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研 究 ノー ト

中性子散乱による蛋白質動力学の研究

1.は じめ に

蛋 白質 は、 生体 にお ける機 能分 子で あ り、遺 伝情 報 の唯一 かつ最終 産 物で あ る。 あ りとあ らゆ る生 命

現 象 の素過 程 は化 学反 応 で あ り、 その 反応 を担 う蛋 白質 が存 在す る。 従 って 、蛋 白質 の理解 は、生命 の

分 子的 基礎 の解 明に と って 必要 不 可欠 で あ る。 これ まで蛋 白質 は物理 学 の研 究対 象 と して認 め られ る こ

とはあ ま りなか った。 しか し、蛋 白質 を物 質 と してみ た と きには、"20種 類 の ア ミノ酸 が特 定 の配列 に

よ って重合 した高 分子"な の であ り、 その 立体構 造形 成 や機 能発 現 の仕組 み は、物 理 学 の研 究対 象 と し

て もおか し くは ない。 蛋 白質 を物理 っぼ く表現 す れば 、"多 自由度複 雑 系"と い うことに な る。 多 自由

度 複雑 系 に特 異的 な物 性 は何 か、 その物 性 が生理 機能 と ど う関 わ ってい るか 、 とい う立場 か らの蛋 白質

研 究 を 目指 して もい いだ ろ う、 とい うのが 筆者 の最近 の こだわ りで あ る。 とい うことで 、理 想 は遥 か彼

方 にあ るが 、現 実 的 にで き るこ とは限 られ て くる。 こ こで は、 中性子 準弾 性 ・非弾 性 散 乱 を用 いた蛋 白

質 動 力学 につ いて の最 近の 研究 に つい て紹 介 した い。

"蛋 白質 は巧 妙 な分 子機 械 で あ る"と い うのは
、本学 名誉 教授 の大 沢 文夫 先生 の言 葉 で あ る。 機械 と

い えば、歯 車 や カ ムな どが複雑 に組 み 合わ された硬 い構 造 の イ メー ジであ る。 実 際、 一 昔前 まで には、

酵 素(こ れ もほ とん どが蛋 白質 で あ る)の 基質認 識 に つい て"鍵 と鍵 穴"と い う形 の相 補性 によ る説 明

がな され てい た。 と ころが、"蛋 白質 は柔 らかい"の で あ る。大沢 先生 は"分 子 機械 の特 徴 はルー スカ ッ

プ リソグ"と 主張 され,る。 つ ま り、分 子機 械 は入 力 と出力 の 関係 がstoichiometricで は な く、 か とい っ

てstochasticで もない 。 この様 な一 見 不合 理 な こ とを実 現 す るの が、構 造 の柔 らか さで あ ろ う。 蛋 白質

は外界 か らの刺 激 に応 答 して構 造 を変 え る ことが で きる。蛋 白質 に よる分子認 識 は"鍵 と鍵 穴"で は な

く、"induced-fit"な ので あ る。 理論 計 算 か らは、 この様 な柔 らか さ、 す な わ ち蛋 白質 の動 的性 質 こ

そ が、蛋 白質 の機 能発 現 に とって 本質 的 な のだ 、 とい う指摘 が な されて い る1>。私 た ち の研 究 グル ー プ

では 、蛋 白質 は 柔 らか さを失 うと機能 しな くな るこ とが実験 的 に示 され て い る2)。蛋 白質 の動 的性 質 、

動 力学 を理解 す るため には 、 まず その動 きを測 らなけれ ば な らない。 この動 力学 の測 定 に威 力 を発揮 す

るの が、中 性子 準弾 性 ・非弾 性散 乱 で あ る。

2.中 性 子非弾性散乱 ・準弾性散乱⑳

散乱実験に用いる入射中性子のエネルギーは、熱エネルギーあるいは生体物質中の様々な振動モー ド

のエネルギーと同程度である。従って、散乱の過程で、中性子は蛋白質にエネルギーを与えて特定の振

動モー ドを励起する、或いは励起状態にある振動モー ドがエネルギーを中性子に渡 して基底状態に戻る
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と い うよ うに、蛋 白質 と中性子 は エ ネル ギー のや り

