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論文要旨 

 

 蛋白質は細胞内部で他の生体高分子との相互作用や触媒作用、信号変換などを通して細胞の

恒常性維持や細胞分裂といった生命現象を制御している。機能発現過程の蛋白質は熱揺らぎや

水和水分子との相互作用による動的構造変化を生じているため、生命現象を素過程レベルで正

しく理解するためには、溶液中での蛋白質の構造・動態を解析することが重要である。本研究で

は溶液中蛋白質の構造や動態を解析可能な手法として X 線小角散乱法(Small-angle X-ray 

scattering: SAXS)とクライオ電子顕微鏡法(Cryo-electron microscopy: cryoEM)に着目し、これらの

手法による蛋白質構造・動態の新規解析法を構築し、様々な蛋白質に適用することで、その有効

性を検証するとともに、各蛋白質の構造動態の解明に貢献した。 

 SAXS では、試料蛋白質溶液の散乱パターンから、慣性半径や会合状態、分子長などの試料構

造情報が得られ、また非経験的分子形状推定法を適用することで分子概形が予測できる。SAXS

での構造情報は結晶構造解析などと比べて低分解能ではあるが、高い測定環境自由度を活かし

て外部摂動による蛋白質構造変化を容易に測定できる。しかし、非経験的分子形状推定法で予測

される分子形状には原理的な不確かさがある。本研究では、多変量解析を用いて多数の推定形状

から尤もらしい形状を得る方法を開発し、先行研究よりも優れた成果を得た。この手法を、立体

構造が未解明であった植物光受容蛋白質フォトトロピンとフィトクロム B の構造解析に適用し

た。光屈性等を制御するフォトトロピンでは、青色光受容前後での SAXS データから、全体形状

と機能ドメイン配置を決定し、青色光吸収によって生じるリン酸化活性増大のメカニズムを低

分解能で推定した。また、光形態形成を担うフィトクロム B については、クロマトグラフィー

と SAXS を併用して得た SAXS データから、フィトクロム B の全体構造を提案し、赤色光励起

されたフィトクロム B における溶液性状の変化を明らかにした。 

 これらの成果を踏まえ、さらに高い分解能で溶液中蛋白質の構造変化を探ることを目指し、

cryoEM を用いた構造解析にも歩を進めた。cryoEM で取得できる氷包埋された蛋白質の観察像

は極めて信号対雑音比が悪いが、構造揺らぎの中のあるコンフォメーションに固定されると考

えられる。従って、膨大量の粒子像から蛋白質動態についての情報が得られると期待される。し

かしながら、cryoEM による蛋白質動態解析手法は未成熟であり、数 MDa 程度の分子量の比較

的巨大な試料についての解析が数例あるのみである。本研究では、cryoEM 像の持つ情報を分子

動力学シミュレーションから得られる軌跡と組み合わせることで蛋白質の動態を解析する手法

を新たに開発し、既存手法では解析が不可能な分子量 280 kDa のグルタミン酸脱水素酵素の溶液

中での運動解析へと応用した。その結果、同酵素の機能ドメインに生じるナノメートルオーダー

の運動を可視化するとともに、その運動の自由エネルギー地形を描くことに成功した。 
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1 章 序論 

 

1.1 生命現象と蛋白質 

 生命の基本単位は細胞である。脂質二重膜によって外界と隔てられた細胞内部では主

に蛋白質や核酸、内部脂質、そして重量の 4-7 割を占める水で構成されている。さらに

これらの基本的な構成要素が細胞核やミトコンドリアといった細胞内小器官を形成し

ており、これによって細胞内部は nm から μm までの広範な空間スケールに跨った複雑

かつ精緻な構造を有している。この環境内で蛋白質は他の生体高分子との相互作用や触

媒作用、刺激応答としての信号変換などによって化学反応、即ち生命活動を制御する役

割を担っている。従って生命現象を素過程レベルで正しく理解するためには蛋白質の構

造・機能を理解することが不可欠となる。 

 蛋白質は 20 種類の疎水性あるいは親水性の側鎖を有するアミノ酸のペプチド結合に

よる直鎖状高分子であり、数十から数千に及ぶその配列は核内の DNA に塩基配列とし

て保存されている。「生命の設計図」とも呼ばれる DNA は言い換えれば「蛋白質の設

計図」である。DNA 配列を基に生合成された蛋白質一次元鎖は、溶液中において静電

相互作用や van der Waals 相互作用、水素結合、疎水性相互作用によって自由エネルギ

ーが最小となるよう折り畳まれ、アミノ酸配列に特有な三次元立体構造を形成する(図

1.1a)。この折り畳みによって、蛋白質はその機能の発現に不可欠な相互作用サイトや触

媒サイトを獲得する(図 1.1b)。また、蛋白質の立体構造は決して静的でなく、熱振動に

よる揺らぎの中で複数の構造(コンフォメーション)間を遷移し、機能発現に伴って構造

変化を生じる動的なものであり、構造揺らぎに内在する大規模運動と機能発現に伴う構

造変化との間に強い相関があるという報告もなされている [Oroguchi et al., 2009]。 

 蛋白質が水和環境下にあることは極めて重要である。そもそも、溶液中の蛋白質は溶

媒和自由エネルギーに従って疎水性側鎖が表面に露出しないよう折り畳まれるため、そ

の立体構造形成に周辺水分子との相互作用が不可欠であることは明らかである。また、

蛋白質表面には親水性側鎖と水素結合によって特異的に相互作用する水和水分子の層

が形成されるが(図 1.1a)、これら水和水との相互作用が蛋白質の機能発現を支配してい

ることが現在までの研究から示唆されている[Bhat et al., 1994; Luecke et al., 1999; 

Nakasako et al., 1999; Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2001]。例えば超高度好熱菌由来グル

タミン酸脱水素酵素(Glutamate Dehydrogenase: GDH)では、触媒作用に関わる活性クレフ

トの開閉運動と協奏してクレフト内部の局所的な水和構造変化が生じていることが複 
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図 1.1 蛋白質立体構造と相互作用サイト。(a) Clostridum symbiosum 由

来グルタミン酸脱水素酵素のグルタミン酸結合立体構造[Stillman et al., 

1993; PDB ID: 1BGV]。二次構造のうちらせん構造である αヘリックス

をシアン、直鎖構造である βストランドをマゼンタ、その他のループ

構造を白で着色している。蛋白質周囲の赤い球は水和水分子、蛋白質

中心の黄色の分子は相互作用サイトと結合しているグルタミン酸で

ある。(b) 相互作用サイト拡大図。基質であるグルタミン酸と相互作

用している残基をスティック表示している。N 原子、O 原子はそれぞ

れ青、赤で着色しているが C 原子は各残基の形成する二次構造の色で

着色している。また、水素結合を破線で表示している。本図は分子グ

ラフィックスソフトウェア PyMOL によって作成した。 

 

 

数手法によって確認されている[Nakasako et al., 2001; Oroguchi & Nakasako, 2016]。この

ように蛋白質は水和環境なくして成り立たたず、その機能発現メカニズムを明らかにす

るためには溶液環境下で測定・解析しなければならない。 

 

1.2 蛋白質構造・動態解析の概略 

 蛋白質の立体構造解析において最も代表的な手法が X 線を用いた結晶構造解析法で

ある[Drenth, 2007]。X 線構造解析においては、入射 X 線が試料中の電子によって弾性散

乱されることで生じる X 線回折パターンを取得・解析する。蛋白質 1 分子からの X 線

回折像の取得は散乱断面積が小さいために現状不可能であるが、多数の蛋白質分子が結
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晶化による周期的な三次元配列を形成することで Bragg 回折が生じ、高い信号対雑音比

(Signal to Noise Ratio: S/N 比)での測定が可能となる。また、蛋白質結晶は van der Waals

相互作用や水素結合によって形成されており、結晶体積の 30-90%を溶媒が占めている

ことが大きな特徴である。このため、結晶中の蛋白質は多くの場合溶液中と同様の立体

構造をとっていると考えられる。結晶構造解析法の最大の利点はその分解能の高さであ

り、標的蛋白質の良質な結晶さえあれば原子モデリングが可能な分解能の 3 次元電子密

度が取得できる。また、半世紀以上にわたって利用されてきた手法であるため、実験・

解析環境が非常に洗練されていることも大きな長所である。蛋白質立体構造データバン

ク(Protein Data Bank: PDB)には現在(2019 年 10 月)までに解析された 15 万以上の蛋白質

や核酸、それら複合体の立体構造が登録されているが、そのうち 9 割弱が結晶構造解析

法による構造であり、蛋白質立体構造は基本的に結晶構造解析によって得られるものと

言っても過言ではない。 

 結晶構造解析法によってこれまでに多くの蛋白質の立体構造が明らかにされてきた

が、上でも述べた通り蛋白質は構造揺らぎを持った柔らかな存在であるため、結晶中の

静的立体構造だけではなく、水溶液中の動態についても解析しなければならない。これ

に関して結晶構造解析では、例えばリガンド存在下、非存在下のように結晶化条件を変

えた構造解析や、結晶学的非対称単位に複数分子が存在する場合の各分子間の構造比較

[Nakasako et al., 2001; Stillman et al., 1993]などが行われてきた。また、蛋白質結晶に溶媒

が多量に含有されていることに着目し、湿度制御によって溶媒含有量を変化させること

で、結晶中における蛋白質分子の充填形態制御とそれに伴うコンフォメーション変化の

観測を試みた研究も存在する[Takayama & Nakasako, 2011]。しかしながら、そもそもの

話ではあるが結晶構造解析を適用できる蛋白質は当然結晶が得られた蛋白質に限られ

るうえ、標的蛋白質に与えられる摂動はリガンド添加などに限定されてくる。また、生

体内とはかけ離れた環境である結晶化溶媒中での構造のみが得られ、分子パッキングが

本来の動態を阻害することも考えられる。もう一つの重要な問題は得られる各コンフォ

メーションについて単純な構造の比較しかできないという点である。例えば、各コンフ

ォメーションの溶液中における出現頻度、即ち相対自由エネルギーや構造変化経路など

に関する情報は基本的に得られない。これらの問題を踏まえると、蛋白質動態解析手法

は以下の条件を満たすものが望ましい。 

・非結晶条件下の試料を扱うことが可能 

・測定系に対して外部摂動を容易に加えることが可能 
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・得られる動態について出現頻度などの詳細な解析が可能 

本研究では、これらの要求を満たす蛋白質動態解析法として X 線小角散乱法、及びク

ライオ電子顕微鏡法に着目した。 

 

1.3 本研究で用いる蛋白質構造・動態解析法 

1.3.1 X 線小角散乱法 

 X 線小角散乱法(Small-Angle X-ray Scattering: SAXS)は溶液試料に X 線を照射し、その

散乱パターンを測定する手法である[Guinier & Fournet, 1955; Feigin & Svergun, 1987] (図

1.2)。散乱パターンは試料構造からの Fraunhofer 回折に由来するため、得られたパター

ンを解析することで試料構造について情報を得ることができる。蛋白質の散乱断面積を

考慮すると、高輝度放射光施設を利用した SAXS 測定であっても数 mg/mL の試料濃度

が要求される。この時、照射 X 線のビームサイズを数百 μm、試料厚さを数 mm とする

と X 線照射領域中には 1014~15個程度の蛋白質が存在する。これらの蛋白質は照射 X 線

に対して様々な配向を取るため、散乱パターンが蛋白質配向について平均化される。そ

のため、得られる散乱パターンは試料蛋白質について配向平均された球対称な構造因子

に由来する等方的パターンとなり、蛋白質溶液の SAXS 測定から得られる構造情報は分

子サイズや試料形状の異方性といった構造パラメータになる。これは結晶構造解析法の

ような他の蛋白質構造解析手法で得られる原子レベルの構造情報と比較して著しく低

分解能である。しかしながら、SAXS では急速凍結などを行わずに溶液そのままで測定

するため、光照射や温度変化などの外部摂動を容易に加えられる。また、試料セルとし

てフローセルを用いることで、リガンドとの混合や pH 変化といった外部摂動に対する

蛋白質応答を時分割測定することも可能である。SAXS はこのように、外部摂動による

蛋白質機能発現の誘発とそれに伴う構造変化を散乱パターン変化として容易に測定で

きるという他に代わるもののない特徴がある。 

 先に述べた通り、蛋白質溶液試料について SAXS 測定から得られる散乱パターンは等

方的である。実際の解析においては測定データの S/N 比を向上させるため円環平均を行

うため、得られるデータは一次元の散乱プロファイルである。この散乱プロファイルか

らより高分解能の構造情報を抽出するために様々な試みが行われた。1970 年には散乱

プロファイルを球面調和関数で展開し、この球面調和関数を Fourier 変換することで全

体形状を推定する手法が提案された[Stuhrmann, 1970]。また、散乱プロファイルの形状

から試料蛋白質の折れ畳み度を評価する Kratk y プロットという手法も存在する 
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図 1.2 SAXS 模式図。入射 X 線の大部分は溶液試料を透過するため、

透過 X 線は非常に高強度である。この強力な透過 X 線による検出器

の損傷を避けるため、透過 X 線はビームストッパーによって遮断され

る。このため得られる散乱パターンからは小角領域が欠損している。 

 

 

[Svergun et al., 2013]。これら手法の中で現在主流となっている解析手法が 1990 年代後

半から 2000 年代前半にかけて開発された非経験的分子形状モデリングと呼ばれる手法

である[Svergun, 1999; Svergun et al., 2001]。この手法では蛋白質を球の集合として粗視化

し、実験で得られている SAXS プロファイルを説明できるように球の配置をランダムに

変えつつ最適な球の配置を探っていく。このようにして蛋白質形状を球の集合によって

表現することがこの手法の特徴である。また、この手法が普及した理由の一つに、解析

が極めて容易であることが挙げられる。指定の必要なパラメータが極めて少なく、パラ

メータ入力から後は自動で推定形状が出力される。この扱いの容易さも相まって非経験

的分子形状モデリングは SAXS による蛋白質構造解析においては標準的な解析ステッ

プとなっている。 

 

1.3.2 クライオ電子顕微鏡法 

 クライオ電子顕微鏡法(Cryo-electron Microscopy: cryoEM)は数百 kV の高電圧により加

速された電子線を試料に照射し、透過投影像を実像で観察する手法である[Frank, 2006] 

(図 1.3)。電子－電子あるいは電子－原子核相互作用は極めて強く、蛋白質一分子の直接 
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図 1.3 cryoEM による単粒子解析概略図。(a)大腸菌由来 β-galactosidase

の cryoEM による観察画像。赤丸で囲まれた黒い像が蛋白質粒子像で

ある。画像右下のスケールバーは約 100 Å。(b) 切り出された粒子像

の投影方向別平均像。画像の横幅は約 100 Åである。(c)三次元再構成

によって得られた β-galactosidase3 次元マップ。 

 

 

観察を可能にする一方で様々な問題が生じる。まず電子線パスは空気による吸収・散乱

を防ぐために試料周囲も含めて高真空である必要がある。試料厚みについても制限され、

観察可能な厚みは 100 nm 程度が上限となる。また、溶液試料については電子線照射に

よって水分子から発生した酸素ラジカルが溶液内に拡散し、試料蛋白質に損傷を与える

ことが知られている。これらの問題を克服するために cryoEM では~1μm 径の孔に蛋白
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質溶液を薄膜状に張り、急速凍結して観察する。液体窒素温度付近まで冷却した液体エ

タンを冷媒として用いるとその温度変化速度は 104 K/sec に到達するため、この速度で

凍結することで蛋白質溶液は非晶質氷になり、溶液中での構造を保った氷包埋蛋白質の

観察を可能にしている[Dubochet et al., 1988]。 

 cryoEM で得られる構造情報は蛋白質一分子毎の投影像であるため、各粒子像は三次

元構造についての情報を欠損している。また、低温環境下で電子線照射による酸素ラジ

カルの拡散は低減されるものの、試料損傷は皆無ではない。現在までの研究で明らかに

なっている蛋白質構造を致命的に破壊しない照射線量の限界はおよそ 20 e-/Å 2 程度で

あり[Grant & Grigorieff, 2015]、この照射線量で得られる観察像は図 1.3a のように極めて

S/N 比の悪い像である。このため、cryoEM では概して単粒子解析法と呼ばれる解析法

が用いられる[Frank, 2006]。氷包埋された蛋白質分子は観察方向に対して各々自由な配

向を取っていると考えられる。同一配向からの投影像を平均化することで S/N 比を向上

させると共に、様々な配向からの投影像を基に三次元構造を再構成することが単粒子解

析法の基本的な原理である(図 1.3b, c)。 

 2000 年代まで単粒子解析法による到達分解能はウイルスのような空間対称性の高い

粒子を除いて 10 Å 程度しかなかった。しかしながら、主に電子線検出器の劇的な性能

向上により到達分解能が 2 Åを超える構造解析の報告もなされるようになり[Merk et al., 

2016]、現在では cryoEM による単粒子解析法は結晶構造解析法などと並ぶ蛋白質構造

決定法の一つとして位置付けられている。凍結時の溶液条件を変えることで構造変化を

解析することも可能である。また、cryoEM の「蛋白質粒子像を一分子レベルで観察す

る」という特徴は蛋白質動態解析において他にないメリットである。氷包埋された蛋白

質分子はその一つ一つが構造揺らぎの中のコンフォメーションに固定されると考えら

れるため、膨大量の粒子像を集めることで蛋白質の動態についての情報が得られる。従

来の単粒子解析法において粒子像に含まれる構造揺らぎは分解能を妨げる要因でしか

なかったが、到達分解能が向上し、解析アルゴリズムも洗練された昨今においてはむし

ろこの構造揺らぎを解析・可視化する試みが活発になされている[Bai et al., 2015; Dashti 

et al., 2013; Haselbach et al., 2018; Nakane et al., 2018]。 

 

1.4 本研究で用いる解析法の問題点 

 1.3 節で説明した通り、結晶構造解析と比較して SAXS 及び cryoEM はより広範な試

料に適用でき、より詳細に蛋白質動態を解析できる手法である(表 1.1)。しかしながら、 
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表 1.1 各解析手法の比較 

 X 線結晶構造解析 SAXS cryoEM 

試料制限 結晶化の必要あり 特になし 特になし 

試料の状態 結晶 溶液 溶液 

到達分解能 原子レベル 
分子概形～ 

ドメイン相対配置 
原子レベル 

構造変化の測定 
リガンド結合 

パッキング制御 

光受容 

リガンド結合 

pH 変化への応答 

温度変化 

凍結時の条件変化 

構造揺らぎ 

 

 

蛋白質構造・動態解析に適用する上で両者ともに問題点を抱えている。 

 

1.4.1 SAXS における問題点: 概形推定における不確かさ 

 SAXS による構造解析において、非経験的分子形状モデリングは極めて強力な手法で

あるが、概形推定に原理的な不確かさが生じるという大きな問題点が存在する。SAXS

プロファイルは配向について平均化された形状に由来するため、蛋白質形状と SAXS プ

ロファイルは 1 対 1 に対応せず、それぞれ異なった形状を持つ複数の粒子から同一形状

の SAXS プロファイルが得られることがシミュレーション計算から報告されている

[Petoukhov & Svergun, 2015]。従って、非経験的分子形状モデリングにおいて一度の解析

から試料蛋白質形状を推定することは実質的に不可能である。この問題に対して、複数

回のモデリングを行い、明らかに形状の異なる外れ値を除外した上で形状平均化を行う

という手法が当初提案されたが[Volkhov & Svergun, 2003]、平均形状が尤もらしい形状

とはなりえないため有効な手立てとはならなかった。階層的クラスタリングによって形

状分類をする手法[Petoukhov et al., 2012]なども提案されているものの、確立された手立

ては現状存在しない。 

 

1.4.2 cryoEM における問題点: 動態解析法の検討 

 cryoEM を利用した動態解析はここ数年で検討がなされるようになってきたトピック

であり、手法としては未だ未成熟である。最も広く使われている手法が三次元構造を複
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数構造に分類する手法である [Scheres, 2012; Bai et al., 2015, Punjani et al., 2017]。しかし

ながらこの手法は連続的な構造変化に弱く、また分類自体も不完全である場合が多い。

連続的な構造変化を扱える手法も複数発表されているものの、これらの手法は散乱断面

積が大きく像コントラストが良い、比較的巨大(分子量 ~数 MDa)な蛋白質や蛋白質複合

体を対象としている  [Schilbach et al., 2018; Nakane et al., 2018; Dashti et al., 2014; 

Haselbach et al., 2018]。これは主として、数百 kDa 程度の通常の蛋白質では像コントラ

ストが悪く各粒子像のコンフォメーションの差異を比較することが困難なためである。

従って、動態解析としての cryoEM の適用範囲を広げるためには、生体内での存在量も

多く、生命現象の素過程を担っている数百 kDa 程度の蛋白質の連続的な構造変化を解

析可能な手法の検討が必須である。 

 

