・鰯(A・37)

P(7う は、分 子 内で 距離 γ だ け離 れ た任意 の体積 素片 の組 の数 に比例 した量 で あ る。 した

が って、分 子 の最大長 を .Om。.と すれ ば7・≧nia、 で は1>(7う=0と な る。 したが って、実験

的 に得 られ た散 乱強度 か ら!'(?一を計算 し、7丿(r)=0に なるrの 位置 か ら分子 の最大 長(コ ー

ド長)を 求 め る こ とが で きる。 しか しなが ら式(A.37)で 示 され るフー リエ変換 を正 し く行

うため に は、無 限大 の大 き さまで の散乱強度 の積分 を含 む演算 を必要 とす るので 、実 際 に

は直接 に フー リエ変換 を行 って1冫(7うを求め るの は困 難で あ る。 これ を克服す る方 法が い ろ

い ろ考案 され てい る。

また 、2丿(?う関数 の2次 モ ーメ ン トか ら、慣 性 半径 を求 め る ことが で きる。

1呈ゲーズ;;蝉(A38)
21
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A.5分 散 系 に お け るX線 散 乱

これ までは主に粒子 ユ個 による散乱 を考察 してきたが、実際の実験 を行 うのは有限の濃

度 の溶液であ るので、以下では多数 の粒子が存在する場合の散乱 について考えてい く。

1V個 の孤立粒子か らなる系の散乱 を考える。(1個 の粒子は原子 を考えて もいい し、分子

であってもよい。)ブ番 目の粒子、k:番 目の粒子 の散乱振幅をそれぞれF;(S)、F,(S)と

す ると、粒子の集合体全体か らの散乱強度 は、

ムダノ　
r(S)一 Σ Σ 耶)PA .(S)・2π`s(「广 「・)・(A.39)

」=1ん=1

となる。 ただ し、1",とrノ 、はそ れぞれ粒 子 の位 置ベ ク トルを示 す。等 方 的 な系 、 す なわ ち

粒 子 の配列 が 方向 に よ らない場 合 を考 える と、上式 を空 間平均 して次 の式 が得 られ る。

ヘノ

〈1(S)〉 一 〈Σ 墳S)〉+〈 Σ Σ 君1(S)烈S)・ ・S(2・Sr、・)>
」=1.ノ ≠ん

=〈1¥T>〈F2(S)〉 十 〈F(S)>2〈 Σ Σcos(2πS耽 紛 〉(A.40)

ゴ≠k.

こ こで 、r .;E,:=r;-rti;を 表 し、 また 〈1¥j>は 照 射 体 積 内 の 平 均 粒 子 数 を 表 して い る。 い ま、

1",、rゐ の位 置 にあ る 体 積 素 片dw;、 伽 たの 両 方 に 、 同時 に粒 子 の存 在 す る確 率 を2駅 とす

る 。 こ の と き、(A.40)式 のCOS項 は、

〈Σ Σ ・・s(2・S廟
.ノ≠た 〉一 〃 讐 無)融 ・晦(A4⊥)

とな る。1・0は 照 射 され る試料 の体 積 を表 す。 さ らに、1粒 子 あ た りの体積 を表 すu1=

W(八 「〉を用 い て規格 化 した確 率 塚=1λ1た/η12を 用 い る と、 式(A.40)は 次 の よう にな る。

/(,、)一 〈1¥j>〈F2(S)〉+〈F(S)>2/乱 響 捨)讐

一〈17(S)°//
...o[ト 晦)】s三 弩綜'A)讐(A殴2)

こ の 式 で 第2項 の 積 分 が 、 電 子 密度 が 一 定 で 体 積%を 持 っ た粒 子 の 散 乱 を表 す こ とか ら、

3>1/し{)⊥/3の 領 域 で は 無 視 で きる 。 また 、.z,}/3《'1'i7《%正13に お い て粒 子 の位 置 は 独 立

だ か ら ・弘 が 大 き くな る と1'(7'ゴA・)は一 定 値 を持 つ よ う に な る。 した が っ て 、第3項 にお け る

積 分 は 、

乱 瓢[1-PM響 畿 デん)争 〈L¥T>ズ[1-P(・う]si咢響 「)誓 畑3)

の様 に近似 す る ことがで きる。 したが って散乱 強度1(5「)は 、

・(丶)一雌(S)〉 一〈ハ・〉〈聯 ズ[1一 姻 讐 譜)雛(醐
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と表 す ことがで きる。さらに、粒子 が球対称 、あ るいは球対称 と近似で きる場合 は(尸(S)〉=

〈17(S)>2だ か ら、(A.44)式 は次 の よ うにな る。

1(、、)一くハ欄{1一 奇 ズ[1-Pω 】萼 鶏).,贓)

この式 で 、初項 は個 々の粒 子 か らの散 乱 に対応 し、第2項 は粒 子 間 の干渉 に由来す る もの

で あ る。十分 に希 薄 な系 で は第2項 が無 視で きて、全体 の散 乱 強度 は単 一粒 子 の散乱 強度

に粒 子 の数 をか け た もの と等 し くな る。濃 度 が高 くなる につ れ て第2項 は無視 で きな くな

る。 これが粒 子 問干 渉効果 で 、特 に小角領 域 の散乱 強度 を減 少 させ るが、 一方 で広角 領 域

に与 え る影響 は ほ とん ど無視 で きる。 また干渉効 果 のた め に(A.26)で 表 され るギニ エ近似

式 は濃度Cの 関数 とな り、

(2π5「∫ヒ9(c.))2

T(β'.c)=1(0.c:)C'3(A・46)