と りをす るこ とがで き る。散 乱 に伴 うエ ネル ギー の

変 化 を測定 す る(中 性子 準弾 性 ・非 弾性 散 乱)こ と

で、蛋 白質 の動 力学 に関 わ る情 報 が得 られ る ことに

な る。図1に 示 す よ うに、.中性 子散 乱 を エネ ル ギー

軸 に沿 ってみ ると、弾 性散乱 、準弾 性散 乱 及 び非弾

性散乱 の3つ の領域 に分 類 す る こ とがで きる。 非弾

性 散乱 は 、蛋 自質 の振動 モー ドとの エネ ルギ ーの や

りと りの結 果 生 じる振動 スペ ク トル であ る。 この領

域 の スペ ク トル は、基 本的 に蛋 白質 の基 準 振動 解析
図1

・に よ り説 明 され る。 準弾 性 散乱 は 、蛋 白質 の緩 和的

非弾性散乱

弾性散乱ピーク

準弾牲散乱

非弾性散乱

中性子のエネルギー獲得 0 中性子のエネルギー損失

エネルギー変化

中性子散乱で観測 され る三つの領域の摸式図。

な運動或いは構造変化のような確率的な運動から生 じる。弾性散乱は、時刻0の 原子位置と、無限大の

時間の後の原子位置の相関を表す。結晶のように原子が一定位置にとどまっていれば、弾性散乱は大き

く準弾性散乱はほとんど観測されないが、一方液体のように、原子の位置が一定 しない場合は、弾性散

乱はほとんど観測されず準弾性散乱が大きくなる、という関係がある。また、弾性散乱強度の角度依存

性からは、平均自乗変位すなわち振動やゆらぎの幅を決定することができる。

3.Staphylococcalnucleaseの 中 性 子 非 弾 性 散 乱 ス ペ ク トル と 基 準 振 動 解 析`,

まず 、中性 子非 弾 性散 乱 を用 いた 蛋 白質 の動 力学 の測定 の可能 性 を検証 す るため に、広 い エネル ギ ー

範囲 で非 弾性 散 乱 スペ ク トルを観 測 した。試 料 に用 いた蛋 白質 は黄 色 ブ ドウ球 菌 の産 生す る核 酸分 解酵

素(Staphylococcalnuclease(SNase))で 、 その 構造 を図2に 示 す 。SNaseは149ア ミノ酸 か らな る水

溶性 の球 状 タンパ ク質で 、 モデ ル蛋 白質 と して物 理化 学 的測定 に良 く用 い られて い る。測 定 には、1g

図2Staphylococcalnucleaseの 立体 構 造。 左 は結 晶 構造 解 析 に基 づ く折 り畳 まれ た構 造 、

右 は 分 子動 力学 シ ミュ レー シ ョソ に よっ て推 測 され た変 異 体 の構 造 。
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図3室 温 及 び25Kで のSNaseの 非 弾 性散 乱 スペ ク トル。 見 や す くす るた め に ス ムー ジ ソ グを行 って あ る。
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図4中 性子非弾性散乱スペクトルと基準振動解析計算 との比較。実験値は図3の スムージソグをする前 の もの。
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の凍 結乾 燥 した粉末 を用 いた。 通常 の生 化学 の 実験 で用 い る蛋 白質量 は 高 々10μgで あ るこ とを考 え る