1.5 本研究の概要と章立て 

 本研究では蛋白質動態解析において SAXS 及び cryoEM の持つポテンシャルに注目

し、多くの蛋白質に適用可能な動態解析手法を確立するべく 1.4 節に挙げた問題点の解

決に取り組んだ。1.4.1 節で述べた課題に対しては多数の推定形状モデルから多変量解

析によって形状の傾向を抽出・分類し、そこから尤もらしい形状を推定するという手法

を開発した [Oide et al., 2018a]。この際、電子顕微鏡との組み合わせによって形状推定

の信頼度を高めるという試みも行った [Oide et al., 2018b; Oide et al., 2019]。また、1.4.2

節で述べた問題点については分子動力学(Molecular Dynamics: MD)シミュレーションと

の組み合わせによって数十 kDa 程度の分子量での蛋白質動態を自由エネルギー地形と

して可視化する手法を開発した。 

 本論文では、まず SAXS の諸原理を 2 章で解説し、本論文の骨子となる多変量解析を

用いた蛋白質形状推定手法の開発(3 章)と提案手法の応用である植物光受容蛋白質フォ

トトロピン(4 章)・フィトクロム B(5 章)の解析について記す。その後、6 章で cryoEM の

諸原理を説明し、7 章で cryoEM と MD シミュレーションを組み合わせた蛋白質動態解

析手法の開発と GDH ドメイン運動解析への適用を報告する。最後に、8 章にて研究の

総括と今後の展望について述べる。 
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2 章 X 線小角散乱法 

 本章では X 線小角散乱法に関わる諸原理について説明する。初めに電磁波の放射現

象に触れ、次いで電磁波の散乱現象及び X 線小角散乱法の原理、X 線小角散乱法から

得られる実験データの解析法を述べる。 

 

2.1 電磁波の放射 [砂川, 1999] 

 以下では真空中に局在して分布する電荷を考える。電荷位置が時間変化しないとき、

電荷からは電気力線が伸びて静電場を形成している。電荷位置が激しく変動すると、電

気力線が歪み、電場の時間変化として遠方へと伝播していく(図 2.1)。これが電磁波放射

の直観的な説明である。運動する点電荷によって生じるポテンシャルは Lienard-

Wiechelt ポテンシャルとして定式化され、 x

に位置する点電荷から十分遠方の位置 r



に伝播する電場及び磁場は 
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である(図 2.2, 2.3)。また、
0
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の解として与えられる。式(2.2)より、  trE ,


と  trB ,


は互いに直交しており、さらに

    0,
0

 trEtn


である。従って、放射される電磁場は電磁波として振る舞うことが分

かる。 
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図 2.1 電荷の位置変動による電磁波の放射。静止した正電荷での電気

力線(a)と振動する正電荷での電気力線(b)。図 2.1b では青矢印方向に

正電荷が振動している。電荷の振動によって電気力線の始点位置が変

化することで電場が振動し、遠方へ伝播していく。但し、振動方向へ

は電磁波が伝播せず、従って放射には角度依存性が存在することを記

しておく。 

 

 

 

図 2.2 運動する点電荷と観測点との位置関係。時刻
0

t  において点電荷

は  
0

tx 


に存在する。この時の観測点 r

との距離は    

00
txrtR 



となる。また、  
0

tR 


方向の単位ベクトルが  
0

tn 


である。  
0

t 


は点

電荷の速度ベクトルを光速度で規格化したものであり、相対論的効果

を取り入れる際に都合の良い表式である。因子  
0

t  については図 2.3

において詳しく説明する。 

 



12 

 

 

 
 

図 2.3 点電荷の運動による振幅の変化因子  
0

t  の模式図。この因子

は点電荷の速度が観測点方向と直交している場合は常に 1 である。そ

れ以外の場合、点電荷が静止しているときには 1 であるが、点電荷の

速度が光速度に近づくほど 0 に近づいてゆき、その傾向は点電荷の速

度が観測点方向である時最も著しい。このように、  
0

t  は観測点で

の電磁波の振幅の、点電荷の運動方向に対する角度依存性を記述する

因子である。 

 

 

2.2 X線散乱 

 

2.2.1 Thomson 散乱 [Als-Nielsen & McMorrow, 2011] 

 2.1 節において、加速された点電荷から電磁波が放射されることを示した。これは、

点電荷に外部から電磁波が入射すると、その電場によって点電荷が加速され、入射波を

模した電磁波が放射されることを意味する。この素過程についての知見が無ければ点電

荷によって電磁波が散乱される現象とみなすことができる。点電荷の微分散乱断面積は

放射電磁波の Poynting ベクトルを用いた議論から 

 

 
2

2

2

2

0

4

2

2

0
d

d

4

1

d

d
















 t

tr
nn

Ec

e







                 (2.7) 

で与えられる。これを踏まえて最も単純な例である Thomson 散乱、即ち自由電子によ

る弾性散乱について考える。後にもう一度触れるが、X 線散乱実験で観測しているのは

測定試料を構成する原子が持つ電子による Thomson 散乱である。ここでは古典的な取
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り扱いをしているため散乱は必ず弾性的であるが、量子力学的には散乱は必ずしも弾性

的ではなく非弾性散乱をも考慮する必要がある。しかし、X 線散乱実験に利用される X

線のエネルギーは~10 keV 程度であり、このエネルギー領域では散乱は弾性的であると

して構わない。 

 1 個の自由電子に平面波である電磁波が入射するときを考える。 n

を電子から観測

点方向へ向く単位ベクトル、 j

を電磁波の偏り方向への単位ベクトル、入射波の波数

ベクトルを k

とすると、これらのベクトルは図 2.4 のような位置関係になる。電磁波の

振幅を 0
E 、電気素量を e とすると、電子の運動方程式は 

 
   ttrkiEje

t

tr
m 




exp
d

d
02

2

                  (2.8) 

と与えられる。ここから加速度を求め、(2.7)式に代入することで微分散乱断面積は 

 
   
































2

2

2

0

2
2

2

2

2

2

0

sin
44

1

d

d

mc

e
enn

mc

e



 
      (2.9) 

という形となる。ただし  は図 2.4 の通り j

と n


とがなす角である。特に入射波が偏

っていない場合には k

と n


がなす角  によって 

   


 2e2

2

2

0

2

cos1
2

cos1
42

1

d

d



















r

mc

e
           (2.10) 

という形になる。式の通り、Thomson 散乱の散乱断面積は  に依存する。しかし、 

が小さい領域では角度依存項は定数とみなせるため、Thomson 散乱による散乱波は球面

波であると近似してよい。この領域では 2 となるため、入射波が偏っている場合

でも同様の近似が成り立つ。定数項 e
r は古典電子半径(Thomson 散乱長)と呼ばれる量

であり、およそ m1082.2
15

 の値をとる。古典電子半径は電子による散乱の実際の強

度を与えるものであるが、この値が非常に小さいため X 線散乱においては高輝度の X

線源が重要となる。X 線散乱において散乱源となるのは物質中の電子であり、即ち物質

による X 線の散乱は Thomson 散乱によって記述される。物質中の電子は原子核に束縛

されており自由電子ではないが、X 線のエネルギーはこの束縛エネルギーに比べて十分

大きいため、自由電子による散乱として扱うことができる。 

 

2.2.2 X線散乱と電子密度・構造因子 [Svergune et al., 2013] 

図 2.5 のような形状の電子分布を持つ粒子による X 線の散乱を考える。この粒子の位置

r

における電子密度を  r


 とする。この時、位置 r


での単位素片の散乱断面積は、こ 
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図 2.4 Thomson 散乱におけるベクトルの位置関係。図中においては位

置関係がわかりやすくなるように k

を基準にした直交軸を設けてい

る。 

 

 

の  r


 に比例すると考えられる。この粒子に波数ベクトル k

の波面の揃った X 線が

入射し、k 

の方向で散乱X線を観測する場合を考える。Maxwell方程式の線形性より、

粒子全体による散乱波は粒子内の各点によるThomson散乱波の重ね合わせで表される。

従って、粒子内に適当な原点 O をとり、O に対する位置 r

の点の微小体積要素を r

3
d

とすると、粒子による散乱振幅に対する微小体積要素の寄与は   rr
 3

d と表すことが

できる。さらに、この体積要素の原点に対する位相のずれは 

  rkkrS

2                           (2.11) 

で表される。   2kkS


 で定義される S

を散乱ベクトルと呼ぶ。k


と k 


がなす角

を散乱角と呼び、これを通常 2 で表す。この時、 sin2S


となる。 

ここから、粒子による S

に対する全散乱長  SF


は 

       rrSirSF


3
d2exp                       (2.12) 

で与えられる。この  SF

を構造因子と呼ぶ。  SF


は複素数であるため、散乱された

X 線についてその振幅と位相を測定できれば試料粒子についてその電子分布、即ち構造

を決定できる。しかしながら、X 線の周波数は 1018 Hz に達するため、現代の測定技術

では位相を測定することは不可能である。また、X 線に対する物質の屈折率は 1 より極

僅かに小さく、光学顕微鏡における凸レンズに対応する結像素子は存在しない。そのた 
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図 2.5 X 線散乱の模式図。2 点間での経路差は図に示されている通り

である。入射波と散乱波の波数をそれぞれ nkknkk 


, とす

ると、位相差は波数をかければよいため、最終的に 式(2.11)の形で位

相差が与えられる。 

 

 

め、実際の実験で測定される物理量は散乱波の強度と見なせる。散乱強度  SI

は 

     

       rrrrSirrKrI

SFSFKrISI

r r





 




 

332

0

*2

0

dd2exp
e

e


       (2.13) 

として与えられる。ここで、 0
I は入射 X 線強度、 K は 0

I 、 e
r を除く種々の係数をまと

めた係数である。従って、X 線散乱の散乱強度は試料粒子の電子密度分布を Fourier 変

換し、複素自乗した形で与えられる。そのため、Thomson 散乱を考慮し、散乱強度につ

いて解析をすれば試料の電子密度分布、即ち形状や内部構造についての情報を得ること

ができる。 

X 線散乱において散乱ベクトルの大きさと分解能との対応を与える式として X 線結

晶構造解析で使用される Bragg の式が知られている。図 2.6 のような周期構造による回

折を考えたとき、回折角  と距離 d に 

 nd sin2                              (2.14) 

なる関係が成り立つ。 1n としてこの式を変形させると、 

S
k

d










2

sin2sin21
                       (2.15) 

となる。従って、散乱ベクトルの逆数をとればある S における散乱強度はどの程度のス 
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図 2.6 周期構造における入射-回折 X 線の経路図。図のように 2 つの

入射波には sind の経路差が存在する。回折側においても同様の

経路差が存在するため、2 つの波の経路差は sin2d となる。この

経路差が波長の整数倍となれば干渉による回折波が生じる。これを示

したのが式(2.14)で与えられた Bragg の式である。 

 

 

ケールの構造情報を反映しているのかを評価できる。 

 

2.2.3 X線小角散乱[Guinier & Fournet, 1955; Svergune et al., 2013] 

 SAXS で測定する散乱角領域は光学系のセットアップや注目する空間スケールによ

るが、一般に S  = 0.02~0.05 Å-1までを測定する。これは入射 X 線波長が 1 Å の時、散

乱角にして 2θ = 15~30 mrad 程度の領域である。Bragg の式から、この場合に SAXS で

得られる構造情報は > 20~50 Åの距離相関であり、会合状態や慣性半径といった概形

情報やドメイン相対配置などが該当する。 

 蛋白質溶液から得られる散乱パターンは蛋白質粒子と溶媒分子の散乱強度となって

おり、蛋白質についての散乱プロファイルを取得するには円環平均の後、蛋白質溶液の

散乱プロファイルから溶媒のみの散乱プロファイル（バックグラウンド）を差し引く操

作が必要になる。また、蛋白質表面と相互作用し水和殻を形成する溶媒分子は、バルク

溶媒とは異なった電子密度であり、バックグラウンドとは異なる散乱強度を持つ。従っ

て、バックグラウンド減算で得られる散乱プロファイルは試料電子密度  ではなく試

料及び水和殻と溶媒との電子密度コントラスト  由来のものとなる(図 2.7)。散乱パ

ターンに対して、円環平均、バックグラウンド減算を行い、実際に得られた散乱プロフ

ァイルを図 2.8 に示す。得られるデータが 1 次元のプロファイルであるため、SAXS 測 

 



17 

 

 
 

図 2.7 SAXS における蛋白質の電子密度コントラスト。SAXS 測定にお

いては試料溶液散乱プロファイルから純粋溶媒散乱プロファイルを

差し引くため、得られる散乱プロファイルは図の赤枠で囲まれた電子

密度コントラストについての情報を含んでいる。蛋白質電子密度は純

水と比較して大きく、通常の溶媒条件における SAXS 測定ではコント

ラストについて考慮しなくてよいが、高塩濃度溶媒など溶媒電子密度

が高い場合にはコントラストが変化し(コントラスト変調)、得られる

構造パラメータが変化することに注意が必要である。 

 

 

  
 

図 2.8超高度好熱菌グルタミン酸脱水素酵素 1.0 mg/mL溶液のSAXS

プロファイル。S < 1.3×10-3 Å-1 (~0.6 mrad) でのデータ欠損はビーム

ストッパーによるものである。 
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定では蛋白質構造について深刻な情報欠損が生じているが、この散乱プロファイルから

粒子慣性半径や最大分子長など蛋白質構造についての様々なパラメータを得ることが

できる。以降の節ではこれら SAXS における解析手法について説明する。 

 

2.3 SAXSを用いた構造解析[Guinier & Fournet, 1955; Svergun et al., 2013] 

 

2.3.1 Guinier 近似 

 2.2.2 節および 2.2.3 節より、溶液散乱における蛋白質散乱強度は 

         rr
r r

rrSirrSI 


  


 
 33

dd2expd
4

1



        (2.16) 

で与えられる。積分の中の平面波成分について、位相部分  rrSi 


2 が十分小さい

（散乱角が十分小さい）として原点まわりで 2 次まで Taylor 展開し、角度積分を実行

すると以下の近似式が得られる。 

    













2

1

3

4
0lnln

22

gg
RSRSISI               (2.17) 

       


r r

rrrrI
 

 33
dd0                             (2.18) 
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2

g

dd

dd

2

1





                (2.19) 

ただし、条件として以下の式を課す。 

  0d
3

r rrr



                             (2.20) 

これは電子密度分布の重心を原点とする条件である。散乱強度は並進操作に対して対称

であるため、この条件は自然に導入可能である。I(0)は原点散乱強度、Rg は慣性半径と

呼ばれる量である。この近似は、十分に小角の領域であれば散乱強度は Gauss 関数で近

似可能であることを意味する。この近似を Guinier 近似と呼び、転じてこの近似の成り

立つ小角領域を Guinier 領域と呼ぶ。(2.17)式に従って横軸に S2をとり、縦軸に ln I(S)を

とれば散乱プロファイルは一次関数形となり、その切片および傾きから原点 

散乱強度、慣性半径を実験的に取得できる。図 2.9 は図 2.8 の散乱プロファイルに対す

る Guinier プロットであり、小角領域で散乱プロファイルが直線としてよく近似できる

ことが確認できる。ただし、Guinier 近似が成り立つ条件として、溶液が単分散溶液であ

る必要があり、多分散系ではこの近似は成り立たない。従って、試料蛋白質に非特異的 
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図 2.9 図 2.8 の散乱プロファイルに対する Guinier プロット。黒色の直

線はグラフ中の矢印で挟まれた領域での Guinier 近似直線である。こ

の直線の傾きから慣性半径はおよそ 44.3 Å と計算される。 

 

 

凝集が生じている場合、粒子サイズについて多分散系となるため極小角において

Guinier 近似が成り立たない。 

 原点散乱強度は、本来の測定ではビームストッパーの存在によって直接には得ること

のできない値である。式の通り、物理的には総電子数の 2 乗にあたる値であるため、こ

の値について分子量既知の試料と比較することで溶液中での会合状態を評価すること

ができる。また、慣性半径は、電子密度の 2 次モーメントにあたる量である。この量を

見ることで分子のサイズ・形状を見積もることができる。Guinier プロットでは、実験値

は小角領域で直線近似可能だが、高角になると直線から外れる。これは (2.16)式の平面

波項を展開した際に無視された高次の項の寄与が大きくなるためである。例えば、棒状

粒子はモーメントが大きくなるため散乱プロファイルは Guinier 近似による直線の上側

に反る。一方、球状粒子では高次項の寄与が小さくなるため直線の下側に反っていく。

この振る舞いを見ることによって慣性半径だけでなく試料蛋白質の異方性についても

情報を得ることが可能である。さらに、慣性半径はその性質上同じ分子量であっても球

状粒子より棒状粒子の方が大きくなるため、慣性半径と概形がわかれば分子量と合わせ
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て粒子についての情報を包括的に得ることが可能である。 

 

2.3.2 距離分布関数と分子最大長 

 X 線散乱強度  SI

を逆 Fourier 変換すると、次の式が得られる。 

         uPrurrSuSiSI
rS



  
33

dd2exp           (2.21) 

ここで、  uP

は電子密度の自己相関関数である。図 2.10 に電子密度分布と自己相関関

数の関係性を模式的に示す。図 2.10 より、自己相関関数  uP

は電子密度  r


 と、  r




を u

だけシフトさせた  ur


 について互いに重なった領域の積分で表される。 

溶液散乱実験から得られる散乱プロファイルは散乱ベクトルについて角度平均され

た一次元データであるため、散乱プロファイルを逆 Fourier 変換して得られる関数は厳

密には三次元自己相関関数  rP

ではなく距離

2
r が乗ぜられ配向平均された一次元の

関数  rPr
2

となる。これは距離分布関数と呼ばれる関数であり、一般的に図 2.11 のよ

うな形になる。ここで、距離の増加に応じて緩やかに減少していくのは、電子密度分布

に明瞭なエッジが存在しないためである。ここで、距離分布関数がゼロになる  0r

は、完全に重なっていた位置から全く重ならない位置まで移動した距離であり、これは

即ち最大分子長 max
D を与えるものである。従って、散乱プロファイルを逆 Fourier 変換

することで最大分子長を得ることができる。しかし、実際には距離分布関数を散乱強度

からの逆 Fourier 変換によって直接求めることは不可能である。これはビームストッパ

ーによって小角領域が欠損しており、直接距離分布関数を求めることは非適切問題にな

るためである。この問題について、経験的パラメータから距離分布関数を推定し、さら

に推定距離分布関数の Fourier 変換によって欠損のない散乱強度を計算する GNOM と

呼ばれるソフトウェアが開発されている[Svergun, 1992]。このソフトウェアは最大分子

長を入力するとその条件下で最適解となる距離分布関数、散乱プロファイルを出力する。

ユーザーは、この最大分子長の値を様々に変えて試算し、距離分布関数は滑らかに減衰

していくか、散乱強度は実験データとよく一致するか、といったことを手掛かりに最適

な最大分子長と距離分布関数を決定する。 
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図 2.10 自己相関関数の直観的イメージ。一方の電子密度分布を固定

し（黒）、もう一方の電子密度分布について u

を大きくして移動させ

ていく（赤→青→緑）。この時各 u

での重なる領域を示したのがグラ

フ下部の線である。この領域について電子密度の積をとり、積分をす

ることで各 u

における自己相関関数の値  uP


が得られる。 

 

 

 
 

図 2.11 X 線溶液散乱実験における一般的な距離分布関数の形状。X 線

溶液散乱実験の散乱プロファイルから得られる距離分布関数は一般

にこのような形になる。図 2.10 より、完全に重なった状態から重なり

が少なくなっていくにつれて  rPr
2

の値は減少していく。これが 0

になった時電子密度の重なりが完全に消失する。この時の r が最大分

子長 max
D を与える。 
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2.3.3 Zernike-Prins の式と散乱プロファイルの濃度依存性 

 溶液散乱による散乱強度は今まで一粒子による散乱強度を角度平均したものを扱っ

てきた。しかしこれは、多数の蛋白質は完全に独立してランダムな配向を取っている、

という仮定に基づいている。この仮定は粒子間の相互作用が完全に無視される希薄極限

においては正しく成り立つが、有限の濃度を持つ場合、特に濃度が高い場合は粒子間相

互作用が無視できず成り立たない。この粒子間の相互作用を盛り込んだのが以下の

Zernike-Prins の式である。 

      
N

V
vrr

Sr

Sr
rg

v
SFNSI 









 


1
0

2

1

2
d4

2

2sin
1

1
1 




     (2.22) 