の ように表 され 、1gや1(0)に 濃度依 存性が 見 られる。これ らを濃度Cの 関数 と した場 合、

一一般 に次 の 関係が得 られ る
。

八厂61_
=一 十2/12c十 …(A.=1r)

!(O.c・)111

.,I
g"(C;=1_βlfC十...(A.48)'

こ こでil!は 分 子量 、 馬 は無限希 釈溶 液 での慣 性 半径 を表 す。 またAzと β三fはそ れ ぞれ

第2ビ リアル係数 、 干渉効 果 の強 さに関す るパ ラメー タ を表 し、(A.45)に おい て は第2項

に 由来す る。分 子 間干渉効 果 に よる影響 か ら、真 の慣 性 半径 や分 子 量 を求 め る ため に は、

これ らの量 の濃度 依存 性 を調べ て、 そ の後 濃度 ゼ ロ に外 挿 した慣性 半径 、分 子量 の値 を得

る必 要 があ る。
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Bモ デル計算

観測 された散乱強度か ら散乱体の構造 を直接 に得 るこ とは非常 に困難である。 これはX

線散乱 において一般的な位相問題 によることと、さらに溶液散乱 においては空 間平均 され

た散乱 しか観測で きないことによる。 したが って、他 の方法 による知見か ら形態 をモデル

化 してそこか ら得 られる散乱 を計算 し、分子構造 を予測する手法は有用な解析法 となる。

B.1小 球 充 填 モ デ ル

式(A.16)に したが えば、分子 を原子の集合体 として扱 った場合、原子散乱因子 を用いて

散乱強度 を計算で きる。同様 に考 えて、分子 を小球 の集合体 と してモデル化 した場合 、原

子u:/u/乱因子 の代 わ りに小球の散乱因子 を用いてモデル全体の散乱強度 を計算 することがで

きる。すなわち、11.固の密度が均一な球の集合体であるるモデルか ら得 られる散乱強度 は、

・し・)-77.)+2慧 蜘 し3)姻 灘1多3)(1-3.1)

で得 られる 。 ここで、d;A.は ブ番 目とffl目 の球 の 中心 問の距 離 を表 し、 またJ .iは ブ番

EIの 球 のweightingfact()T、 φ1(5)は ブ番 目の球 の散乱 因子 で、 それ ぞれ

9冖 、v劫 馳(B・2)

φ・(,、')一・3頭墹 謙 暴岬 π馬 の(B・3)

で与 え られ る。 ただ しi・lt.o.i、巧 、Ii;は それ ぞれJ番 目の球 の電子 密度 、体 積 、半径 を表

す。 また、 この よ うな小球充 填 モデ ルか ら得 られるp(?・)お よび 慣性 半径 は次 の式 に よって

与 え られる。 ～

　ヨ ノこ　　 アこ

ノ・(・・)=Σ ρ1ノ・・(7)+2Σ Σ ρ,岬(嘱4呈 漁)(B.4)

ノ;1.ノ=1た 气ノ十1

アそ れ　ユ ノこ

1yl一 Σ ゐ砺+Σ Σ .t:1擢1、 ・(B・5)

.1=亅.〉=1た=.ノ 十1

こ こ で 、ho(i°,β ノ)は 電 子 密 度 が 一 定 で 半 径P.;の 球 のp(r)関 数 で あ る 。 ま た ア,(7・,`老海 瓦,魚)

は 丿番 目 と ん番 目 の 球(半 径 は そ れ ぞ れ1ち 魚 で そ の 中 心 問 距 離 は 亟)のCl'OSSt.E-`1'lllCl1S1.21.1コCP_.

disi,ril>uti・nで 、 文 献 鋤 に 詳 し く示 さ れ て い る 。 ま たPy,は 潘 目 の 球 の 慣 性 半 径 で 、Pg
.;=

凾 である・ノ'は ゐ 一銑 で定義される 一 一 である・
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B.2タ ン パ ク 質 の 水 和 を考 え た モ デ ル 計 算

結 晶構造 解析 に よる原子 座標 モ デ ルをそ の ま ま直接 フー リエ 変換 す る こ とで得 られ る散

乱 強度 や慣 性半径 は 、観 測値 と異 なってい るこ とが多 い。これ は、溶 液散乱 による結果 で は

タンパ ク質 に結合 した水 分 子 を共 に見 てい るか らであ る とい われて い る21)。 この よ うな、

水 和水 を含 め た散 乱 強度 の計算 方法 につい て はい くつか の方法 が考 え られ てい るが22β2)、

本研 究 で はモ ンテ カル ロシ ミュ レー シ ョンを用 い て散 乱 強度 の計算 を行 った33)。 原 子 モ デ

ルか ら得 られ る構 造 に水 に よる層 を考 え、 これ ら全体 の構 造 をラ ンダム な点 の集合 で表 す。

各 々の座標 か ら点 と点 の距離 をあ らゆ る組 につ い て求 め れ ば、 そ の距離 ご との頻度 を関数

と して表 した ものカ'p(?・)と して得 られ る。

原子 モ デ ルを も とに して ラ ンダムな点 の集合 で表 した ヌク レオチ ドを結 合 して い ないS1

の例 を図B-1に 示す。 本文 の以 降 の解析 は この51モ デルか ら出発 した。

●

・毫

図B-1:タ ンパ ク質 に結合 した水 分 子 を ラン ダム な点で 表 したモ デ ル。
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