と、 いかに大量 の試料 が必要 で あ るかがわ か って いただ け ると思 う。 図3は 、英 国の ラザ フォー ド・ア ッ

プル トン研 究所 のパ ル ス中性子 源 に設 置 され たTFXAと い う分光 器 で測定 した蛋 白質 の室温 及 び25Kで

の非弾 性散 乱 スペ ク トルで ある。1gも の蛋 白質 を用 いた こと と、世界 最強 の 中性子 源 を用 いた こ とで 、

図3の スペ ク トル は、 これ まで 蛋 白質 に ついて 報告 されて い る中 で、最 も精 度 の良 い スペ ク トル にな っ

た。低 温 で のス ペ ク トル には微 細構 造 が観 測 され るが 、室温 で は こ うした微 細構 造 は失 わ れ、滑 らか な

曲線 とな ってい る。 これは 、Debye-Waller因 子 に よ る もの と考 え られ る。 また 、室温 の スペ ク トル に

は、非 調和 性 の影響 も現れ てい るであ ろ う。

非 弾 性散 乱 スペ ク トルの詳 細 な解析 には 、理論 計 算 の助 けを借 りる必要 があ る。 ここでは 、25Kの も

とで、 基準振 動解 析 を行 った。 図4に 実 験 で得 られ た スペ ク トル と基 準振 動解 析 の結 果 を示 す。理 論 計

算 の結 果 には、 実験 で得 られ た装 置 の分 解能 関数 が コソボ リュー トされ て い るの で、 強度 を含 め て直接

比較 で きる。図 か らわ か るよ うに、定 性 的 には両 者 の一致 は大変 良 い。 この 結果 を用 いて 、各 ピー クの

アサイ ソがで き る。結果 を表1に ま とめ た。表1に 見 るよ うに、 実験的 に観測 された ほ とん ど全て の ピー

クを帰属 す るこ とがで きた。 しか し、 ピー クの ア サイ ンだ けが 目的 な ら中性子 を使 うメ リ ッ トは特 に な

い。 図4の 結 果 は、 一方 で また 、定量 的 な一 致 は必ず しも良 くない ことを示 す。 ピー ク位 置 の シ フ トが

見 られ る し、何 よ り強 度 の不 一致 は著 しい。 ラマ ン散 乱 の強度 計 算 には分 極率 の変 化 の情報 が必 要 で あ

り、赤 外吸収 の強 度計 算 に は遷移 双極 子 モ ー メ ン トの計算 が必 要 で あ るが、 これ らは蛋 白質 の よ うに複

雑 な構造 につい て計算 す るこ とは容易 で は ない。 強度 を含 め て理論 計 算の結 果 と定 量 的比較 の で き るこ

とが、 中性子 非弾 性散 乱 の メ リ ッ トの 一 つで あ る。 従 って 、強 度 の不一 致 の よって 来 る原 因 を明 らか に

す る ことは重要 で あ る。

強度 の不一 致 の原 因 を さ らに探 るため に 、 スペ ク トル に対す る水 素 原子 の寄 与 及 びHD交 換 の効 果 を

調 べ てみ た。実 験試 料 は、重 水溶 液 か ら凍結 乾 燥 した もの なの で 、表 面 に露 出 して い る解離 性のHはD

に交換 して い る。 中性 子非 弾姓 散 乱 スペ ク トル は ほ とん どが水素 の非 干 渉性 散乱 によ って い る。SNase

につ いて 、全原 子 を用 いて 計算 してみ た と ころ、非 水素 原子 に よる寄与 は極 わず かで あ り、強度 の不 一

致 の原 因 で はな い こ とがわ か った。 図5は 、HD交 換 の効果 を示 して い る。Dに 交 換 す る ことで全 体 的

に約20%強 度 が減 少 す る。 また、3300㎝ 一'に見 られ るNHス トレッチバ ソ ドが2430㎝ 一1のNDス トレッチ

バ ソ ドに シ フ トす るな ど、 い くつ か の ピー ク位 置 の 変化 も見 られ る。 しか し、HD交 換 だけ では 、強 度

の不一 致 は説 明で きない こ と も明 らか で あ ろ う。理 論計 算 に用 い た ポテ ン シャル関数 は、実 験の スペ ク

トル を説 明で き る よ うに調節 して いな い。 モ デル有機 化 合物 な どか ら得 られた一 般的 に良 く用 い られ る

値 を用 いてい る。 図4の 結果 は、蛋 白質 で は、 こ う した ポテ ン シ ャル 関数 を再評 価 す る必要 が あ る こと