ここで、V は X 線の照射体積、 N は照射体積中の平均粒子数、 1
v は粒子の占める平

均体積である。  rg は動径分布関数と呼ばれ、r 離れた距離における粒子数密度を表す。

この関数が粒子間相互作用を表す関数である。この式は近似式であり、平均の照射体積

を表す大きさ 0
D （例えば、 3

0
VD  ）について 0

1 DS  より小角の領域では成り立

たない。これは、この極小角領域では散乱強度に照射体積の Fourier 変換成分である強

い散乱が入ってくるためである。しかし、この領域はビームストッパーによって遮られ

る領域であるため実際には問題にならない。例えば 0
D をビームサイズ程度の大きさで

ある 0.2 mm とすると、この時の Zernike-Prins の式の小角限界は 5.0 × 10-7 Å-1であり、

非常に小角の領域であることがわかる。 

 Zernike-Prins の式は散乱強度に粒子間相互作用の影響を考慮しているが、濃度の関数

にはなっていない。これは、動径分布関数が粒子の幾何的配置のみに着目した関数だか

らである。この動径分布関数について、粒子間相互作用ポテンシャル  r を仮定し、

これに対する Boltzmann 分布   Tkr
B

exp  に置き換える。すると Zernike-Prins の式

は 
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                         (2.23) 
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       (2.24) 

となる。この式について Guinier 近似を適用することで、次の式が得られる。 

 
CA

MCSI

KC
2

W

2
1

,0



                         (2.25) 

    CBRCR
gg if

22
0                         (2.26) 
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ここで、C は蛋白質濃度、 K は定数、
2

A は第二ビリアル係数である。
W

M は見かけ

の分子量と呼ばれるものであり、会合状態を反映する量である。
if

B は粒子間相互作用

を表す係数であり、 0
if
B の場合粒子間には引力相互作用、 0

if
B の場合斥力相互作

用が働いていることになる。 

 

2.3.4 非経験的分子形状モデリング 

 X 線小角溶液散乱が実験手法として確立して以来、散乱プロファイルから試料につい

て直接的に得ることのできる情報は、これまで説明してきた慣性半径、原点散乱強度、

最大分子長といった構造についてのパラメータであり、実際の形状などを具体的に推し

量ることは困難であった。しかし、溶液散乱による散乱プロファイルから三次元の分子

概形を推定するアルゴリズムが考案され[Svergun, 1999; Svergun et al., 2001]、分子の推

定概形を簡便にモデリングすることが可能になった。ここでは、特に蛋白質を対象とし

た分子形状モデリングソフトウェア GASBOR[Svergun et al., 2001]について説明する。 

 モデリングは何かしらの基本単位となるパーツを空間上に配置していくことによっ

て行われる。蛋白質を構成する原子レベルまでの分解能は SAXS プロファイルでは到達

し得ないため、蛋白質の最小の構造単位はアミノ酸残基とする。GASBOR では、このア

ミノ酸残基を平均化し、Cα 原子を中心とする球体と見なしたダミー残基  (Dummy 

Residue: DR) がモデリングの基本単位となる(図 2.12)。ダミー残基の中心を Cα 原子と

することはモデリングをするうえで蛋白質の構造による束縛条件を満たすために重要

である。蛋白質の主鎖を構成する Cα原子間の距離はおよそ 0.38 nm であるため、ダミ

ー残基の直径を 0.38 nm とし、各ダミー残基が最低 1 つは他のダミー残基と接するよう

に自由空間上に配置していけば「蛋白質はアミノ酸一次元鎖を折り畳んだものである」

という条件を満たしながらモデリングをすることが可能となる。さらに最大分子長を入

力パラメータとして束縛条件に加えることで、ダミー残基が配置される空間は分子最大

長により制限された自由空間上となる。 

 GASBOR は構造モデルをある関数によって評価し、最適なモデルに近づけていくが、

この際に使用されるアルゴリズムが焼きなまし法である[Kirkpatrick et al., 1983]。焼きな

まし法は、与えられた関数  xE

について最小値を与える x


を探索するためのアルゴリ

ズムであり、次の 3ステップから成る。 

① ターゲット関数  xE

の解 x


について適当な初期値 0

x


を用意し、初期値の近傍で

新たな解の候補 x 

をランダムに生成する。 
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図 2.12 ダミー残基による蛋白質の粗視化。蛋白質のペプチド結合に

よる鎖状構造(主鎖)中でペプチド結合に寄与しない炭素原子は Cα 原

子(図中の黄緑で表示された原子)と呼ばれ、蛋白質の主骨格をなす原

子である。GASBOR はこの Cα原子を代表点としてダミー残基による

蛋白質構造の粗視化を行っている。 

 

 

② 以下で示す条件の下、 x 

を新たに解として採用するかどうかを決定する。 

    0
0
 xExEE


 …採用 

    0
0
 xExEE


 …確率  TEexp で採用 

ここで T は任意のパラメータである。 

③ 0
x


、あるいは x 

を新たな解として①に戻る。これらの操作をある T について適当

な回数既に繰り返している場合、T を小さくして①に戻る。 

 

T は解の選択において重要な役割を果たすパラメータであり、実際の焼なましにおけ

る温度に相当する。T = 0 とした場合、ΔE < 0 となる場合しか解が採用されない。この

場合、解は極めて速く局所極小に収束することになる。T について有限の値を与えれば

ある確率で局所極小の谷から抜け出すことができる。従って、ある大きさの T から次第

に小さくしていくことで解が局所極小に落ちることを避け、さらに T が十分に小さくな

ればその時点での近傍の極小に確実に近づけていくことができる。このようにして大域

的極小に解を近づけていくのが焼きなまし法の最大の特徴である。GASBOR において

はランダムに配置されたダミー残基鎖を初期解とし、ここからランダムにダミー残基を

1 つずつ移し替えていくことで新たな解を生成していく(図 2.13)。1 度の操作では全体

の構造は大きく変化しないため、解は十分に近傍同士にある。また、ダミー残基の移動

先となる座標は、先に述べた一次元鎖であるという条件を満たす座標に限定される。 
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図 2.13 GASBOR 概略図 

 

 

GASBOR の流れを簡単に説明すると次のようになる。 

①最大分子長により領域の設定された自由空間内に入力残基数だけダミー残基を鎖状

になるようランダムに配置する。（ダミー溶媒原子はダミー残基の位置に応じてその

都度位置が決定される） 

②焼きなまし法アルゴリズムに従い、モンテカルロ的にダミー残基モデルを操作し、タ

ーゲット関数を計算、モデルを更新していく。 

③パラメータ T が十分に小さくなり、かつ十分回数の計算がされている場合、最終的に

得られたモデルをターゲット関数の大域解と判断し出力する。 

実際に GASBOR で得られる蛋白質推定形状モデルが図 2.14 である。このように、ダミ

ー残基集団の成す包絡面によって蛋白質形状を表現する。 

次に GASBOR におけるターゲット関数について説明する。ターゲット関数は得られ

たモデルを逆空間、実空間双方の視点から評価するものであり、 

   rPrE


 
2                            (2.27) 

で与えられる。 2
 が逆空間に関する項、  rP


が実空間に関する項である。また αはタ

ーゲット関数への寄与が第一項と第二項で同程度となるようにするための重みである。

第一項はモデルから得られた散乱プロファイル  SI
DR と実験による散乱プロファイル

 SI
exp との一致性を評価する項である。溶液散乱プロファイルには蛋白質だけでなく

水和殻による散乱も含まれているため、水和殻による散乱も計算しなければならない。

その為、G A S B O R 計算においてはダミー残基鎖の周囲にダミー溶媒原子  
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図 2.14 卵白リゾチーム結晶構造(Diamond, 1974; PDB ID: 6LYZ; マゼ

ンタのリボンモデル)と卵白リゾチーム SAXS プロファイルから

GASBORによって計算された分子形状モデル(シアンのボールモデル)。

ダミー残基の配置により蛋白質形状を表現している。ただし、ダミー

残基の配置は実際のアミノ酸残基配置を表現するわけではない。

GASBORモデルは開発者である Svergunらが配布するデータ解析例よ

り取得。 

 

 

(Dummy Solvent Atom: DSA) を配置して、水和殻による散乱強度への寄与を考慮する。

以上からモデルによる散乱プロファイル  sI
DR は Debye の式を用いて次のように与え

られる。 

ij

ij
MN

i

j

MN

j

i
sr

sr
sgsgsI

sin
)()()(

1 1

DR  








                   (2.28) 

ここで、 N はダミー残基数、M はダミー溶媒原子数である。  sg
i

はモデルの球体 1

つ 1 つの構造因子であり、次のように与えられる。 











DSAafor
4

DRafor)(

)(
b

2




r
M

r

sf

sg
ii                  (2.29) 

ダミー残基について、  sf はアミノ酸残基の構造因子を角度平均し、全残基について

平均化した構造因子である。ダミー溶媒原子について、 r は水和殻の厚み、
b

 は水

和溶媒分子のコントラスト電子密度である。従ってダミー溶媒原子の構造因子は水和殻

の総電子数をダミー溶媒原子数で割ったものとなっている。ダミー溶媒原子はダミー残

基とはやや扱いが違い、一様電子密度を持つ水和殻についてのサンプリング点として扱
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っている。  sI
DR によってターゲット関数の逆空間項

2
 は次のように定義される。 

2

1

expDR2

)(

)()()(

1

1

 












 




n

j j

jj

s

scIsIsc

n 
                   (2.30) 

ここで、  
j

s は実験データの偏差である。  sc は  sI
DR を以下のように補正する

関数である。  sI
DR と  sI

exp のフィッティングは、小角領域でしかよく一致しない。

これは、残基を球体として扱うことに起因する。そのため、これを高角側まで一致する

ように補正する関数  sc をかけてフィッティングを行う。 c はスケール因子であり、

次のように定義される。 

   

 

 

  


























 



n

j j

j
n

j j

jj

s

sI

s

sIsI
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2
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DR

1

2

DRexp


                (2.31) 

 第二項では、モデルが蛋白質の取りうる構造を満足しうるかを評価する。この関数は

エラー関数と呼ばれ、正確には次のように定義される。 

         2
0DR

,0max)()()( rrrGRNRNRWrP
c

k

kkk
 


    (2.32) 

第一項は蛋白質の平均的残基分布による制限項である。ダミー残基モデルが図 2.15の

ように分布しているとする。ある残基 k を中心として、厚さ 0.1 nm の球殻層を考え、

距離 k
R における球殻内の残基分布数を  

k
RN とする。これを複数の蛋白質の全残基

について計算し、平均をとったのが平均残基分布関数  
k

RN である。蛋白質の各残基

に対する残基分布は平均的にこの関数の形に従うと考えられる。各残基における

 
k

RN からのずれをエラーとして、モデルがこの残基分布に従っているかを評価す

るのが第一項である。蛋白質の構造は近距離秩序が支配的であるため、遠距離では偏差

が大きくなる。その為、偏差に反比例する重み  
k

RW をかけることで近距離での残差

分布をより厳密に評価するようになっている。第二項はダミー残基の充填制限項である。

この項によって蛋白質が一次元鎖の集合である条件、サブユニット同士が結合していな

い条件が満たされる。第三項は蛋白質重心による制限項である。GASBOR は入力され

た分子最大長 max
D に従って、半径 max

2.1 D の球内にダミー残基を配置していく。この

項はこの時蛋白質の重心 c
r

が球の中心からドリフトしないように制限する項である。 

GASBOR は計算に際して①散乱プロファイル、②最大分子長、③残基数の入力を必

要とする。①、②については 2.3.2 節 で触れた距離分布関数計算ソフトウェア GNOM

の出力ファイルに含まれるため、実際にはこの出力ファイルと残基数が実際に必要な入 
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図 2.15 ダミー残基モデルにおける残基分布 

 

 

力となる。残基数についてはシーケンスによる配列解析で正確な値を知ることが可能で

ある。しかし、散乱プロファイルは水和殻を含めたコントラストによる散乱強度の配向 

平均であり、表面付近の細かい構造についての情報は失われている。その為、入力残基

数は実際の値よりも多少低い値が妥当となる。どの程度の残基数が妥当であるかは厳密

にはわからないため、実際の計算においては残基数を変えた複数のモデルを計算し、実

験の散乱プロファイルと最もよく一致するものを妥当なモデルとして採用する。 
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3 章 多変量解析を用いた蛋白質形状推定の高度化 

 1.4.1 節で述べたように SAXS における分子形状推定は不確かさを伴うものであ

る。本研究では、この不確かさを解決するべく多変量解析を用いた分子形状モデ

ルの分類法を開発した [Oide et al., 2018]。本章では、提案手法の詳細を説明した

後、実験データへの適用結果及び既存の分類手法との比較結果について述べる。 

 

3.1 蛋白質形状推定における多変量解析の導入 

 1.4.1 節にて述べたように GASBOR を用いた蛋白質形状推定においては「推定形

状が一意に決定できない」という問題が存在する。この問題を実際に示したのが

図 3.1 であり、17 Å 分解能の SAXS プロファイルに対して複数回の GASBOR 計算

を行った結果を示している。提示した問題が生じていなければ、一群の分子形状

モデルの不確かさは図 3.1b のスケールバー(20 Å)よりも細かい構造に制限される

はずである。しかしながら、これらのモデルは慨形からして大きく異なっている。

この不確かさは「試料形状について配向平均された散乱プロファイルが得られる」

という測定原理そのものに起因しており [Petoukhov & Svergun, 2015]、実験データ

のシグナルノイズ比や散乱プロファイルのサンプリング間隔、測定される回折角

の範囲に関係なく生じる。例えば最大分子長 150 Å、残基数 500 の蛋白質について

測定する場合、サンプリング定理より最低限必要な散乱プロファイルのサンプリ

ング間隔は  1502/1   Å-1 = 3
103.3


  Å-1となる。これ以上細かいサンプリングは

情報を増やさない冗長なものである。一方、GASBOR モデルがダミー残基の配置

であることを考えると回折角は 4 Å 分解能、即ち 0.25 Å-1程度までが必要な情報を

持つ範囲であろう。この時変数量はおよそ 76 となるが、形状モデルの変数量は

500×3=1500 であるため、必要な変数量の 5 %程度にしかならない。従って、SAXS

プロファイルからの形状推定は非適切問題となり不確かさが伴ってしまう。この

ように、本章で扱う問題は測定系の工夫や装置性能の改善といった実験面でのア

プローチでなく、解析の高度化によって扱うべき問題である。 

 これに対して、本研究では多数の GASBOR モデルから推定形状の傾向を分布と

して抽出・分類（クラスタリング）し、そこから尤もらしい形状を推定するとい

う形状推定スキームを提案する(図 3.2)。まず各分子形状モデルが互いによく重な

るように並進・回転操作による重ね合わせを行い、各モデルを三次元のボクセル

に格納することでダミー残基の三次元密度に変換する。このように処理すること 
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図 3.1 (a) 蛋白質 Protein Disulfide Isomerase の SAXSプロファイル。

赤色の点が実験データ、青色の曲線が GASBOR 計算から得られ

た推定形状モデルのプロファイルである。両者は 06.0S Å-1、即

ち 17 Å 分解能までよく一致している。(b)複数回の GASBOR 計算

によって得られた蛋白質推定形状モデル。スケールバーは全モデ

ルで共通である。 

 

 

で、ある 1 つの分子形状モデルは各ボクセルの値によって張られる超多次元空間

上の一点として表現される。多数の分子形状モデルが多次元空間上に形成する分

布を主成分分析(Principal Component Analysis: PCA)で可視化し、似た形状毎に分

類・平均化をすることでごく少数個の形状候補に削減する。提案手法はあくまで

「形状の不確かさを分布として可視化することで形状推定の見通しをよくするこ

と」が目的であり、提案手法が尤もらしい形状を抽出することはない。そのため、

別の実験データや事前情報との組み合わせは必須である。次節以降で提案スキー

ムの詳細を説明する。 

 

3.2 モデルの重ね合わせ 

 重ね合わせのアルゴリズムは 2001 年に開発されたソフトウェア SUPCOMB 

[Kozin & Svergun, 2001]で使用されたアルゴリズムを基に作成した。SUPCOMB は 
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図 3.2 多変量解析による蛋白質形状推定スキーム 

 

 

SAXS で得られる低分解能の形状モデルと X 線結晶構造解析などで得られる具体

的な原子構造モデルとを重ね合わせることを目的としたソフトウェアである。重

ね合わせのアルゴリズムを実装するにあたっては、重ね合わせたモデルの一致度

を定義する必要がある。ここでは、具体的な重ね合わせの方法についてだけでな

く、このモデル一致度の定義についても説明する。 

 

3.2.1 慣性主軸を用いたモデル重ね合わせ 

 重ね合わせはモデルへの並進・回転操作によるが、参照モデルに対してモデル

を逐一並進・回転させて最も一致度の高い相対位置・配向を探索する方法は計算

量の観点から非現実的である。また、この方法では参照モデルに対して最も重な

るように相対位置・配向が決定されるため、一致度が参照モデルに依存する、と

いう問題が生じる。これらの問題を回避するため、慣性主軸による重ね合わせを

導入する。N 個のダミー残基から成るモデルに対し、i 番目のダミー残基の座標を
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とすると、慣性テンソル I が次のように定義できる。 
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            (3.2) 

ただし、モデルの重心（慣性中心）を原点に置いた。慣性テンソルは質点系の質

量の分散を定義するテンソル量であるが、2 回対称テンソルであるため対角化可能

である。対角化によって得られる固有値を主慣性モーメント、固有ベクトル軸を

慣性主軸と呼ぶ。慣性主軸は質点系についてその分散を表現するように選ばれた

直交基底であるため、2 つのモデルについて各主成分軸の単位固有ベクトル同士が

重なるように並進・回転操作を行えば、最小限の計算量で尤もらしい重ね合わせ

が可能となる(図 3.3)。加えて、慣性主軸は他のモデルとは独立に決定されるため、

参照モデルに依存した重ね合わせを防ぐことができる。 

 

 
 

図 3.3 慣性主軸によるモデル重ね合わせの模式図。簡単のために

2 次元での図となっている。赤色、青色のベクトルはそれぞれの

モデルでの慣性主軸の固有ベクトルであり、青色の軸は赤色の軸

よりも主慣性モーメントの値が小さい。また、各モデルの固有ベ

クトルの原点はそのモデルの重心に置かれている。 
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3.2.2 モデル一致度の評価 

 前節で説明した方法では慣性主軸の単位固有ベクトルによって重ね合わせ方が

一意に決まるように見える。しかし、実際には慣性テンソルの対角化において単 

位固有ベクトルの符号に任意性があるため、各軸での単位固有ベクトルの方向に

ついて 23=8 通りの組み合わせが存在する。3 次元座標軸での固有ベクトルの取り

方には右手系と左手系が存在し、これらは互いに重なり合わないため、結局固有

ベクトルの取り方についての任意性は左手系を除外することで 4 通りとなる。た

だし、単位固有ベクトルの組み合わせを考えるのは参照モデルに対して重ね合わ

されるモデルについてだけであり、参照モデルの単位固有ベクトルは 1 通りに固

定される。また、2.3.5 節で触れた通り、GASBOR によって推定される形状には鏡

像の任意性が存在するため、モデルの鏡像についても一致度を評価する必要があ

る。従って、計 8 通りの重ね合わせパターンについてそれぞれの場合のモデル一

致度を評価し、参照モデルに対して最も一致度の高い配向を決定しなければなら

ない。以上の理由から、モデル一致度の指標を定義する。 

 GASBOR モデルはダミー残基を要素とした集合と見なせるため、モデル一致度

は集合間の距離によって定義できる。数学の分野では集合間の距離として

Hasudorff 距離 h が用いられる [Huttenlocher et al., 1993]。これは、モデル
1

M , 
2

M

及び各モデルに属するダミー残基 11
Mm  、 22

Mm  に対して 

 
2121 2211

minmax, mmMMh
MmMm


               (3.2) 

として定義され、直感的には「モデル 1
M に属する任意のダミー残基が、モデル 2

M

に属するいずれかのダミー残基へ到達するために必要なユークリッド距離」と理

解される(図 3.4)。この値が小さいほど 2 つのモデルは重なりが大きく、従って一

致度が高いと言える。しかしながら、定義そのものの非対称性（  
21

, MMh と

 
12

, MMh が必ずしも一致しない）などからモデル一致度の指標とするには不適

切であるため、本研究では SUPCOMB でモデル一致度の評価に用いられる

Normalized Spatial Discrepancy (NSD)という指標を用いる。NSD は Hausdorff 距離を

基本としており、次のようなモデルに依存した関数  で定義される。 
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図 3.4 Hausdorff 距離の概念図。2 次元 yx  座標中のデータ点集

合
1

S に属する全ての点について、その点を中心にとった半径

 
21

, SSh の円の中に、
2

S に属する点が少なくとも 1 点存在するこ

とがわかる。注意点として、  
21

, SSh と  
12

, SSh は必ずしも一致

しない。これは、例えば
1

S が
2

S の部分集合である場合を考えれば

明らかである。 

 

 

ここで、N はダミー残基数、d は各モデルのダミー残基間距離である。モデル 1
M , 

2
M それぞれを基準とした Hausdorff 距離を計算することでモデル一致度の指標と

しての信頼性を向上させているのが NSD の特徴である。この指標を用いて、8 通

りの重ね合わせから最も参照モデルと一致度の高いモデルを決定する。 

 

3.3 モデルのボクセルへの格納 

 主成分分析を用いてモデル形状を分類するためには、モデル形状の分散を記述

できる多次元空間でモデルを取り扱わなければならない。ここでは、そのような

多次元空間としてボクセルにより定義される空間を用いる。 

 まず、モデル形状を多次元空間で表現するため、得られた全ての GASBOR モデ

ルを格納できる大きさを持つ箱を用意し、 J 個のボクセルに分割する。一つの

GASBOR モデル 1
M をこの箱に格納した場合、各ボクセルに幾つのダミー残基が所

属するかによって、このモデルを表現できるであろう(図 3.5)。今、各ボクセルの

値によって定義される J 次元空間を考えれば、モデルはこの空間内の一点で表さ 
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図 3.5 GASBOR モデルのボクセルへの格納。1 個の GASBOR モ

デルは各ボクセルに格納された値によって規定され、 J 次元空間

上の 1 点で表現することが可能となる。その他の GASBOR モデ

ルについても同様の操作を行うことで、形状の違いによる多次元

空間上での分布が作られる。 

 

 

れる。同様に、別のモデル 2
M についても箱への格納を行えば、 1

M との形状の差

異がダミー残基の所属するボクセルに反映され、 J 次元空間上で 1
M とは異なる一
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点として表現される。このようにして得られた J 次元空間上での多数のモデル点

の分布に対して主成分分析を行えば、モデル形状分布の可視化と形状分類が可能

となるであろう。 

 モデルをボクセルへ格納するには、ボクセルサイズを最適化しなければならな

い。ボックスの大きさが一定であれば、ボクセルサイズとボクセル数 J は反比例

関係にある。 J はモデル形状空間の次元でもあるため、ボクセルサイズの値に応

じてモデル形状空間の次元数が変化する。一般に、データ点間の距離をそのデー

タ点同士の類似度として捉える場合、データ点空間の次元の増加は類似度の低下

を招く(図 3.6)。逆に、次元の過度な削減はデータ点間の差異を曖昧にする。従っ

て、モデル形状の分類に適したボクセルサイズを見積もる必要が生じる。 

 直観的な定義になるが、適切なボクセルサイズを「1 つのボクセルに 1~2 個のダ

ミー残基が格納されるサイズ」と定義する。これより小さいボクセルサイズでは  

 

 
 

図 3.6 次元とデータ点類似度の相関。(a)から(b)へ次元を増加さ

せると、図の青丸のように赤丸との距離が大きくなり類似度が低

下する。この類似度の低下は次元の増加に伴って急速に甚だしく

なる。このような空間の多次元性に起因する問題一般を「次元の

呪い」と呼び後述するクラスタリングにおいても生じる問題であ

る。また、逆に次元を削減する場合には赤丸と緑丸の類似度が不

自然に増加する、ということが起こる。次元の増減に伴い生じる

問題は相補的なものであるため、データ点の分類においては適切

な次元を見極める必要がある。 
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GASBOR モデル形状内のボクセルに格納されるダミー残基の疎密による内部構造

が生じ、類似度の低下を招くと考えられるからである。これを式で表せば、

GASBOR モデルの体積をV 、ダミー残基数を N とすると、ボクセル一辺の長さ L

について 

N

V
L 

3

 

なる関係が成り立つため、GASBOR モデルの体積がわかれば適切なボクセルサイ

ズを決定できる。GASBOR モデルの体積はモデル形状ファイル内で確認をするこ

とができる。例えば 450 残基で計算をした場合V は 4
1065.7  Å3であり、ダミー残

基 1 個当たりの占有体積は170  Å3となる。実空間拘束条件により GASBOR モデル

の残基密度はあらゆる場合に一定であるため、ダミー残基 1 個当たりの占有体積

はこの値で固定されたパラメータとして考えてよい。実際、ダミー残基数を変更

してGASBOR計算を行っても 1個当たりの占有体積は変わらず170  Å3であった。

従って、ボクセル一辺の長さは普遍的に 5.51703  と定義できるが、ボクセルとし

ての扱いの容易さを考慮して適切な長さを 6 Å と決定する。本節の最初に触れた

適切なボクセルサイズの定義より、ここで決定されたボクセルサイズは適切なボ

クセルサイズの下限である。そのため、ボクセル格納後にローパスフィルター処

理を施すことで意図しない類似度の低下を防いでいる。 

 

3.4 主成分分析の基本原理 [Frank, 2006] 

 今、J 個の独立な変数 x j( j = 1, 2, …, J )によって構成される N 個の従属変数
n

x


=

 Nnxxx
J

nnn
,,2,1;,,,

21   を考える。これは J 次元空間中に分布する N 個のデータ

点として解釈される(図 3.7a)。 1J である場合、このデータ点の分布を直接可視

化することは不可能である。そのため、主成分分析を用いてデータ点分布の傾向

を抽出する。主成分分析とは「多次元空間中に分布するデータ点の集団について、

データ点の分散を表現するような直交基底を張り直す操作」である。この定義に

基づいて主成分分析の原理を説明する。 

まず、データ点の分布を 1 次元の分布で表すことを考える。そのためには、デ

ータ点の分散をなるべく表現できる方向にデータ点集団を射影させるのが望まし

い。これは、
n

x

を J 次元ベクトル  J

nnnn
xxxx ,,,

21 


 と捉えた場合に 
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図 3.7 J 次元空間上に分布するデータ点(a)とその分散を表現する

方向への射影(b)。このようにして直交基底を選び直すのが主成分

分析である。 
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を最大にするような J 次元単位ベクトル 1
u

を求めることに等しい(図 3.2 b)。式(3.4)

の X は 
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と定義される行列である。また、T は転置を意味する記号である。次に、データ

点集団の 1
u

と直交する成分について、最も分散を表現できる J 次元単位列ベクト

ル 2
u

を求める。この時 2

u

は 

      0,
21

12

2T2

1

22




uuuuux
N

n

n


XX         (3.6) 

なる条件を満たす。このようにして 





,,,,,
321 j

uuuu を求めていくと、これらは 

j

j

jJ
uu


 XXD
T

                       (3.7) 

を満たす正規直交基底となっている。従って、主成分分析とは JJ  行列 J
D の対

角化に他ならない。  n
x


の j
u

方向への射影を第 j 主成分と呼ぶ。固有値の大きい
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順、即ち 1
u

から順に少数個の主成分、多くの場合二、三個の主成分のみで  n

x


の

分布を近似的に再現することで J 次元空間中での分布の傾向を抽出できる。ここ

までの議論では  j
u

について原点の取り方に任意性が存在するため、原点としてデ

ータ点集団  n
x


の重心 
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       (3.8) 

を選ぶ。行列 X について、重心が原点となるよう並進操作を行うことで行列 J
D は 

   XXXXXXD 
TTJ

                   (3.9) 

と再定義できる。この時 J
D の i 行 i 列における行列要素 i

i
d


は 

  





N

n

ii

n

ii

n

i

i
xxxxd

1

                    (3.10) 

となり、 J 個の独立変数についての分散あるいは共分散である。そのため、 J
D は

分散共分散行列と呼ばれる。結局、主成分分析とは分散共分散行列 J
D の対角化に

よって得られる直交基底への射影により、多次元空間での分布を低次元に落とし

込む処理である。 J 次元空間全体での  n
x


の分散は J
D の跡(トレース)として保存

されているため、主成分分析によって J 次元空間中での分布の情報に欠損は生じ

ない、ということを付け加えておく。分散共分散行列はまた、 

  TN
XXXXD                       (3.11) 

として N × N 行列で定義することもできる。式(3.9)と式(3.11)で得られる固有値に

違いはないが、一般に行列の対角化では行列の次元の 3 乗に比例して計算量が増

加する。本研究では、 N はおよそ数百程度になる一方で、 J は試料蛋白質のサイ

ズにもよるが数千～数万に及ぶ。その為、本研究では分散共分散行列を
N

D として

定義する。ただし、対角化によって得られる固有値  qi
i

,,2,1  は N
D , 

J
D で共

通だが、固有ベクトルは N
D , 

J
D の次元が異なるため、 
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となる。 J 次元空間の低次元への射影に必要であるのは J
D の固有ベクトル

i
u

なの

で、以下の遷移公式を用いることで N
D の固有ベクトル v


から u


を求める。 
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ただし、 
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である。ここから固有値の大きい数個の固有ベクトルを抽出して次元削減を行う。

最適な削減後の次元数を検討するため、ある 1 つの GASBOR モデルについて 1~3

次までのモデル近似で比較したところ、2 次のモデル近似でおおよその概形を再現

でき、3次のモデル近似は 2次のモデル近似に比べて有意な違いが表れなかった(図 

3.8)。そのため、本研究では J 次元空間を 2 次元まで削減する。 

 
 

図 3.8 2 個の GASBOR モデルについて次数を変えて形状近似を行

った結果。1 次近似と 2 次近似では 2 次近似がより良く形状を再

現するが、3次近似は 2次近似と比較して有意な差が見られない。 
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3.5 K 平均法によるクラスタリングと平均化処理 

 主成分分析によって得られた 2 次元でのモデル形状分布について、クラスタリ

ングにより形状を分類し、各クラスタで平均形状を作ることでモデル形状の分布

を可視化する。クラスタリングには 1957 年に Steinhaus によって考案された K 平

均法と呼ばれるアルゴリズムを用いる[Steinhaus, 1957]。K 平均法は直観的には以

下のようにクラスタリングを行う[児玉渉、2011](図 3.9)。 

①ランダムな初期位置に重心をセットする。 

②各データ点を最近接重心のクラスタに所属させる。 

③クラスタごとにデータ点の重心を計算し、重心位置を更新する。 

④新たな重心について再度クラスタリングを行う。 

上の処理を各重心の位置が収束するまで繰り返す。重心位置の収束は以下のよう

に定義される値T の収束度によって判断する。 

  
 


K

j jx

jn

n

cxdT
1 cluster

,                       (3.16) 

 

 

図 3.9 K 平均法によるクラスタリングのイメージ。③、④の操作

を重心が収束するまで繰り返し行う。本研究では、式(3.16)で定義

されるT について、その変化量が 0.1%を切った場合に重心位置が

収束したと判定している。 
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ただし、K がクラスタ数（重心数）、
n

x が 2 次元形状分布上でのモデル点位置、
j

c

がクラスタ j の重心、  
jn

cxd , が 2 点
jn

cx , 間のユークリッド距離である。K 平均法

では最終的な結果が初期重心位置に強く依存する。その為、本提案スキームでは

異なる初期重心でクラスタリングを 100 回行い、最もT が小さくなった結果を最

終的なクラスタリング結果として採用する。また、K 平均法ではクラスタ数を指

定する必要がある。本提案スキームでは、過不足なく分布の傾向を可視化できる

だろうと考えクラスタ数を 10 に設定した。 

それぞれのクラスタについてモデル形状の平均化処理を行うことで最終的なモ

デル形状の分布が可視化される。得られた 10 個の平均形状モデルを形状モデルの

候補とし、この 10 個の中から尤もらしい形状を推定する。以上が提案スキームの

一連の流れである。 

 

3.6 溶液中での形状既知蛋白質への本手法の適用 

 提案手法を Protein Disulfide Isomerase(PDI)及び phototropin 1 LOV1 ドメイン

(P1L1)の 2 種の蛋白質へ適用し、形状の分類が可能であるかどうかを確かめた。 

 

3.6.1 好熱カビ由来 PDI への適用 

 

3.6.1.1 PDI 分子形状推定の詳細 

PDI は蛋白質内ジスルフィド結合形成の触媒としての機能を持ち、新生蛋白質

の高次構造形成に関わる酵素である。酵母由来 PDI については結晶構造が解かれ

ており、a、b、b′、a′ の 4 つのドメインから成る J 字型の形状であることがわかっ

ている(図 3.10)。好熱菌由来 PDI は酵母由来 PDI とアミノ酸配列の相同性が高い

ため、提案スキームによる分類が成功すれば 4 つのドメインが確認できる平均形

状モデルが得られると考えられる。 

 本研究では 2010 年に測定された SAXS プロファイル [Nakasako et al., 2010] (図

3.11)を用いた。GASBOR 計算では分子最大長とダミー残基数をパラメータとして

与える必要があるため、まずこれらの値を決定した。分子最大長については距離

分布関数計算ソフトウェア GNOM によって 128 Å に決定した(図 3.11)。ダミー残

基数については 2.3.4 節末尾で述べたように、実際の残基数が最も実験の SAXS プ

ロファイルを再現するとは限らない。実験の SAXS プロファイルをよく再現する 
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図 3.10 酵母由来 PDI 結晶構造[Tian et al., 2006; PDB ID: 2B5E] 

 

 

 
 

図 3.11 好熱カビ由来 PDI SAXS プロファイル。 025.0S Å-1に見

られる散乱プロファイルの肩はドメイン由来のものである。グラ

フ右上の挿入は GNOM によって計算された PDI 距離分布関数。 
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最適なダミー残基数を決定するため、実際の残基数 483 残基に対して 400 残基～

500 残基まで 25 残基刻みでダミー残基数を変化させ、各ダミー残基数について 12

回の GASBOR 計算を行った。その結果、残基数ごとの 2
 の平均値には変化がない

ものの、450 残基、500 残基での計算結果では 2
 がより狭い範囲に収束する傾向に

あった(図 3.12)。SAXS においては平均化や溶媒とのコントラストにより散乱プロ

ファイルに寄与する残基が減少するため、実際の残基数よりも少ない 450 残基が

適切であると判断された。このダミー残基数について SAXS プロファイルより

GASBOR 計算を 576 回行い、得られた 576 個のモデルについて提案スキームを適

用した。 

 提案手法による解析と併せてプログラム AMBIMETER [Petoukhov & Svergun, 

2015]を用いて散乱プロファイルの不確かさを評価した。AMBIMETER は「入力さ

れた散乱プロファイルを与える形状がどの程度多く存在するか」を独自のスコア

(ambiguity score)によって評価するプログラムである。開発者らの主張によると、

スコアが 1.5 未満で「不確かさが少なく、経験的にはユニークな形状が約束される」、

1.5 以上 2.5 未満で「モデリングによって複数形状が出力され得る」、2.5 以上で「対

称性などの拘束を加えないと解析は難しい」とされている。 

 

 
 

図 3.13 2
 の残基数依存性。ダミー残基数を変えて GASBOR 計算

をした場合の 2
 の残基数依存性をプロットしたグラフ。483 残基

の PDI の場合、ダミー残基数 450、500 の場合に 2
 が比較的低い

値に収束する傾向にあった。 
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3.6.1.2 提案手法による PDI 解析結果 

 PDI SAXS プロファイルの ambiguity score は 2.45 であり、即ち PDI の形状推定

が経験的には困難であることが示唆された。GASBOR モデル形状は平均形状を中

心にほぼ均一な円盤状に分布しており(図 3.13)、ambiguity score による評価の通り

様々な形状が出力された。平均形状はこれを反映して多様な形状を取っているた

め、酵母由来 PDI 結晶構造モデルを重ね合わせることで各クラスの形状の尤もら

しさを評価した(図 3.14)。PDI の a′ ドメインは b′ ドメインとフレキシブルなルー

プによって結合しており、基準振動解析の結果から a′ ドメインに対して a、b、b′

の 3 ドメイン(a-b-b′ ドメイン)が剛体的に回転すると予測されている [Nakasako et 

al., 2010]。そのため、結晶構造の重ね合わせにおいては剛体的であると考えられ

る a-b-b′ ドメインの重なり具合を重視した。まず、全形状モデルを平均した場合、

b′ ドメインに対応する領域を欠損した不適切な形状が得られた。一方、各クラス

での平均形状を見ると、クラス I-V の 5 クラスにおいては a-b-b′ ドメインが平均 

 

 
 

図 3.13 第 1 主成分(First PC)、 第 2 主成分(Second PC)に射影され

た PDI モデル形状分布。 
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図 3.14 各クラスの平均形状と重ね合わせた PDI 結晶構造。各ク

ラス下部の数字は各クラスに重ね合わせた結晶構造から

CRYSOL によって計算されたプロファイルと実験データとの χ2

である。なお、All 及びクラス VII、X では χ2 の値が「-」となっ

ているが、これらのモデル平均形状は明らかにドメインの一部を

欠損している(All、クラス X)、あるいは余分な領域がある(クラス

VII)ために CRYSOL による計算を行っていない。 
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形状とよく一致した。また、これらの 5 クラスを比較すると a-b-b′ ドメインに対

する a′ ドメインの相対位置が異なっており、a′ ドメインの柔軟性を反映している

ものと考えられる。その他の 5 クラス(クラス VI-X)については a-b-b′ ドメインの

一致度が悪かった。実際、ソフトウェア CRYSOL [Svergun et al., 1995]によって各

クラスに重ね合わせた結晶構造モデルから SAXS プロファイルを計算し、実験デ

ータとの一致度を 2
 によって比較したところ、クラス I-V と比較してクラス VI-X

は 2
 が大きい傾向にあった(図 3.14)。以上の結果より、クラス I-V の形状が尤もら

しいと推定した。 

 

3.6.2 シロイヌナズナ由来 P1L1 への適用 

 

3.6.2.1 P1L1 分子形状推定の詳細 

 phototropin 1 は高等植物が有する青色光受容蛋白質であり、P1L1 は光受容・二

量体形成ドメインとして機能する。phototropin は本研究における解析対象の 1 つ

であるため、詳細は後の章で述べることにし、ここでは先行研究 [Nakasako et al., 

2008]で得られている P1L1 結晶構造を示すのみに留める(図 3.15)。P1L1 はサブユ

ニットとしても、二量体としても安定した構造をとっているが、結晶構造解析に

おいては N-末端 6 残基と C-末端 25 残基は電子密度が消失しており、これらの領

域は溶液中においてもフレキシブルであると考えられる [Nakasako et al., 2008]。 

 P1L1 SAXS プロファイル [Nakasako et al., 2004] (図 3.16)に対して、PDI と同様

のプロセスによって分子最大長 100 Å、ダミー残基数 110(二量体全体で 220 残基)

に決定した。決定されたパラメータに C2 対称性による拘束条件を加え、576 回の

GASBOR 計算と提案手法による解析を行った。また、AMBIMETER による

ambiguity score の評価も PDI と同様に行った。 

 

 
 

図 3.15 P1L1 結晶構造 
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図 3.16 P1L1 SAXS プロファイル。赤い曲線は結晶構造から

CRYSOL によって計算されたプロファイル。グラフ右上の挿入は

GNOM によって計算された距離分布関数。 

 

 

3.6.2.2 提案手法による P1L1 解析結果 

 P1L1 SAXS プロファイルの ambiguity score は 0.00 であり、不確かさのない極め

てユニークなプロファイルであると評価された。GASBOR モデル形状はクラス

I-III 付近を中心に分布しており、PDI の等方的かつ均一な分布とは異なる特徴を見

せた (図 3.17)。また、各クラスの平均形状を比較すると平滑な楕円体型の I-VII

と両端に突起が生えた形状の VIII-X の 2 種類の形状に大別されたが、そのうち

I-VIII が全体の 80%以上を占めていた。PDI の多様な推定形状と比較して P1L1 推 

 

定形状はバリエーションに乏しく、これは散乱プロファイルの ambiguity score が

低いことと相関していると考えられる。また、各クラス平均形状に対して P1L1 結

晶構造を重ね合わせてみたところ、全てのクラスで平均形状の中心によく重ね合

わせることができた(図 3.18)。結晶構造を重ね合わせても平均形状の両端に空白が

生じたが、この空白は結晶構造解析で電子密度が現れなかった N-、C-末端と考え

られる。実際、N・C-末端を欠いた結晶構造から CRYSOL によって計算された SAXS  
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図 3.17 第 1, 第 2 主成分に射影された P1L1 モデル形状分布 

 

 

 
 

図 3.18 各クラスの平均形状と重ね合わせた P1L1 結晶構造。 
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プロファイルは実験データとは大きく異なるものであった。しかしながら、結晶

構造にも現れなかった点を考慮すると N・C-末端領域は溶液中においても極めて

揺らぎの大きい状態にあると考えられる。従って、クラス VIII-X のように空白領

域が局在した形状は過剰に高分解能である可能性が高い。この点に加え、ambiguity 

score が低い中で 8 割以上が同様の形状に収束したことを考慮し、クラス I-VII の

構造が尤もらしいと推定した。 

 