を示 して い る。 これ まで理論 計 算 の結 果 を 実験 的 に検証 す る術 が なか った のだ が、今 回 の我 々の結 果 に

よ り、 蛋 白質 内で の ポテ ン シャル の評価 が初 めて可 能 に な った と言 え る。今 後 は、 まず ピー ク位 置 が合

うよ うに ポテ ソシ ャル 関数 を求 め なお し、基 準振 動解 析 を再 実行 した後 、強 度 の比較 を行 う必要 が あ る。

4.動 力学か ら見た蛋 白質 の個性

蛋白質の機能は、蛋白質固有のものである。機能発現に動力学が重要であるなら、蛋白質の個性は動
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図5基 準振 動解析へのHD交 換 の効果。

表1実 験で得 られた ピー クの帰属

実 験 理 論

(cm-1)(cm-1)
帰 属

235

400-450

477

470-590

72(》一775

837
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1136

1284

1326
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0
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凸

F
O

1

1

1

2952

269

395-435

471

720-795

835

958

1136

1291

CH3-t

CCC-def,CCN-def,skeletal

CCC-def,CCN-def,skeletal

H20((}H…0)一b

CHゴr,CH-b

CH2-r

CHゴr,CHゴr

CH-b,CHゴ ーtw,C耳3-r

CHゴtw,CH2-w,CH-b,CH3-sb

1352CHゴw,CHゴtw,CH-b,CHゴsb

1431

1530

1680

2430

2920

CHゴb,CH3-ab,CH-ip

C-N-s

C-N-s

N-D-s

C-H-s

添 字 は 以 下 の運 動 を 示 す 。

t=torsion,def=defo㎜ation,b=1蛤nd,Frock,tw=twist,

w=wag,sb=symmetricbend,ab=antisymmetricbend,

ip=in-planebend,s=stretch..
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力学 に も現れ るの で は ないか。 さ らに、単 な る ポ リペ プ チ ドと、 固有 の構 造 に折 り畳 まれ た蛋 白質 とで

も動 力学 は異 な るの で はな いだ ろ うか。 この様 な素朴 な疑問 か ら、 天然 構造 に折 り畳 まれ たSNaseと 生

理 的条 件 下で は折 り畳 まれ てい ないSNase変 異 体 に つい て中性 子 非弾 性 ・準 弾性 散乱 実験 を行 った。 折

り畳 まれて い ない変 異 体 の立 体構 造 は、結 晶構 造解 析 やNMRな どで一 意的 に求 め る ことが で きな いが 、

結 晶構 造 に基 づ いた分 子 動 力学 シ ミュレーシ ョソで 推測 され た構 造 を参考 の ため に、 図2に 示 して お く5)。

まず 、3で 述 べた25Kで の高 エネ ル ギー領域 の非 弾 性散 乱 スペ ク トル に は際 だ った違 いは見 られ なか っ

た。表1に 示 した よ うに、高 エネ ル ギー領域 の ス ペ ク トル は主 と して共 有結 合 に起 因 して い る。 これ ら

は、立 体構 造 に よ らず共 通 で あ るか ら、 高 エ ネル ギー の非弾 性散 乱 ス ペ ク トル が よ く似 て いて も不思議

は ない。 エネ ル ギー分解 能 を あげ 、 さ らにQ依 存 性 を了 寧 に見 な けれ ば、差 は検 出 で きな いだ ろ うと思

われ る。

Comparisonofquasielasticscatte血gspect㎜
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図6100Kで の 中 性子 非 弾 性 散乱 ス ペ ク トル 。SNase(折 り畳 ま れて い る、○)、SNase変 異 体