3.7 提案手法と既存手法との比較 

 3.6 節では数百個のモデルを提案手法によって分類することで蛋白質形状推定

が可能であることを示した。本節では先行研究で提案されている手法との比較を

通して提案手法の有用性を評価する。提案手法の特徴は①分類手法、②扱うモデ

ル数の二点である。そのため、この二点に着目して比較していく。比較対象であ

る既存手法には DAMCLUST を用いた [Petoukhov et al., 2012]。DAMCLUST は現

在までに提案されている手法の中では最も洗練された形状分類手法であり、階層

的クラスタリングに基づいて NSDが小さいモデル同士を同じクラスと見なして同

一クラスに統合していく手法である。クラス数を指定する必要がなく、大抵の場

合 10 クラス未満に収束する。分子形状モデルは 3.6.1 節で解析した PDI のモデル

を使用した。PDI は SAXS プロファイルの ambiguity score が大きく、空間対称性も

有さない形状推定が困難な試料であるが、提案手法では尤もらしく形状分類がで

きた。そのため、このような試料に対して DAMCLUST がどの程度尤もらしく分

類できるかによって提案手法の性能を測る。 

 まず、576 個の分子形状モデルから無作為に 20 個抽出したグループを 3 グルー

プ作り(Group 1-3)、それぞれのグループについて DAMCLUST を適用した。20 個

というモデル数は DAMCLUST が想定しているモデル数の上限である。20 個以上

のモデルを処理することもできるが、その場合計算時間が非線形に増加する。図

3.19a は Group1-3 それぞれの分類結果であり、緑色が尤もらしい形状、青色が不適

切な形状である。これを見ると、20 個のモデルは 5-4 クラスにしか分類されなか

った。また、全モデルの 7 割以上が不適切な形状としてクラスタリングされ、残

りのモデルも PDI の多様な形状の推定には不十分であった。この点の改善と推定

形状の統計的有意性の保証には数百個のモデルを扱う提案手法が有効だと示唆さ

れた。 
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図 3.19 DAMCLUST によるモデル分類結果(次ページに続く) 
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(図 3.19 続き) (a)は 576 個のモデルからランダムに 20 個を選択し

た 3 グループ、(b)はランダムに 100 個を選択したグループ、(c)

は図 3.13 の 10 クラスから各クラスの重心付近で 2 個ずつ選択し

たグループである。緑色が尤もらしい形状、青色が不適切な形状

である。各グループ上部には比較のために提案手法で推定された

PDI 分子形状モデルを載せている。各クラス下部の数字は左から

所属モデル数、クラス内部での平均 NSD である。 

 

 

 

 次に、多数のモデル処理において DAMCLUST が提案手法と同等の分類が可能

か評価するため、無作為に 100 個抽出したグループ(Group4)を作り、DAMCLUST

を適用した(図 3.19b)。Group4 では Group1-3 よりもより提案手法に近い分類結果

が得られると期待されたが、結果は Group1-3 と大差なく、さらに 9 割近くが 1 ク

ラスに分類されるという非常に偏った分類結果となった。これは DAMCLUST の

アルゴリズムそのものに起因する問題だと考えられる。また、計算時間について

も比較を付け加えておく。提案手法が 576 個のモデルの分類に要した計算時間は 1

時間程度であったが、DAMCLUST では 100 個のモデルの分類に 20 時間程度を要

した。従って提案手法と同程度のモデル数を DAMCLUST で扱うのは現実的でな

く、また、無理に扱ったとしても Group4 の分類結果を見る限り適切に分類するこ

とは不可能と思われる。 

 最後に、DAMCLUST がモデル形状を適切に分類できるかという観点での評価を

試みた。提案手法によって分類された 10 個のクラス(図 3.13)から各クラスの重心

付近のモデルを 2 個ずつ抽出し、計 20 個のモデルから成るグループ(Group5)を作

り DAMCLUST によって分類した(図 3.19c)。結果、Group5 は Group1-3 と異なり 7

クラスに分類された。この違いは形状の多様さが反映されるように恣意的なサン

プリングを行ったことに起因すると考えられる。しかしながら、分離の結果自体

は芳しくなく、ただ 1 つのクラスを除いて不適切な分類形状が得られた。 

 以上の結果から、提案手法は既存手法と比較して形状分類に優れており、特に

PDI のようなプロファイルの ambiguity が大きい試料については強力な形状推定手

法になりうると結論付けた。 
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3.8 議論 

 非経験的分子形状モデリングは蛋白質の溶液中での形状推定に極めて有用な手

法であるが、推定形状の不確かさをどう扱うかは長年の課題であった。2012 年に

提案された DAMCLUST が一応の解決策となったものの、ambiguity の顕著な SAXS

プロファイルから DAMCLUST によって適切な分子形状を推定することは依然と

して困難である。本研究では、数百個の分子形状モデルを扱うことで ambiguity の

大きい SAXS プロファイルに対しても尤もらしい形状推定が可能であることを示

した。本節では提案手法とその利用方法について議論する。 

 

3.8.1 提案手法の有用性 

 提案手法による分類方法は既存手法である DAMCLUST と比較しても十分に有

用な手法であり、特に計算速度の面で圧倒的に優れている。これは主にモデル重

ね合わせのアルゴリズムに由来すると考えられる。DAMCLUST では NSD に基づ

いてクラスタリングを行うため、入力モデルによる全てのペアについて SUPCOMB

による重ね合わせと NSD の計算を行う。従って、このプロセスでの計算量はモデ

ル数 N に対して明らかに O(N2)で増加する。一方提案手法では、ある一つのモデル

を参照として慣性主軸によって重ね合わせるため、計算量 O(N)の高速な処理を可

能にしている。 

 提案手法は分類性能においても DAMCLUST と遜色のない結果を示し、特に

ambiguity の大きい PDI SAXS プロファイルについても適切な形状分類が可能であ

った。しかしながら、PCA によってモデル形状の分布を得るには少なくとも百個

以上のモデルを扱う必要があり、P1L1 のような ambiguity のない試料について提

案手法を適用するのはやや非効率的である。従って、ambiguity score を指標とした

分類手法の使い分けが望ましい。3.6 節の結果から、推定形状の多様性は SAXS プ

ロファイルの ambiguity score と明らかに相関している。そのため、形状分類手法

の使い分けとしてプロファイルの ambiguity score を基準とすれば効率の良い形状

推定が可能になると考えられる。例えば、P1L1 のように ambiguity score が小さい

試料については 20 個程度のモデルを用意し DAMCLUST によって分類をするのが

効果的だと思われる。DAMCLUST は 20 個程度のモデルならば提案手法よりも計

算時間が短く、さらにユーザーによるパラメータ入力を必要としないため極めて

簡便に推定が可能である。一方、PDI のような ambiguity score が大きい試料につい
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ては提案手法を用いるのが最善である。3.7 節での比較から、PDI は数百個レベル

で処理しなければその多様な形状を推定することができない。また、数百個のモ

デルを扱う場合、提案手法は分類性能、計算時間の両面で DAMCLUST と比較し

て圧倒的に性能が良い。以上の点から、ambiguity score を基準として、提案手法と

既存手法それぞれを相補的に用いていくのが効果的であると考えられる。 

 

3.8.2 提案手法の改善可能性 

 最後に、提案手法の改善可能性について触れておく。まずモデルの重ね合わせ

についてだが、現在の手法では一つのモデルに対してのみ重ね合わせを行うため

分類結果は参照モデルに依存する。これについては 2-3 個のモデルを参照構造とし

て重ね合わせ、その平均を利用するなどの処理で改善されると考えられる。また、

提案手法では次元削減に PCA を用いた。PCA はデータ点が分布する多次元空間上

に直交基底を張り直す操作であるため、提案手法は多次元空間上の分布を二次元

平面に切り出す線形な次元削減をしていることになる。超空間上での分布が線形

な分布であるとは限らないため、非線形な次元削減手法 [Coifman et al., 2015; 

Bishop et al., 1998; Maaten & Hinton, 2008]を用いることでより適切な分類が可能に

なると期待される。 
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4 章 SAXS による植物蛋白質フォトトロピンの構造解析 

 前章で説明した蛋白質形状推定法を全体形状未知である蛋白質フォトトロピン

に対して適用し、構造解析を行った [Oide et al., 2016; Oide et al., 2018]。本章でそ

の詳細と結果を述べる。 

 

4.1 青色光受容蛋白質フォトトロピン 

 

4.1.1 植物の生理現象と光信号伝達 

 生物はその生命活動において光を様々な形で利用している。その中でも植物は

光合成による炭水化物の産生で知られているように、とりわけ強く光に依存した

生命活動を行っている。さらに、発芽や生長、花芽形成など、植物の生育に関わ

る重要な生理現象の多くは光信号を利用している[和田ら、2001]。これらの生理現

象は光信号の検知、分子間相互作用、細胞内信号伝達など非常に洗練されたメカ

ニズムによって制御されており、これら応答の初発過程を担っているのが光によ

る物理刺激(信号)を検知し、他の蛋白質へ伝達することで光信号を生体内化学信号

へと変換する光受容蛋白質である。 

本章で解析対象とするフォトトロピン(phototropin: phot)は光受容蛋白質の一種

であり、青色光のセンサーとして働く [Christie et al., 1998; Christie, 2007]。phot が

制御する生理現象は、光屈性[Sakai et al., 2001] (図 4.1)、葉緑体光定位運動 [Kagawa 

et al., 2001; Jarillo et al., 2001] (図 4.2)、気孔開口 [Kinoshita et al., 2001]など多岐に

わたる。1880 年に Darwin 親子によって初めて植物の光屈性が報告され、その後

100 年以上後にシロイヌナズナ突然変異体の解析から光屈性を制御する蛋白質が

同定され [Liscum et al., 1995; Haula et al., 1997]、光屈性(phototropism)にちなんでフ

ォトトロピンと名付けられた。葉緑体光定位運動は植物細胞内の葉緑体が青色光

照射に反応して移動する現象である。葉緑体の移動は細胞骨格を形成するアクチ

ンフィラメントの伸縮によるものであること、F-アクチン結合蛋白質である

THRUMIN 1 が phot との相互作用特性を持っており、phot の青色光受容に伴って

THRUMIN 1 が活性化することなどが現在までに明らかにされている [Kong & 

Wada, 2011]。 

気孔開口は phot が関わる現象の中で生化学的信号伝達経路の解明が最も進んで

いる現象であり、phot の青色光受容が最終的に孔辺細胞中に存在する膜蛋白質 



56 

 

 
 

図 4.1 カイワレダイコンの光屈性。青色光照射前の画像(左)と向

かって右側から青色光を 3 日間照射した後の画像(右)である。 

 

 

 
 

図 4.2 一個の植物細胞について葉緑体光定位運動を観察した光学

顕微鏡画像(a)とその断面図(b)。暗条件下では細胞底部に貼りつい

ているが(左図)、青色光を照射されると効率的に光合成を行える

よう細胞上部に集まる(中央図)。これを集合運動と呼ぶ。ここか

ら青色光強度を上げると、集合反応とは対照的に青色光を避ける

ように細胞壁に貼りつく(右図)。これを逃避運動と呼ぶ。逃避運

動は過剰な強度の光により光合成を行う光化学系が損傷するこ

とを避けるための生理現象と考えられている。 
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P-type H+-ATPase の活性化を引き起こすことが明らかにされている  [Kinoshita & 

Shimazaki, 1999] (図 4.3)。さらに phot の青色光受容と H+-ATPase の活性化を繋ぐ信

号伝達には BLUS1 と呼ばれる蛋白質が介在し、phot と BLUS1 が直接相互作用を

することも判明しているが[Takemiya et al., 2013]、より詳細なメカニズム、例えば

phot と BLUS1 の原子分解能での相互作用メカニズムや H+-ATPase 活性化へと至る

分子間相互作用経路等の解明されていない。そのため、phot を起点とする青色光

応答のメカニズムは依然として未解明な部分が多い。 

シロイヌナズナを含むほぼ全ての高等植物はアミノ酸配列の異なる 2 種類の

phot(phot1, phot2)を有している[Christie, 2007]。これら 2 つは同一の機能を有して

いるものの、青色光強度に対する感度が異なっている。phot1 はあらゆる強度の青

色光に対して感受性を持つ一方で、phot2 は高強度の青色光下で機能する。そのた

め、葉緑体光定位運動の中でも強光に対して葉緑体が逃避する現象（逃避運動 ; 図

4.2）は phot2 が特異的に制御している[Kagawa et al., 2001]。 

 

 
 

図 4.3 気孔開口模式図。孔辺細胞中に存在する phot が青色光を受

容することで H+-ATPase が活性化されて細胞内のプロトンが細胞

外へ輸送される。プロトン輸送に伴う膜電位の過分極はカリウ

ム・チャネルを介したカリウムイオンの取り込み、次いで浸透圧

上昇による水の流入を招きこれによって孔辺細胞が膨張・変形す

る。phot の青色光受容から H+-ATPase の活性化までは複数の信号

伝達過程を経由していると考えられているが、BLUS1 以外の詳細

は不明である。 
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4.1.2 シロイヌナズナ phot のドメイン構造と機能 [Okajima, 2016] 

 本節以降特に断りのない限りシロイヌナズナ由来 phot についてのみ述べる。

phot1, phot2 はそれぞれ 996 残基、915 残基のアミノ酸から成り (図 4.4)、共に 2

つの LOV(Light-Oxygen-Voltage Sensing: LOV)ドメイン(LOV1, LOV2)と 1 つのセリ

ン・スレオニンキナーゼ(Serine/Threonine Kinase: STK)ドメインから構成されてい

る(図 4.5)。 

 

4.1.2.1 LOV ドメインの立体構造 

 LOV ドメインは、生体内信号伝達において分子間相互作用を担う一連の蛋白質

群 Per-Arnt- Sim(PAS)スーパーファミリーの一種であり、その中でも特に光、酸素、

電位の変化を検知するサブファミリーを構成する。また、phot1、phot2 の双方で

LOV1、LOV2 の結晶構造が明らかにされており [Nakasako et al., 2008; Christie et al., 

2012; Halavaty et al., 2013] (図 4.6)、 phot1 LOV1、phot2 LOV1、及び phot1 LOV2

は二量体を形成することが明らかにされている。図 4.6 に示す様に LOV ドメイン

は 5 本の反平行 β シートと数本の α へリックスで構成されたポケット状の構造

(α/β-scaffold)を有し、このポケット内部にフラビンモノヌクレオチド (flavin 

mononucleotide: FMN)を非共有結合的に格納している(図 4.7)。FMN の発色団であ

るイソアロキサジン環 π-電子系の固有状態間遷移エネルギーが青色光エネルギー

に対応するため、LOV ドメインは青色光受容ドメインとして機能する[Möglich et 

al., 2009; Möglich et al., 2010]。 

 

4.1.2.2 LOV ドメインの光反応 

 暗中での LOV ドメインは 450 nm に極大を持つ吸収スペクトルを示し、D450 と

呼ばれる状態にある[Christie et al., 1999]。FMN が青色光を吸収すると、ポケット

内部のシステイン残基と共有結合を形成し(cysteinyl adduct)、吸収スペクトルが

390 nm に極大を持つ形状に変化する[Salomon et al., 2000; Swartz et al., 2001] (図

4.8a)。この状態の LOV ドメインを S390 と呼ぶ。青色光受容による S390 への遷移は

青色光受容から数マイクロ秒以内に起きることが phot2 LOV2のフーリエ変換赤外

分光法(Fourier Transform Infrared Spectroscopy: FTIR)による測定から明らかにされ

ている[Pfeifer et al., 2009]。一方で、S390 は数十秒から数分の時間スケールでシス

テイン‐FMN 間の共有結合が切断され再び D450 へ戻る[Kasahara et al., 2002]。その 
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図 4.4 phot1（上段）、phot2（中段）、ハツカネズミ由来プロテイン

キナーゼ A（下段）のアミノ酸配列。類似した配列部分が重なる

ように並べており、着色された部分は類似性の高い領域である。

類似配列の重ね合わせはソフトウェア ClustalW [Thompson et al., 

1994; Chenna et al., 2003]によって計算し、ソフトウェア Jalview2 

[Waterhouse et al., 2009]にて表示した。アミノ酸の性質毎に着色さ

れる色が異なり、負電荷を帯びるアミノ酸はマゼンタ、正電荷を

帯びるアミノ酸は赤、疎水性アミノ酸は青～緑系の色で着色され

ている。配列を囲む四角形は phot1 を基準としたドメインを構成

する領域である(図 4.5 も参照)。 
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図 4.5 シロイヌナズナ由来 phot1(上)、phot2(下)の一次構造上の機

能ドメイン配置。長さは各ポリペプチド鎖を構成する残基数に対

応している。 

 

 

 
 

図 4.6 LOV ドメイン結晶構造(次ページに続く) 
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(図 4.6 続き) X 線結晶構造解析により得られた phot1 LOV1(PDB 

ID: 2Z6C)(a)、phot2 LOV1(PDB ID: 2Z6D)(b)、phot1 LOV2(PDB ID: 

4HHD)(c)、phot2 LOV2(PDB ID: 4EEP)(d)の結晶構造。LOV ドメ

イン内の緑色(炭素)、赤色(酸素)、青色(窒素)の球で表示された分

子が FMN である。また、LOV ドメイン骨格中の灰色の球は FMN

と共有結合を形成するシステイン残基である。図 4.6c にてマゼン

タで表示されたへリックスは Jα へリックスと呼ばれる

LOV2‐STK ドメイン間に存在するヘリックスである。右下のス

ケールバーは全構造モデルに共通である。 

 

 

 

 
 

図 4.7 フラビンモノヌクレオチド構造式。炭素原子と結合した水

素原子を省略して書かれている。図上部の 3 つのベンゼン環が連

なったような構造がイソアロキサジン環である。 

 

 

ため、LOV ドメインは青色光照射に対して可逆的な光反応サイクルを示す(図 4.8b)。

光反応の可逆性より、LOV ドメインは青色光照射によって D450 と S390 の光平衡状

態に到達するが、平衡定数は青色光の強度に依存するため十分な強度の青色光を

照射することで D450 の存在を無視できる程度まで S390 を蓄積させることが可能で

ある。 
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図 4.8 LOV ドメインの D450、S390 における吸収スペクトル(a)と光

応答サイクルの模式図(b)。図 4.9a は phot1 LOV2‐STK 断片の吸

収スペクトルであるが、LOV2 単独の吸収スペクトルとほぼ同一

であることが確認されている。図 4.9b において、各状態の上段画

像が FMN、LOV2 システイン残基の構造式、下段画像が対応する

カラスムギ由来 phot1LOV2 結晶構造の拡大図である(D450: 2V0U、

S390: 2V0W) [Halavaty & Moffat, 2007]。システイン基(C450)と

FMN の共有結合により LOV ポケット内部の水素結合環境が変化

しており、例えば FMN‐グルタミン基(Q513)の相対位置が変化し

ている。 
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4.1.2.3 STK ドメインの構造と機能 

STK ドメインは蛋白質のセリン、スレオニン残基のヒドロキシ基をリン酸化す

る酵素（キナーゼ）として機能する。構造未知であるものの、アミノ酸配列が動

物由来プロテインキナーゼ A(Protein Kinase A: PKA)に類似していることから、

PKA に類似した構造を有するものと考えられている。また、PKA と STK ドメイン

間のアミノ酸配列の相関性、相似性を利用した予測構造も得られている 

[Takayama et al., 2011] (図 4.9)。PKA は N 末端側と C 末端側で 2 つのサブドメイン

に分かれており、それぞれ N ローブ、C ローブと呼ばれる。2 つのローブの間隙(ク

レフト)に活性中心が存在し、リン酸基の供給源となるアデノシン三リン酸マグネ

シウム (Adenosine TriPhosphate Magnesium: Mg-ATP)を結合する ATP 結合サイトを

有している[Kornev et al., 2006]。一般に蛋白質がリン酸化されると、リン酸基の持

つ負電荷によって蛋白質の相互作用特性も変化することから(図 4.10)、STK ドメイ

ンはリン酸化による蛋白質間相互作用の制御、即ち蛋白質間での信号伝達のスイ

ッチを担っていると考えられている。 

STK ドメインには phot 自身をリン酸化する能力があること[Sakai et al., 2001; 

Christie et al., 1998; Christie et al., 2002]が知られている。また、STK ドメインには

activation loop と呼ばれるループ構造が存在し、phot1 では activation loop 中の 851

番セリン残基のリン酸化が機能発現に必要であることが in vivo で確認されている 

[Inoue et al., 2008]。これらの生化学的知見から、phot の STK ドメインが STK ドメ

イン自身をリン酸化(自己リン酸化)すると考えられている。しかしながら、STK ド

メインの自己リン酸化が分子内・分子間いずれの反応であるかは現在明らかにな

っていない。 

 

4.1.2.4 リンカー領域 

 phot は LOV、STK ドメインとは別に、LOV2 と STK ドメインを繋ぐ特別なリン

カー領域と呼ばれる領域を有している。リンカー領域のアミノ酸配列はドメイン

領域の配列と比較して構成アミノ酸の種類が少なく、同一アミノ酸が連続して並

ぶ頻度が高いという特徴があり、このような特徴を持つ配列は低複雑性配列と呼

ばれている[西川, 2009]。低複雑性配列領域は構造が「本質的に不規則(intrinsic 

disorder)」であるとされており、実際にリンカー領域は不規則領域である可能性が

高いことが配列解析から予測されている [Takayama et al., 2011]。不規則領域は X  
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図 4.9 STK ドメイン予測構造モデル(左)。この構造は配列の類似

した(図 4.4)ハツカネズミ由来 PKA結晶構造 [Akamine et al., 2003; 

PDB ID: 1J3H] (右)を参照構造として予測されたホモロジーモデ

ルである[Takayama et al., 2011]。2 つのドメインの間隙(クレフト)

に活性中心が存在し、クレフトにリン酸化の対象となるアミノ酸

残基と Mg‐ATP を挟み込むことで酵素としての役割を果たす。

PKA 結晶構造中に球で表示されている残基が Mg-ATP と相互作用

し、ATP 結合サイトとして機能するアミノ酸残基である。マゼン

タがアスパラギン酸、シアンがリジンである。STK ドメインにつ

いては 4.2.1 で述べる 720 番アスパラギン酸のみ表示している。 

 

 

図 4.10 蛋白質のリン酸化と信号伝達(次ページに続く) 
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(図 4.10 続き)リン酸化された残基は負電荷を帯びるため、正電荷

を持つ蛋白質と相互作用し複合体を形成する。この蛋白質複合体

が他の受容体蛋白質に結合するなどして信号が伝達されていく。

この他にもリン酸化は疎水性の残基を親水化させるため、蛋白質

の構造変化をも起こしうる。蛋白質のリン酸化は生体内信号伝達

において重要な役割を果たしうる化学反応である。 

 

 

 

線結晶構造解析において電子密度が観察されないことが多く、そのため多型的な

構造を持つか、あるいは定まった構造を持たないと考えられている。また、不規

則領域が蛋白質間相互作用において重要な役割を持ちうることが核磁気共鳴法

(Nuclear Magnetic Resonance: NMR)を用いた研究で明らかにされており[Wright & 

Dyson, 1999]、phot についてもリンカー領域が機能発現する上で重要な役割を担っ

ている可能性が高い。 

 

4.1.2.5 LOV ドメインの役割 

phot は 2 つの LOV ドメインを有しているが、機能・構造共に両者は大きく異な

る。シロイヌナズナの phot1 と phot2 について、暗中では LOV2 によって STK ド

メインの活性が抑制されており、青色光によって STK ドメインの活性が増加する

ということが分光測定とリン酸化活性測定から明らかにされている [Christie et al., 

2002]。この実験事実から、LOV2‐STK 断片が phot の機能発現に必要な最小単位

であると見なされている。一方、LOV1 は STK ドメインの活性制御に直接関わっ

てはおらず、むしろ phot の青色光センサーとしての感度を制御するドメインであ

ることが示唆されている [Christie et al., 2002; Cho et al., 2007]。また、phot1 LOV1、

phot2 LOV1共に結晶構造が二量体であることからシロイヌナズナ由来 photにおい

ては二量体サイトとしても機能していると考えられている。さらに、LOV1 と異な

り、LOV2 は C 末端に連なる両親媒性へリックスを有している。Jα へリックスと

呼ばれるこのヘリックスは、phot1 LOV2 結晶構造(図 4.6c)にてその存在を確認で

きる。phot2 LOV2 についても、結晶構造で Jαへリックスを有するカラスムギ由来

phot1 LOV2 との配列類似性より、ほぼ確実に Jα へリックスを有すると予測されて

いる [Takayama et al., 2011]。Jαへリックスはリンカー領域と同様に不規則領域と
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予測分類されており、周辺環境変化の影響を受けやすいと考えられている。 

 

4.1.3 先行研究から予測される機能発現メカニズム 

4.1.2 節で説明したように、暗中では phot のリン酸化活性は LOV2 によって抑制

されており、LOV2 の青色光受容がスイッチとなってリン酸化酵素として機能発現

する。この青色光受容による制御メカニズムについて、構造生物学的観点から様々

な研究がなされてきた。 

S390 ではシステイン残基との共有結合により LOV2 内部でのイソアロキサジン

環の相対配向が変化し、FMN 周囲の水素結合環境が変化する[Crosson & Moffat, 

2001; Crosson & Moffat, 2002] (図 4.8b)。このポケット内部で生じた摂動により、

LOV2 ドメインの微小な全体構造変化が誘発されることが、カラスムギ由来 phot1 

LOV2 の X 線結晶構造解析により確認されている [Halavaty & Moffat, 2007]。FTIR

を用いた測定によると、phot2 LOV2 ドメインでは S390 へ遷移した後、数百マイク

ロ秒で α ヘリックス及びループ構造の変化、さらに数ミリ秒後に β シート構造の

変化が生じる [Pfeifer et al., 2009]。S390 への遷移により生じるこの構造変化は極め

て微小であるものの、これに伴い LOV2 近傍の Jαヘリックスは部分的にアンフォ

ールドすることが NMR 解析により示唆されている[Harper et al., 2003]。この Jαへ

リックスの大規模な構造変化はその不安定性に由来するものであろう。これらの

事実から、青色光を受容した LOV2 の微小な構造変化が Jα へリックスのアンフォ

ールドといったより大規模な構造変化を誘発し、STK ドメインの活性に影響を与

えているという機能発現メカニズムが想起される。 

 このメカニズムに基づくモデルとして、LOV2 が STK ドメインのクレフトを直

接阻害しており、青色光受容による LOV2 ドメインの構造変化と Jαへリックスの

アンフォールドによって LOV2 の解離・STK ドメインの活性化が誘発されるとい

うモデルが 2010 年に提案された[Pfeifer et al., 2010] (図 4.11)。しかしながら、この

モデルは FTIR 測定及び、LOV2‐STK ドメイン相互作用を提案した仮想的構造モ

デル [Tokutomi et al., 2008]を下地としており、構造及び構造変化の直接観察に基

づかない信憑性に欠けるモデルであった。 

一方で、SAXS による phot2 LOV2-STK 断片の構造解析結果 [Takayama et al., 

2011]に基づき、LOV2 が STK ドメイン活性クレフトを直接阻害しないモデルが

2011 年に提案された(図 4.12)。このモデルでは、LOV2 は暗条件下で STK ドメイ 
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図 4.11 クレフト直接阻害による phot 機能制御モデル(Pfeifer et al., 

2010)。暗条件下では LOV2 が STK ドメインのクレフトと相互作

用することでキナーゼ活性を阻害している。LOV2 が青色光を受

容して S390 へ遷移すると、LOV2 の構造変化により STK との相互

作用が変化し、Jα へリックスのアンフォールドと併せて LOV2 が

STK ドメインから解離する。 

 

 

ンの N ローブに接するように配置されており、リンカー領域は LOV2‐STK ドメ

インの境界面でコンパクトに折り畳まれていると推測している。LOV2 ドメインが

S390 へ遷移すると、Jαへリックスのアンフォールドのみならずリンカー領域の構

造変化をも誘発し、これらの構造変化によって LOV2 ドメインが STK ドメインか

ら引き離され、STK ドメインが活性化される。このモデルでは、リンカー領域が

分子間シグナル伝達を担っていると解釈している。SAXS による分子形状の直接観

察に基づくモデルであること、従来のクレフト阻害モデルでは SAXS プロファイ

ルを説明できないこと[Okajima, 2016]等から、現在ではこのモデルが分子内信号伝

達メカニズムをよりよく説明するものと考えられている。 

 

4.1.4 本研究の狙い 

 以上の背景より、phot については以下の事実が認められる。 

(i) phot は青色光受容蛋白質であり、光屈性などの生理現象を制御するが、その信  
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図 4.12 LOV2ドメインが STKドメインを間接的に制御するフォト

トロピン機能発現モデル[Takayama et al., 2011]。このモデルでは

LOV2 が青色光によって S390 に励起されると Jα へリックスのア

ンフォールドやリンカー領域のコンフォメーション変化を引き

起こし、これらの構造変化により STK ドメインが活性化される。 

 

 

号伝達メカニズム、特に初発過程である青色光信号を蛋白質相互作用に変換す

るメカニズムは明らかにされていない。 

(ii) phot1、phot2 共にドメイン単位での構造が解明・予測されており、二量体であ

ると予想されている(図 4.13)。 

(iii)フォトトロピンの青色光受容による機能発現においては LOV2、STK ドメイン

がその中核を担っている。 

(iv) LOV2 及びその周辺の青色光に依存した構造変化は X 線結晶構造解析や NMR

を用いて原子分解能で明らかにされており、これらの結果から phot 分子内信号

伝達メカニズムが推定されている。 

(v)信号伝達メカニズムを説明するモデルとして、LOV2‐STK 間の相互作用がリ

ンカー領域によって制御されている、とするモデルが提案されている。このモデ

ルは SAXS で測定された分子形状を説明できるモデルであり、信憑性も高い。 
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図 4.13 結晶構造から予測される phot1(a)、phot2(b)の全体形状予想

図。phot1 では LOV1、LOV2 がそれぞれ二量体を形成するため、

全体では図のような二量体を形成すると考えられる。phot2 では

LOV1 のみが二量体を形成しているため、LOV1 のみによって二

量体を形成していると考えられる。先行研究でも phot2 

LOV2‐STK 断片では溶液中で単量体として存在していると報告

されている[Takayama et al., 2011]。 

 

 

しかしながら、生体内での phot と同様の二量体、特に LOV1‐LOV2‐STK（全

長）での全体形状解析、及び青色光照射に伴う構造変化を測定した例は未だ存在

しない。そこで、本研究では phot1 の機能最小フラグメントである LOV2‐STK 断

片及び全長 phot2 について X 線小角散乱法と 3 章で提案した分子形状推定法を用

いて全体形状推定と青色光による構造変化を解析し、phot における分子内信号伝

達機構を構造変化の観点から研究した。以下の節で測定、解析及び得られた結果

について述べる。 

 

4.2 SPring-8 における X 線小角散乱実験 

 

4.2.1 測定試料 

 測定試料の発現・及び精製は大阪府立大学・理学系研究科・生物化学専攻・環

境応答制御科学分野・生体光制御研究室(当時)の岡島公司博士からご提供いただい

た。phot1 LOV2‐STK 断片は 20 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、10% グリセロール、
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1 mM EGTA を含む緩衝溶液(pH 7.4)に溶解させた。全長 phot2 は 20mM HEPES、

200 mM NaCl、10% グリセロールを含む緩衝溶液(pH 7.5)に溶解させた。また、慣

性半径及び原点散乱強度の濃度依存性を解析するため(2.節参照)、各試料について

濃度を変えて複数回の SAXS 測定を行った(表 4.1)。 

 

表 4.1 各試料の測定濃度 

試料 濃度 

phot1 LOV2‐STK 断片 0.50 mg/mL, 0.80 mg/mL, 1,60 mg/mL, 2.30 mg/mL 

全長 phot2 0.50 mg/mL, 1.00 mg/mL, 1.25 mg/mL 

 

 

4.1.2 節で触れた通りリン酸化は蛋白質に大きな構造変化を起こし得る。よって、

発現後および精製過程での自己リン酸化による構造変化を避けるため、phot2 につ

いて STK ドメインの 720 番アスパラギン酸残基(Asp720)をアスパラギンに置換し

た点変異体を用いた。図 4.9 に示す様に Asp720 は ATP 結合サイトを構成する残基

であり、この残基がアスパラギンに置換されると Mg-ATP との結合能を失い、キ

ナーゼとして失活する[Takayama et al., 2011]。一方、アスパラギン酸とアスパラギ

ンは先端部の酸素原子一個が窒素原子に置き換わっているだけなので、Asp720 の

置換が STK ドメインの構造に及ぼす影響は極めて小さいと考えられる。そのため、

本研究ではこの Asp720 変異体を野生型とほぼ同一であると見なしている。 

 

4.2.2 X 線小角散乱実験 

 SAXS 測定は、SPring-8 ビームライン BL45XU の小角散乱実験ハッチで実施した

(図 4.14)。シンクロトロン蓄積リングで発生した放射光は、ダイヤモンド製 2 結晶

モノクロメータによって単色化され、ビームラインに導かれる。Kirkpatrick-Beaze

配置の X 線ミラー（K-B ミラー）によって集光された X 線はビーム形状整形スリ

ット、寄生散乱除去スリットを経て試料に入射する。このようにして得られた入

射 X 線は、検出器位置でのビームサイズがおよそ縦 100 µm×横 450 µm であった。

また、試料位置の直前にはイオンチャンバーが挿入されており、入射強度を測定

することで得られた SAXS プロファイルごとに強度の規格化が可能である。蛋白

質溶液試料セルは容量 30 µL、光路長 3 mm であり、窓材には 10 µm 厚の石英薄板 
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図 4.14 BL45XU の光学系模式図(a)と実際の実験ハッチ内の写真

(b)。4.14a においてはモノクロメータより下流のみの図となって

いる。4.14b 左下の写真は四角形で囲まれた部分の拡大写真であ

る。スリット①の役割はビーム形状の整形、スリット②、③及び

ピンホールスリットは寄生散乱除去の役割を持つ。試料セル‐検

出器間の真空パスは試料蛋白質溶液からの微弱な散乱を検出す

るため 10-2 Pa 程度の真空に保たれている。 

 

 

を使用している(図 4.15)。phot1 LOV2‐STK 断片、全長 phot2 共に、波長 1.0000 Å、

カメラ長 2.5 m で測定を実施した。 

 散乱 X 線検出器には 2 次元ピクセルアレイ検出器 Pilatus 300K-W (DECTRIS, 

Switzerland)を使用した(図 4.16)。この検出器の最大の特徴は、1 ピクセルごとに入

射したフォトン数を数ミリ秒で高速読み出しできるという点にある。1 フォトンず 
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図 4.15 溶液試料セル(a)と試料セルホルダーにセットした状態(b)。

試料セルへの注入部は試料溶液の蒸発を妨げるため非常に小さ

い。そのため試料注入には径の小さいゲルロード用のマイクロチ

ップを使用する。 

 

 

 
 

図 4.16 BL45XU 実験ハッチに設置された検出器 Pilatus300K-W(a)

と標準試料であるベヘン酸銀粉末結晶からの回折パターン(b)。図

4.16a は検出器を横方向から撮影した写真であり、検出面は写真向

かって右側である。図 4.16b の白い領域ほどフォトンが多く検出

されており、中央部の黒丸はビームストッパーによる影である。

また、矢印で示された黒帯は検出器の不感領域である。2 つの不

感領域で散乱角が同一とならないようにビーム位置は検出器中

心に対して数ピクセル横にシフトさせている。 
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つ数え上げるという特性から荷電結合素子型の検出器と異なり、ノイズの積算や

検出飽和が起こらず、より質の高い実験データを取得できる。ただし一度に多数

のフォトンが入射すると、フォトンの数え落としや最悪の場合過電流によりピク

セルが破壊される恐れがあるため、入射 X 線のフラックスに注意する必要がある。

今回の実験では、試料蛋白質溶液の散乱断面積が小さく、アテネータなしでも検

出されるフォトン数は毎秒 200 フォトンに達しないことから、アテネータは使用

せずに測定を行った。なお、入射 X 線はそのほとんどが散乱されずに試料を透過

する。この透過 X 線（ダイレクトビーム）は散乱 X 線と比較して桁違いに強度が

高く、このダイレクトビームによる検出器の破壊を防ぐため、検出器直前にはダ

イレクトビームを吸収するビームストッパーが挿入されている。 

 実験では、試料溶液に青色光を照射して測定を行うため、試料セルに対して直

接青色光を照射できるように青色光 LED(4515C, Nakagawa Chemicals, Japan)を試

料セル直上に配置した(図 4.14b)。この青色光 LED は最大波長 480 nm、半値幅 40 nm

である。4.1.3 節でも述べたが、LOV ドメインの S390 は熱緩和によって D450 へ戻る

ため、青色光を照射された phot 溶液は D450 と S390 の二成分系となる。SAXS では

試料溶液に単分散性が求められるため、ほぼ全ての phot 分子が S390 に励起される

よう照射量を検討しなければならない。SAXS 測定中の青色光照射条件を決定する

ため、phot1 LOV2-STK 断片および全長 phot2 双方について青色光照射条件を変え

て複数の吸収スペクトルが測定された(図 4.17 上段)。赤色のスペクトル曲線は暗

条件下で測定されたものであり、D450 の吸光スペクトルに相当する。橙色、緑色、

水色、紫色はそれぞれ 25-110 µmol/m2·s の粒子フルエンス率での青色光照射下での

吸光スペクトルであり、一部の phot 分子の S390 への移行によって吸光スペクトル

が変化している。粒子フルエンス率は光の照射量の単位であり、単位面積・単位

時間に何フォトン入射するか、という量である。エネルギーに換算すると、波長 λ、

粒子フルエンス率 F の場合およそ 

sμmnJ12.0
2




F
 

となる。ここで波長、粒子フルエンス率の単位はそれぞれ nm、 smmolμ
2
 である。

前述の通り S390に相当する吸光スペクトルは熱緩和のために測定が困難であるが、

phot1 LOV2 などの一部の緩和時間が長い LOV ドメインでは S390 のスペクトルが

測定されており、その結果から S390 では波長 450 nm での吸収がほぼゼロとなるこ 
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図 4.17 フォトトロピンの青色光強度に依存した吸収スペクトル

変化と青色光による波長 450 nm での吸光度の時間変化。図 4.17a

が phot1 LOV2‐STK 断片、4.17b が全長 phot2 のデータである。

吸収スペクトル曲線の色と粒子フルエンス率の色は対応してい

る。なお、使用した分光計は波長 390 nm 付近で光源ランプが切

り替わるため、これによる吸光度のずれが S390 吸光スペクトルで

不連続点として表れている。 

 

 

とが知られている [Okajima et al., 2016]。この事実に基づき、図 4.17 における S390

の吸光スペクトル(黒色)は青色光照射下でのスペクトル曲線から滑らかさを損な

わない程度に D450 のスペクトル曲線を差し引くことで得られている。また、450 nm

での吸光度を S390 での値と比較することで各照射量における S390 へ遷移した phot
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分子の割合(Adduct content)を見積もることが可能である(図 4.17 内挿)。この考えに

基づいて Adduct content を粒子フルエンス率について外挿すると、粒子フルエンス

率 450 µmol/m2·s以上の強度で青色光を照射すればほぼ全ての phot分子が励起状態

にあると見なせる。青色光 LED はこの閾値を超えた強度で照射できるように位置

を調整した。併せて phot 全分子を励起させるために必要な照射時間の見積もりも

行い(図 4.17 下段)、phot 分子を完全に S390 へ励起するためには 2 分程度の青色光

照射が必要となることがわかった。さらに、S390 へ励起された状態から全 phot 分

子が熱緩和によって D450へ戻るためには 15 分程度の時間を要することがわかった。

本実験ではこの熱緩和後の phot に対しても暗条件下で測定を行い、構造変化の可

逆性を評価した。 

 

4.2.3 測定手順 

露光時間は phot1 LOV2‐STK 断片が 60 秒、全長 phot2 が 20 秒であり、各試料

ごとに以下の手順で測定した。また、各測定でのデータについて、光条件に応じ

て[ ]内のように呼称する。 

①緩衝液のみで測定する(バックグラウンド減算のための測定)。 

②緩衝液を試料セルから抽出後、セルを超純水で洗浄し、風乾する。 

③試料溶液を暗条件下で測定する。[Dark1] 

④試料溶液に対して青色光を 2 分間照射後、青色光照射条件下で測定する。[Light] 

⑤青色光照射を停止し、15 分後に試料溶液を再度暗条件下で測定する。[Dark2] 

⑥試料溶液をセルから抽出後、セルを緩衝液、超純水の順に洗浄し、風乾する。 

測定を通じて試料セルは同一セルを使用し、入射 X 線に対して同じ向きで設置し

た。また、X 線照射によって石英窓、試料溶液共に放射線損傷が生じる。この影

響を低減させるため、X 線照射中に試料セルを垂直方向に動作させ、照射位置を

移動させながら測定を行った。ただし、石英窓は位置毎に吸収係数が微妙に異な

るため、各測定で同一経路を移動させている。 

 

4.2.4 データ処理 

 本実験に使用した検出器 Pilatus 300K-W は二次元検出器であるため、得られる

データは散乱パターンとなる。測定データの質を実験中直ちに確認するため、散

乱プロファイルへと変換する処理を測定と並行して行った。SAXS プロファイルは 
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・散乱パターンの円環平均 

・試料溶液散乱プロファイルからのバックグラウンド（溶媒散乱プロファイル）

減算 

によって得られる。散乱パターンの円環平均はソフトウェア FIT2D [Hammersley, et 

al., 1996; Hammersley, 1997]を用いて行った。バックグラウンド減算は BL45XU の

ビームライン担当者である引間博士により開発されたソフトウェア DataView を用

いて行った。DataView では FIT2D により得られた散乱プロファイルの確認、バッ

クグラウンド減算、プロファイルの平均化処理などを行う。これら処理により得

られた散乱プロファイルについて、試料蛋白質凝集の有無やバックグラウンド減

算の妥当性などを評価しながら測定を行った。 

 