(折 り畳 ま れ てい な い 、△)及 び ミオ グ ロ ビソ(◇)の ス ペ ク トルの 比較 。

図6は 、100Kで の比 較 的低 いエ ネル ギ ー領域 の非弾 性 散乱 スペ ク トル で あ る。 この スペ ク トル は高

エ ネル ギー 加速 器 研究 機構 の パル ス中 性子 源 に設 置 され たLAM40と い う分 光 器 を用 い て得 られた 。 こ

の エネ ルギ ー領域 には、 二次構 造 由来 の モー ドが 寄与 してい る。 理論 計 算 か らも、機 能 に重要 と示 唆 さ

れ る領域 で あ る。 とこ ろが、折 り畳 まれ たSNaseも 折 り畳 まれ て いな いSNaseも 、立体 構造 の違 う ミオ

グ ロビ ソも全 く同 じスペ ク トル を与 えた。30㎝ 一1付近 に中心 を持 つ ブ ロー ドな ピー クは、 ボ ソソ ピー ク

あ るい は低 エ ネル ギー励 起 と呼 ばれ て い る ピー クで 、合 成高 分子 や ア モル ファス物質 ある いは ガ ラスな

どに共 通 してみ られ る もの で あ る。 図6の 結 果 は、低 温 で の低 エ ネル ギー の振動 的挙 動 に は、蛋 白質 の
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個性 は現 れ ない 、 とい うことを示 して い る。平 成10年3月5日 か ら13日 まで の測 定 に よ り、 ボ ソソ ピー

クの ピー ク位 置 には 分子量 依存 性 が あ りそ うだ とい う結果 が得 られ た。 これ また、高 分子 や ガ ラスな ど

と同様 の結 果 で あ る。

で は、 蛋 白質 とい う物質 の特 性 は ど こに現 れ て くるのだ ろ うか。測 定 は今 な お継続 中 で あ るが、室 温

しか も溶液 状 態 の時 に、低 エネル ギー領 域 の非弾 性散 乱及 び準弾 性散 乱 に 明瞭 な差 が現 れ る ことが観 測

され て い る。低 エネ ル ギー の振 動(い わゆ るcollectivemode)は 折 り畳 まれ る ことに よ り獲得 され 、

準弾 性散乱 は折 り畳 まれて い ない方 が顕 著 であ る。 また、 準弾 性 散乱 の定 量的 解析 か ら、 蛋 白質 の非調

和 な運 動 は 、 い くつ かの部 位 の間 を飛 び回 る(jump)運 動 と、 一 つの 部位 の制 限 され た領 域 内 での拡

散 的 な運 動 の組 み合 わ せで説 明 で きそ うで あ る。 理論 的 には蛋 白質の 非調和 な運 動 をあ らわ に取 り入 れ

たJumpingAmongMinima(JAM)モ デ ル が提 唱 され て い る6)が、我 々の測 定 結 果 は 、 この考 えを支

持 して い る よ うに思 える。今 後、 実験 と理 論 の ク ロス トー クが 楽 しみ であ る。

5」 お わ り に

我 々 の研 究 に よ り、 これ まで理論 主導 で あ った蛋 白質動 力 学 の研究 が 、初 めて 実験 的 に検 証 され る よ

うにな った。 しか し、今 まで の所 、動 力学 的 には蛋 白質 で あ る ことの特性 は見 られ ない。 興 味深 い様 々

な動 力学的 な振 る舞 いは、 合成 高分子 や ガ ラス な ど と変 わ ると こ ろはな い。何 故 、 自然 は蛋 白質 を生理

機 能物 質 と して選 ん だの か、無数 に可能 な ア ミノ酸配 列 の数 の中 か ら現存 してい る配 列 が選 ばれ て い る

のは何 故 か、蛋 自質 をめ ぐる様 々 な問題 に物 理学 は答 える ことが で きるであ ろ うか。 私 の 目下 の興味 は

"Whatmakesaproteinprotein?(何 が蛋 白質 を蛋 白質 ら し くして い るの か?)"を 物 理学 の言 葉

で 明 らかにす る ことで ある。
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