4.3 phot1 LOV2‐STK 断片の測定及び解析結果 

 

4.3.1 SAXS プロファイルの光依存的変化 

 phot1 LOV2‐STK 断片 0.8 mg/mL 溶液の SAXS プロファイルでは、 006.0S Å-1

付近で青色光照射下の散乱プロファイルに変化が生じた (図 4.18)。変化が生じた

散乱ベクトルの大きさはおよそ 150 Å 分解能であるため、青色光受容によって分

子全体のスケールで何らかの構造変化が生じていることが示唆された。また、差

分プロファイルより、Dark1 から Light、Light から Dark2 にかけての散乱プロファ

イル変化がほぼ対称であった。そのため、phot1 LOV2‐STK 断片の青色光に依存

した構造変化は可逆的な変化であったと言える。これは S390 から D450 への熱緩和

と同様に LOV2‐STK 断片全体構造も暗条件下での構造に戻ったと解釈できる。 

 

4.3.2 慣性半径と原点散乱強度変化 

 Guinier プロットを図 4.19a に示す。いずれのプロファイルも小角領域で直線近

似でき、単分散溶液試料であった。慣性半径は Dark1 で 42.9 ± 0.5 Å、Light で 48.8 

± 0.5 Å、Dark2 で 43.5 ± 0.5 Å であり、青色光照射に依存して 5~6 Å 程度変化した。

この結果より、phot1 LOV2‐STK 断片は青色光照射によって異方的な分子伸長あ

るいは膨張を起こし、熱緩和過程で可逆的な収縮を起こすと考えられる。また、

図 4.19a に示すプロファイルの高角側では、Guinier 近似直線に対して上向きに反

る振る舞いを見せており、比較的異方性の強い分子形状であることがわかる。一

方、原点散乱強度は青色光受容でほとんど変化せず、分子量既知の卵白リゾチー 
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図 4.18 phot1 LOV2‐STK 断片の SAXS プロファイルと各プロフ

ァイルに対する差分プロファイル。赤色のプロファイルが Dark1、

青色のプロファイルが Light、緑色のプロファイルが Dark2 である。

差分プロファイルについてはマゼンタが Dark1 から Light を減算

したプロファイル、シアンが Light から Dark2 を減算したプロフ

ァイルである。 

 

 

ム原点散乱強度との比較によって二量体であることが示唆された。これは phot1 

LOV2 ドメイン結晶構造が二量体であることと矛盾しない結果である。さらに複数

の濃度での SAXS プロファイルから濃度依存性を解析したところ、慣性半径が濃 
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図 4.19 phot1 LOV2‐STK 断片 0.8 mg/mL 溶液 Guinier プロット(a)

と各濃度での Guinier 解析結果から求められた原点散乱強度及び

慣性半径の濃度依存性(b)。 
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度に依存して増加していた。式(2.26)を考慮すると、phot1 LOV2‐STK 分子は互い

に引力相互作用を有していると考えられる。 

 

4.3.3 距離分布関数の計算と最大分子長の比較 

 分子形状推定に先立ち、図 4.18 の SAXS プロファイルからソフトウェア

GNOM[Svergun, 1992]によって距離分布関数・最大分子長を求めた(図 4.20)。各光

条件における最大分子長は Dark1 で 146 ± 2 Å、Light で 162 ± 2 Å、Dark2 で 152 ± 2 

Å であった。青色光照射によって最大分子長は 15 Å 程度増大し、その後暗条件下 

で熱緩和によって収縮するという振る舞いを見せており、Guinier 解析で求めた慣

性半径の振る舞いと矛盾しない。本節で得られた最大分子長を用いて各光条件で

の散乱プロファイルごとに分子形状推定計算を行い、構造変化を検討する。 

 

 
 

図 4.20 phot1 LOV2‐STK断片 距離分布関数ソフトウェア GNOM

により計算された各光条件における距離分布関数。グラフ中の矢

印は各色の距離分布関数における収斂距離、即ち最大分子長を示

している。 
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4.3.4 GASBOR と多変量解析による分子形状推定 

 まず GASBOR プロファイルが実験データに最もよく一致するダミー残基数を決

定した。その結果、1000 残基(二量体であるため 1 サブユニットあたり 500 残基)

を指定した場合に最もよく一致した(図 4.21)。この値は実際の残基数 547 の約 9 割 

の値である。SAXS での散乱強度は試料蛋白質の溶媒とのコントラストで決まるが、

phot1 LOV2‐STK 断片は試料緩衝溶液に多量の NaCl が溶解しており、純水と比較

して 1 割程度のコントラスト変調が生じている[Ibel & Stuhrman, 1975]。 

 

 
 

図 4.21 実験で取得された SAXS プロファイル(赤色、青色、緑色

の点、図 4.18 と同一のプロファイル)及び実験データをもとに

GASBOR から計算されたプロファイル(黒色の曲線)の比較。各散

乱プロファイルは散乱強度についてオフセットした上でプロッ

トしている。各光条件それぞれについて、GASBOR から計算され

たプロファイルは実験データによく一致している。 
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 この電子密度コントラストの減少や構造的に揺らぎの大きな領域が平均的に低

コントラストになることを考慮すると実際の残基数の 9 割程度のダミー残基数は

妥当であると考えられる。最大分子長とダミー残基数より Dark1、Light、Dark2 そ

れぞれについて 576 回ずつ独立な GASBOR 計算を行った。なお、二量体と推定さ

れたことからダミー残基の配置について C2 回転対称性の拘束条件を課した。 

 まず Dark1 推定形状モデルについて、多変量解析を用いてモデル形状分布の可

視化を行った(図 4.22a)。phot1 LOV2‐STK 断片の推定形状は S 字型の形状と(クラ

ス I-VIII)と V 字型(クラス XI、X)の 2 種類の形状に大別された。これら形状のど

ちらがより尤もらしいかを判断するため、phot1 LOV2 結晶構造[Halavaty & Moffat, 

2013] (図 4.6c)との二回回転対象領域の一致度を指標とした。LOV2 は二量体形成

サイトであるため、GASBOR モデル形状の回転対称軸原点付近に位置すると考え

られ、配置の任意性が制限される。定量的に一致度を評価するため NSD に基づい

た指標 
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を用いて各クラスの一致度を検討した。ここで、mi は結晶構造中の i 番目の Cα 原

子、M は GASBOR 平均形状モデルである。計算の結果、例えばクラス III では上

の指標の値が 45.6 となった一方で、クラス IX では 52.3 となった。この結果より、

phot1 LOV2‐STK 断片の二量体構造をクラス IIIのような S字型であると推定した。

Light 、Dark2 GASBOR モデルに対して、Dark1 GASBOR モデルと同様の解析を行

った結果を図 4.23、4.24 に示す。 

 Light で得られた各クラスの形状を Dark1 推定形状と比較した結果、Dark1 と同

様に S 字型(クラス I、II、V-VII)及び V 字型(クラス III、IV、VIII、IX)の形状が得

られたものの、S 字型形状は Dark1 から伸長したような形状であった。4.3.2、4.3.3

節での SAXS プロファイル解析結果より、phot1 LOV2‐STK 断片は青色光照射に

よって分子伸長が生じることが明らかになっている。そのため、Light での形状は、

クラス I のような伸長した S 字型であると推定した。Dark2 では S 字型(クラス I、

VI)、V 字型(クラス VII-IX)と共に菱形の形状(クラス II-V)が表れた。SAXS プロフ

ァイルの可逆的変化を考慮し、Dark2 分子形状はクラス I に代表される Dark1 と同

様の S 字型であると推定した。なお、Dark2 のモデル形状分布は菱形の形状が出現 
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図 4.22 phot1 LOV2‐STK 断片の Dark1 状態における GASBOR モデ

ル形状分布(a)と各クラスにおける平均形状の分類結果  (b)。モデル

表示の閾値は各モデルで共通である。クラスタ 8 の形状が滑らかで

ないのは 1 個のモデルのみでクラスタが形成されていることによる。 

 

 

するなど Dark1 とはやや異なるものであった。図 4.18 の差分プロファイルが完全

には対称でないことを考慮するとこれは Dark2 において熱緩和が不完全であった

ことに起因すると考えられる。Dark1、Light、Dark2 推定形状を比較すると、青色

光に依存して伸長とわずかな屈曲を示すことが推測される(図 4.25)。 
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図 4.23 phot1 LOV2‐STK 断片の Light 状態における GASBOR モ

デル形状分布(a)と各クラスにおける平均形状の分類結果 (b)。ク

ラスが 9個になっているのはK平均法によるクラスタリングにお

いて 1つの重心がモデルの全く存在しない初期位置に置かれたこ

とによる。 
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図 4.24 phot1 LOV2‐STK 断片の Dark2 状態における GASBOR モ

デル形状分布(a)と各クラスにおける平均形状の分類結果 (b)。ク

ラスが 9 個になっているのは Light と同様の理由による。 
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図 4.25 phot1 LOV2‐STK 断片の構造変化 phot1 LOV2‐STK 断片 

Dark1、Light 形状比較図(a)と Dark1、Dark2 形状比較図(b)。マゼ

ンタのモデルが Dark1、シアンのモデルが Light、黄緑色のモデル

が Dark2 である。 

 

4.3.5 変異体の測定による信号伝達機構の解析 

 分子内信号伝達機構についてさらに詳細な知見を得るため、変異体についても

SAXS 測定を行った。phot の機能発現においては青色光受容に伴う LOV2‐STK ド

メインの相対位置変化が重要であると推測されたが、phot1 では機能発現において

重要な役割を担う残基が先行研究にて複数同定されている[Kashojiya et al., 2015, 

Kashojiya et al., 2016] (表 4.2; 図 4.26)。 

 

表 4.2 phot1 機能阻害変異体 

変異体名 位置 備考 

D806N STK Mg-ATP 結合が阻害されリン酸化機能を喪失 

C512A LOV2 青色光受容による FMN との結合を阻害 

K475A LOV2(A’α/Aβ) 青色光に依存した STK の活性化が失われる 

K636A Linker region 青色光に依存した STK の活性化が失われる 
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D806N 変異体は STK ドメインの Mg-ATP 結合サイトである 806 番アスパラギン酸

(D806、付録 A)をアスパラギン(N)に置換した変異体である。全長 phot2 に対して

導入した変異と同様に、構造変化を生じることなくリン酸化機能を欠損している

と考えられる。C512 変異体は FMN と結合する LOV2 の 512 番システイン(C512)

をアラニン(A)に置換した変異体であり、LOV2 の青色光受容機能を欠損している。

K475A、K636A は上記 2 種類の変異体とは異なり、導入によって青色光受容やリ

ン酸化機能とは独立して phot1 がリン酸化活性を失うことが明らかにされている。

475 番リジン(K475)は LOV2 N 端側の A’α－Aβ間ループ(A’α-Aβギャップ)に位置し、

隣接する Jα と相互作用をしていると考えられている。また、636 番リジン(K636)

は LOV2‐STK 間のリンカー領域に存在する。4.5.1 節で推定した四次構造による

と K475、K636 は LOV2‐STK の界面に位置しており、従ってこれらの残基が

LOV2‐STK 間の相対位置の制御に重要な役割を果たしていると予測される。本研

究ではこれらの残基について点変異を導入した 4 つの変異体 (D806N、

C512A/D806N、K475A/D806N、K636A/D806N)について SAXS による構造変化解析

を行った(図 4.27)。 

 

 

 
 

図 4.26 表 4.2 の変異導入位置。オレンジの残基が 512 番システイ

ン残基、黄色の残基が 475 番リジン残基である。シアンで表示さ

れた 636 番リジン残基については構造の不明なリンカー領域に位

置するためイラストで表示している。806 番アスパラギン酸残基

については、STK ドメインがホモロジーモデルであるため省略し

ているが、PKA 結晶構造と類似した位置にあると予測される。 
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図 4.27 phot1 LOV2‐STK 断片変異体 SAXS プロファイル(a)とそ

の差分プロファイル(b)。 

 

 

 D806N 変異体では、SAXS プロファイルは青色光照射による構造変化も含めて

野生型の場合とよく一致する SAXS プロファイルが得られた。一方、C512A/D806N

変異体では青色光照射によって構造はほとんど変化しなかった。従って、野生型

や D806N 変異体での青色光依存的な構造変化は S390 によるものであると確認でき

た。K475A/D806N 変異体では青色光照射によって 004.0S Å-1 での散乱強度が大

幅に上昇し、暗条件下で減少するという特異な挙動を見せた。式(2.18)、(2.22)を

考慮すると原点近傍での散乱強度は総電子数 (≅分子量)の二乗に比例する一方で

散乱強度は濃度に線形に比例する。即ち、測定試料について会合が生じた場合小

角の散乱強度は会合度に応じて増加する。従って、K475A/D806N 変異体は青色光
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によって可逆的な凝集を生じ、熱緩和によって再び解離したと解釈される。凝集

は蛋白質間相互作用や排除体積効果などによって引き起こされるものであり、い

ずれにしても青色光受容によって phot1 LOV2-STK 断片の分子表面性状の変化に

起因すると考えるのが妥当であろう。K636 変異体については野生型と比較して特

筆すべき散乱プロファイルの変化は見られなかった。 

 

4.4 全長 phot2 の測定及び解析結果 

 

4.4.1 SAXS プロファイルの光依存的変化 

 全長 phot2 1.0 mg/mL 溶液について、図 4.28 に示す SAXS プロファイルが得られ

た。ここで、各プロファイルの色と光照射条件の対応は phot1 LOV2‐STK 断片の

SAXS プロファイル(図 4.18)と同様である。図 4.28 より、 006.0S Å-1 付近で青色

光照射と連動して散乱プロファイルの変化が生じている。変化が生じた散乱ベク

トルの大きさはおよそ 150 Å 分解能にあたるため、青色光依存的に分子全体に及

ぶ何らかの構造変化が生じたものと考えられる。各光条件間での差分プロファイ

ルを見ると、Dark1 から Light、Light から Dark2 への光条件変化に伴う散乱プロフ

ァイルの変化はほぼ対称的であることも確認でき、phot1 LOV2‐STK 断片と同様

に青色光に依存した可逆的な構造変化が生じたと推測される。 

 

4.4.2 Guinier プロットによる慣性半径、原点散乱強度変化 

 図 4.28 のプロファイルについて Guinier プロットを適用した結果が図 4.29a であ

る。いずれのプロファイルも小角領域で直線によく一致する振る舞いを見せてお 

り、単分散性の良好な試料であったと言える。慣性半径の値は Dark1 で 44.3 ± 1.4 Å、

Light で 43.7 ± 1.4 Å、Dark2 で 44.9 ± 1.4 Å であり、phot1 LOV2‐STK 断片とは対

照的に、青色光照射によってわずかに減少する挙動を見せた。原点散乱強度につ

いては、卵白リゾチームの原点散乱強度との比較から二量体を形成していること

が示された。さらに、青色光照射によって若干の増加が認められたものの、増加

量は会合状態の変化などの大規模な分子量変化によるものではない。従ってわず

かな構造変化によって水和構造が変化し、水和水分子量が増加したことによると

考えられる。また、図 4.29a で、高角側では Guinier 近似直線に対して上向きに反

る振る舞いをすることから、phot1 LOV2-STK 断片同様に異方性の強い分子形状で 
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図 4.28 全長 phot2 の SAXS プロファイルと各プロファイルに対す

る差分プロファイル。赤色のプロファイルが Dark1、青色のプロ

ファイルが Light、緑色のプロファイルが Dark2 である。差分プロ

ファイルについてはマゼンタが Dark1 から Light を減算したプロ

ファイル、シアンが Light から Dark2 を減算したプロファイルで

ある。 

 

 

あると予想された。他の濃度についても Guinier プロットを行い、式(2.25)及び式

(2.26)を用いて慣性半径、原点散乱強度の濃度依存性を調べたところ、全長 phot2

の分子間相互作用は斥力相互作用であり、phot1 LOV2‐STK 断片とは異なる分子

間相互作用を有していることが示された。 
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図 4.29 全長 phot2慣性半径・原点散乱強度の濃度依存性全長 phot2 

1.0 mg/mL 溶液 Guinier プロット(a)と各濃度での Guinier 解析結果

から求められた原点散乱強度及び慣性半径の濃度依存性(b)。 
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4.4.3 距離分布関数の計算と最大分子長の比較 

 GASBOR による形状推定に先立ち、GNOM による距離分布関数計算を行い、最

大分子長を推定した(図 4.30)。計算された距離分布関数より得られた各光条件にお

ける最大分子長は Dark1 で 188 ± 2 Å、Light で 186 ± 2 Å、187 ± 2 Å であった。溶

液中で単量体として存在する phot2 LOV2‐STK 断片の最大分子長 130 Å 

[Takayama et al., 2011]と比較すると全長 phot2 が溶液中で二量体を形成することが

明らかである。青色光照射による最大分子長の変化は 1-2 Å 程度と分子サイズと比

較して極めて小さな変化であったものの、その振る舞いは Guinier 解析で求めた慣

性半径の変化と矛盾しないものであった。本節で得られた最大分子長を用いて各

光条件での散乱プロファイルごとに GASBOR 計算を行い、青色光照射で生じた分

子内構造変化を具体的に解析した。 

 

4.4.4 GASBOR と多変量解析による分子形状推定 

 まず 3.8.2 節と同様にして GASBOR プロファイルが実験データに最もよく一致

するダミー残基数を決定した。その結果 1200 残基(二量体であるため 1 サブユニッ

トあたり 600 残基)を指定した場合に最もよく一致した(図 4.31)。これは実際の残

基数である 915 残基のおよそ 7 割程度しかない値であった。これについて、以下 

 

 
 

図 4.30 全長 phot2 距離分布関数ソフトウェア GNOM により計算

された各光条件における距離分布関数。 
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図 4.31 全長 phot2 SAXS プロファイルと GASBOR から計算され

たプロファイルの重ね合わせ。各散乱プロファイルは散乱強度に

ついてオフセットした上でプロットしている。 

 

 

の理由が考えられる。 

(i) ループ構造による散乱強度の低下 

全長 phot2 では LOV1 N 端(116 残基)、LOV1‐LOV2 リンカー領域(98 残基)がルー

プ構造であり、これらは構造の揺らぎにより SAXS での散乱強度に寄与しない可

能性が高い。但し、LOV2‐STK のリンカー領域は散乱強度に寄与している可能性

が高いと報告されている[Takayama et al., 2011]。 

(ii) 溶媒条件によるコントラストの低下 

全長 phot2 緩衝溶液には NaCl が多量に含まれているため、純水と比較して電子密

度が高い。従って試料電子密度のコントラストは純水と比べて 88%程度まで低下

する。GASBOR では溶媒として純水を仮定して散乱強度を計算するため、溶媒電

子密度が純水よりも高い試料では見積もられる残基数が減少する。 
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以上二項目を勘案すると、想定される残基数はおよそ 600~650 程度となること

から、今回予備的な計算から見積もられたダミー残基数は妥当であると言える。

決定された最大分子長とダミー残基数より Dark1、Light、Dark2 それぞれについて 

576 回ずつ独立な GASBOR 計算を行った。なお、二量体であることからダミー残

基に対して C2 回転対称性の拘束条件を課すことでモデル形状の収束性の向上を

図った。 

 Dark1 GASBOR モデルについて多変量解析を用いてモデル形状分布の可視化と

分類を行った結果を図 4.32 に示す。全長 phot2 の推定形状は S 字型(クラス I-V)と

V 字型(クラス VI-X)の 2 種類の形状に大別されたが、Dark1 の結果のみから 2 種類

の形状の内どちらがより尤もらしいか判断することはできなかった。Light につい

ても推定を行ったところ、Dark1 と同様に S 字型(クラス I-VII)および V 字型(クラ

ス VIII-X)の形状が得られた(図 4.33)。前節までの SAXS プロファイル解析結果よ

り、全長 phot2 は青色光照射によって何らかの構造変化を生じるものの、慣性半径

及び最大分子長の変化は不確かさの域を超えない程度でしかなく、これらのパラ

メータから構造変化を推定することはできない。そこで、S 字型、V 字型それぞれ

の推定形状に対して LOV1、LOV2 結晶構造及び STK 予測構造を重ね合わせ、

CRYSOL によって計算された SAXS プロファイルを実験データと比較することで

推定を試みた(結晶構造の重ね合わせについては 4.5.1 節にて詳述)。Dark1 では S

字型構造との χ2 が 1.2、V 字型構造との χ2 が 17.7 であった。一方 Light では従って、

S 字型構造との χ2 が 18.7、V 字型構造との χ2 が 2.4 であり Dark1 と対称な結果と

なった。以上より、Dark1 ではクラス III のような S 字型、Light ではクラス V の

ような V 字型であると推定された。Dark2 GASBOR モデル形状分布は概ね Dark1

と類似した形状であり、SAXS プロファイルもよく一致することから Dark1 と同様

にクラス IV のような S 字型と推定された(図 4.34)。従って、青色光に依存した構

造変化は可逆的な変化であったと考えられる。 

Dark1、Light、Dark2 推定形状を比較すると(図 4.35)、全長 phot2 は青色光に依

存してわずかな屈曲を示す。phot2 LOV2‐STK 断片に対する SAXS 測定では青色

光に依存した分子伸長及び慣性半径の増加が観測されていたが [Takayama et al., 

2011]、今回の全長 phot2 において観測された慣性半径及び分子最大長の変化量は

phot2 LOV2-STK 断片のものと比較して小さい。これは図 4.35a のように、伸長と

屈曲が同時に生じるような構造変化であるためと考えられる。 
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図 4.32 全長 phot2 Dark1 GASBOR モデル形状分布(a)と各クラスに

おける平均形状の分類結果(b)。 
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図 4.33 全長 phot2 Light GASBOR モデル形状分布(a)と各クラスに

おける平均形状の分類結果(b)。 
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図 4.34 全長 phot2 Dark2 GASBOR モデル形状分布(a)と各クラスに

おける平均形状の分類結果(b)。 
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図 4.35 全長 phot2 Dark1、Light 形状比較図(a)と Dark1、Dark2 形

状比較図(b)。マゼンタのモデルが Dark1、シアンのモデルが Light、

黄緑色のモデルが Dark2 である。 

 

 

4.4.5 変異体の測定による信号伝達機構の解析 

 全長 phot2 では LOV1、LOV2 両方を有しているが、先行研究によって機能の制

御には LOV2 がより重要であると示唆されている[Okajima, 2016]。そこで青色光照

射に伴う構造変化に対する LOV1、LOV2 それぞれの寄与を調べるため、変異体の

測定を行った。4.1.2.2 節で述べた通り、S390 に遷移した LOV ドメインでは FMN

がポケット内部のシステイン基と共有結合を形成するため、このシステイン基に

変異を導入することで LOV ドメインは失活する。本研究では LOV1 を失活させた

C170A/D720N 変異体、LOV2 を失活させた C426A/D720N 変異体、双方を失活させ  

た C170A/C426A/D720N 変異体の 3 種の変異体を用意し、D720N 変異体と同様の

SAXS 測定を行った。 

 SAXS 測定の結果、C170A/D720N 変異体および C426A/D720N 変異体では、D720N

変異体と同様に青色光に依存した構造変化が観測されたものの、その度合いは

D720N 変異体よりも小さかった(図 4.36)。一方で C170A/C426A/D720N 変異体は青

色光照射でほとんど構造変化を示さなかった。従って、C170A/ D720N 変異体では

LOV2、C426A/ D720N 変異体では LOV1 がそれぞれ青色光依存的な構造変化に寄  



98 

 

 
 

図 4.36 全長 phot2変異体 SAXSプロファイル(a)とその差分プロフ

ァイル(b)。 

 

 

与しており、野生型における構造変化は双方の寄与によるものと示唆された。 

 

4.5 議論 

 

4.5.1 phot1、phot2 機能ドメイン配置 

 4.3.4 節、4.4.4 節の結果より、暗条件下、青色光照射条件化それぞれの場合の phot1  

LOV2‐STK 断片、全長 phot2 の形状が得られた。これら形状に対して LOV ドメ

イン結晶構造、STK ドメイン予測構造を重ね合わせることで 4 次構造、並びに青

色光に伴う構造変化の実態を予想した。 

 phot1 LOV2‐STK 断片 Dark1 推定形状については、LOV2-Jα 結晶構造(図 4.6c)

が推定形状の中心とよく一致した。残りの領域は 2 つの STK 予測構造がよく当て

はまり、STK の N 末端ドメインが Jα へリックスと接するように配置された(図

4.37a)。一方、Light 推定形状においては LOV2-Jα 二量体の相対配置を調整するこ
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とで推定形状中心部によく一致した。この事実は先行研究で報告された青色光照

射による LOV2-l inker 二量体相対配置の変化と対応していると考えられる 

[Nakasako et al., 2004]。また、STK ドメイン予測構造は Dark1 の場合と比較してよ

り LOV2 ドメインから離れた配置になり、Jα へリックスとのコンタクトも弱まっ

た(図 4.37b)。リジン/アルギニンを特異的に加水分解する酵素を用いて各光状態の 

 

 
 

図 4.37 phot1 LOV2‐STK 断片 Dark1 推定四次構造(a)と Light 推

定四次構造(b)。右図は左図の表示から 90 度回転させて表示して

いる。また、475 番リジン残基周辺の構造変化を明らかに示すた

めに、各推定四次構造下部にリボン表示で単一の LOV2-STK 断片

を載せている。各ドメインの表示色は図 4.6、図 4.9 における表示

色と対応している。 
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phot を処理した先行研究によると、青色光受容型 phot1 では Jα へリックスの 603

番リジン残基が分解されたが、暗条件下では分解されなかったと報告されている

[Kashojiya et al., 2015]。以上より、phot1 LOV2-STK 断片においては青色光受容に

よって Jαへリックス構造変化と連動した STKの相対配置変化が生じていると予測

される。 

 本研究では phot1 について LOV2‐STK 断片で構造解析を行ったため、全長 phot1

の四次構造(図 4.13a)については未知である。しかしながら、phot1 LOV1 は分子間

相互作用ではなく共有結合によって強固な二量体を形成している[Nakasako et al., 

2008]ため、LOV1 二量体も全長 phot1 において二量体構造にあると考えられる。

従って、LOV1 と LOV2-STK 断片は回転対称軸を共有して二量体構造をとってい

ると考えるのが自然である。LOV2-STK 断片の対称点は S 字の中心にあるため、

LOV1 の取り得る配置は図 4.37 右図(S字型を横から見た図)において LOV2 の上ま

たは下に制限される。以上の議論に加えて LOV1 N 末端と LOV2 C 末端のつなが

りを考慮し、全長 phot1 の四次構造を推定した(図 4.38)。phot1 N 末端領域は 200

残基程の長さがあり、機能発現に伴い自己リン酸化される残基を多く含んでいる。

このモデルが正しいならば N 末端領域と STK ドメインが相互作用可能なため (図

4.38)、分子間だけでなく分子内での自己リン酸化による機能発現の可能性も考え

られる。しかしながら、LOV1‐LOV2 間のループ構造は約 170 残基であり、リン

カー領域の 2 倍以上の長さである。この領域がどのような構造をとっているかは

全く不明であるため、今回推定した四次構造はあくまで 1 つのモデルに過ぎない。 

 全長 phot2 については、LOV1 ドメインが溶液中・結晶中いずれの場合において

も二量体を形成し[Nakasako et al., 2004; Nakasako et al., 2008]、LOV2-STK は溶液中

で単量体として存在する[Takayama et al., 2011]。従って、まず Dark1 推定形状につ

いて LOV1 二量体結晶構造を推定形状の中心に据えて重ね合わせた(図 4.39a)。

Light 推定形状についても同様にして LOV1 による二量体形成を中心とした四次構

造が推定された(図 4.39b)。Dark での構造と Light での構造を比較すると、LOV1

ドメインに対する LOV2 ドメイン、STK ドメインの相対配置が変化していた。先

行研究で報告された LOV2-STK 断片の青色光依存的な構造変化と比較すると、

LOV2-STK 断片で観測された分子伸長は全長 phot2 においては抑制され、代わりに

屈曲するような相対位置変化が観測された。この違いは LOV1-LOV2 間の相互作

用が影響していると考えられる。 
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図 4.38 phot1 LOV2‐STK 断片 Dark1 推定四次構造(図 4.37a)に対

して phot1 LOV1 結晶構造(図 4.6a)を配置した全長 phot1 推定四次

構造。2 つのサブユニットについてそれぞれリボンモデル、空間

充填モデルで表示している。配向は図 4.37 の右図と対応している。

図中の黒色、紫色、橙色の曲線はそれぞれ結晶構造に現れなかっ

た LOV1 N 末端、LOV1-LOV2 リンカー領域、LOV2-STK リンカ

ー領域の推定配置である。 

 

 

 phot1、phot2 のいずれにおいても青色光受容によって LOV2 ドメインと STK ド

メインの相対配置が変化するモデルが得られた。従って、phot の青色光に依存し

た分子内信号伝達メカニズムは伸長・屈曲運動による LOV2‐STK ドメインの相

対位置変化であると示唆される。この伸長・屈曲運動を主として担うのは

LOV2‐STK ドメインを物理的に繋ぐリンカー領域であると考えられる。これは先

行研究 [Takayama et al., 2011]で提案された分子内信号伝達モデルを支持する結果

であると言える。 

 

4.5.2 phot1 における 475 番、636 番リジン残基の役割 

 phot1 では野生型、D806N 変異体の両者において青色光依存的に 005.0S Å-1 付

近での SAXS プロファイルの変化が観察された(図 4.18; 4.27)。一方、C512A/D806N  
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図 4.39全長 phot2 Dark1 推定四次構造(a)と Light 推定四次構造(b)。

各図下段は上段の表示から 90 度回転させて表示している。LOV1、

LOV2 結晶構造及び STK ドメイン予測構造は空間充填モデルにて

表示している。また各ドメインの表示色は図 4.6、図 4.9 における

表示色と対応している。 

 

 

変異体ではこの変化は観察されなかった。従って、この散乱角でのプロファイル

の変化は青色光受容による構造変化であると考えられる。これを踏まえ、475 番、

636 番リジン残基の役割について考察する。 

 K475A/D806N 変異体では青色光に依存して会合・解離が生じた。これは 4.3.5

節で述べた通り、青色光受容によって phot1 LOV2-STK 断片表面の性質(表面電荷
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など)の変化に起因すると考えられる。この可逆的凝集は K475A 点変異に特有であ

り、また、先行研究より青色光照射は 475 番リジン残基と接する Jαへリックスの

構造に影響を与えることが明らかにされている[Harper et al., 2003]。4.5.1 で予測さ

れた構造モデルでは 475番リジン残基は LOV2-STKの界面に位置する残基であり、

Jα ヘリックスとも隣接している(図 4.26)。従って、青色光受容に伴い、475 番残基

周辺は LOV2 ドメイン・Jα ヘリックス双方の構造変化の影響を受けると共に、STK

ドメインとのコンタクトが弱まることで溶媒への露出が大きくなると考えられる

(図 4.37c)。この時 475 番残基近傍のコンフォメーションも変化しているならば、

K475A の変異導入はこのコンフォメーション変化に影響を与え、結果的に Light

構造における表面の性質変化と凝集を引き起こすというモデルが推察される。凝

集によってリン酸化活性が阻害されるのか、リン酸化活性を失うような構造変化

(あるいは構造変化の阻害)によって結果的に凝集を生じるのかは不明であるもの

の、Jα ヘリックス及び 475 番リジン残基が青色光依存的な構造変化において重要

な役割を果たしているということが強く示唆される。 

 K475A/D806N 変異体とは対照的に、K636A/D806N 変異体における光依存的な

SAXSプロファイル変化は野生型・D806N変異体とよく似ていた(図 4.27)。従って、

K636A/D806N 変異体においては、青色光受容に伴って野生型と同様の構造変化が

生じていたと考えられる。しかしながら、K636A の変異導入によってリン酸化活

性は喪失していたため、構造変化に関わっているだろう 475 番リジン残基と対照

的に 636 番リジン残基は LOV2 から STK へのシグナル伝達において重要な役割を

果たしていると考えられる。 

 

4.5.3 phot2 における LOV1 の役割 

 現在まで、青色光依存的な機能発現において本質的な役割を担っているのは

LOV2 ドメインであり、LOV1 ドメインは青色光受容に伴う構造変化や STK の活

性化にほとんど関わらないと考えられてきた。しかしながら、C170A/D720N 変異

体、C426A/D720N 変異体の双方において、青色光照射による SAXS プロファイル

の変化量は D720N 変異体と比較して小さかった。この結果は S390 に遷移した

LOV1・LOV2 ドメインが協同的に phot2 全体の構造変化に寄与している、という

ことを示唆している。生化学実験の結果もこのモデルを支持しており、例えばシ

ロイヌナズナ由来 phot2 では C426A 変異体でもキナーゼ活性を持つことが in vivo、
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in vitro の双方で確認されている [Christie et al., 2002; Suetsugu et al., 2013; Cho et 

al., 2007]ほか、LOV1 が phot の青色光強度に対する感受性をコントロールしてい

るとことが報告されている。また、時間分解吸光度計測を用いた S390 から D450 へ

の熱緩和測定によって、LOV1・LOV2 ドメインが互いの緩和時間に影響を与えて

いることが明らかにされている[Oide et al., 2018] (図 4.40)。S390-D450 の存在比は光

強度だけでなく緩和時間にも影響を受けると考えられるため、LOV1 ドメインは

LOV2 ドメインの光反応サイクルを制御することで phot の機能を制御していると

推測される。 

 

 
 

図 4.40 phot2 各種変異体の時間分解吸光度計測。測定波長は 450 

nm であり、青色光照射停止からの経過時間でプロットされてい

る。D720N 変異体は二成分の指数関数的減衰で近似でき、各成分

の半減期はそれぞれ 54 秒、194 秒であった。前者が LOV2 の緩和、

後者が LOV1 の緩和と推定される。一方、C170A/D720N、

C426A/D720N 変異体はそれぞれ単一の指数関数的減衰で近似で

きた。C170A/D720N 変異体の半減期は 168 秒であり、D720N で

の LOV2 と比較して 3 倍の量であった。C426A/D720N 変異体の半

減期は 68 秒であり、D720N での LOV1 と比較して半分以下の量

であった。 
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4.5.4 phot 分子内信号伝達機構の普遍性 

 本研究では LOV2‐STK 相対配置の変化が phot 分子内信号伝達機構を担ってい

るという、先行研究で提案されたモデルを支持する結果が phot1、phot2 双方で得

られた。また、phot に関する先行研究としては 2014 年に単細胞真核生物である緑

藻クラミドモナス由来 phot について SAXS による青色光に依存した構造変化の測

定が行われている[Okajima et al., 2014]。クラミドモナス由来 phot は本研究の解析

対象である高等植物由来 phot と比較して、phot1、phot2 のようなアイソフォーム

を持たない、溶液中で単量体として存在する、などの相違点が存在する。また、

生体内での役割も、走光性の制御など高等植物とは異なった機能を担っている 

[Huang & Beck, 2003; Im et al., 2006; Trippens et al., 2012]。このように高等植物由来

phot と機能面で大きく異なるクラミドモナス由来 phot であるが、シロイヌナズナ

由来 phot1、phot2 と類似した機能発現メカニズムが推定されている [Okajima et al., 

2014]。従って、四次構造やアミノ酸配列の異なる 3 種類の phot (シロイヌナズナ

由来 phot1、phot2、クラミドモナス由来 phot)で共通した分子内信号伝達メカニズ

ムが推定されている。これは、「LOV2‐STK の相対配置変化が分子内信号伝達機

構を担う」というモデルが phot における普遍的なメカニズムである可能性を示唆

している。今後の phot 研究の進展によってこのメカニズムが普遍的なものである

か解明されることが期待される。 
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5 章 SAXS による植物蛋白質フィトクロム B の構造解析 

 4 章に続き、開発手法を全体形状未知である赤色光・遠赤色光受容蛋白質フィト

クロム B に対して適用し、構造解析を行った。本章ではその詳細と結果を述べる。 

 

5.1 赤色光・遠赤色光受容蛋白質フィトクロム B 

 

5.1.1 植物内におけるフィトクロムの役割 

 フィトクロムは一部の緑藻及び確認された全ての陸生植物に存在する赤色光・

遠赤色光受容蛋白質である [松下・長谷、2004]。また、原核生物もフィトクロム

と類似した蛋白質(バクテリオフィトクロム)を有することが報告されている [Yeh 

et al., 1997]。これらの中には植物フィトクロムと同様の機能ドメイン構造を有す

る「カノニカルな」種の他に、基本的なドメインこそ共通するものの全体として

は植物フィトクロムと大きく異なる機能ドメイン構成を有する種が存在する

[Wiltbank & Kehoe, 2019]。バクテリオフィトクロムは基本的には異なる系統として

扱われるが、カノニカルな種、あるいは断片については植物フィトクロムとの比

較に用いられる。以下本章においては植物フィトクロムをフィトクロムと呼称し、

原核生物由来のフィトクロムについてはバクテリオフィトクロムとして区別する。 

 フィトクロムが関わる生命現象は種子発芽や芽生えの緑化、花芽形成といった

光形態形成に加えて避陰反応など多岐にわたるが、これらの反応は波長 600-700 

nm の赤色光によって誘導され、波長 700-750 nm の遠赤色光によって打ち消され

る赤色光・遠赤色光(Red/Far-Red: R/FR)可逆反応であることが知られている[和田

ら、 2001]。R/FR 可逆反応は最初にレタスの種子発芽において見いだされ  

[Borthwick et al., 1952]、1959 年にはこの現象の制御因子としてフィトクロムが発

見・粗精製された[Butler et al., 1959]。その後、1980 年代末の遺伝子解析によって

シロイヌナズナで 5 種類のフィトクロム遺伝子が発見され、対応する分子種がフ

ィトクロム A-E(phytochrome A-E: phyA-phyE)と命名された[Sharrock & Quail, 1989]。

最初に発見されたフィトクロムは phyA であり、phyA-E においてアミノ酸配列は

互いに 50%程度共通している。また、現在では多くの陸生植物がシロイヌナズナ

と同様に phyA-E を有していることが明らかになっている[Mathews & Sharrock, 

1997]。phyA-phyE のうち分子生物学レベルで研究が進展しているのは phyA、phyB

の二種類のみである。また phyB-phyE はそれぞれ似通った振る舞いを示す。その
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ため、以降は phyA、phyB のみに絞って記述する。 

 フィトクロムに典型的な R/FR 可逆反応は phyB によって制御されており、また

phyB は低光量の赤色光に対する反応にも関わっている [Reed et al., 1993; 

Shinomura et al., 1996;]。一方で phyA は低光量反応のさらに 1/10000 程度の赤色光

による超低光量反応と高照射量の遠赤色光に対する反応を制御しており、phyB と

は大きく異なる振る舞いを示す[Nagatani et al., 1993; Shinomura et al., 1996]。両者

は生体内における蛋白質量も大きく異なっており、phyA が暗所で生育された生体

に多量に蓄積される一方で、phyB は前者の数十分の一程度の量であるものの光量

によらず安定して存在している[Quail et al., 1995]。また、phyA は光に対して不安

定であり、光照射によって速やかに分解される [Furuya, 1993]。本研究では、R/FR

可逆反応を示す phyB についてその全体構造と機能発現メカニズムを明らかにす

べく研究を行った。 

  

5.1.2 シロイヌナズナ由来 phyB のドメイン構造と機能 

 以下ではシロイヌナズナ由来 phyB を単に phyB と記述する。phyB は 1172 残基

のアミノ酸から成る分子量約 130 kDa の蛋白質である。また、phyA、phyB 共に溶

液中では二量体を形成していることが明らかにされている[Tokutomi et al., 1989; 

Nakasako et al., 1990; Oide et al., 2019]。ドメイン構造としては N-末端から PAS ド

メイン [Taylor & Zhulin, 1999]、cGMP phosphodiesterase/adenyl cyclase/FhlA (GAF)

ドメイン [Ho et al., 2000]、phytochrome(PHY)ドメイン [Montgomery & Lagarias, 

2002]、2 つの PAS ドメイン、ヒスチジンキナーゼと相同性の高い Histidine 

kinase-related domain (HKRD) [Yea & Lagarias, 1998]で構成されている(図 5.1) [和田

ら、2001]。PAS ドメインは 4 章で触れた LOV ドメインと同様に PAS スーパーフ

ァミリーに属するものであるが、phot の LOV ドメインと異なり色素を持たない。 

 phyB においては GAF ドメインが光受容ドメインであり、色素であるフィトク

ロモビリン (phytochromobilin: PΦB)を共有結合によって格納している  [Wu & 

Lagarias, 2000; Rockwell et al., 2008]。また、phyB は PAS-GAF-PHY から成る N 末

端側と PAS-PAS-HKRD から成る C-末端側の 2 領域がそれぞれ独立にモジュールと

して立体構造を保持することが知られている。 GAF ドメインを有する

PAS-GAF-PHY が光受容モジュール(photosensory module: PSM)、PAS-PAS-HKRD が

シグナル出力モジュール(output module: OPM)と呼ばれている。後で詳しく述べる 
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図 5.1 シロイヌナズナ由来 phyB 一次構造。GAF ドメインから伸

びる五員環構造は色素分子である PΦB である。 

 

 

が、phyB のシグナル伝達機構は不明であり、従って OPM が実際にシグナルの出

力を担っている確証はない。しかしながら、PAS ドメインやキナーゼ様ドメイン

といったシグナル伝達に関与すると思われるドメインを有しており、またフィト

クロム研究の歴史的な経緯より C-末端モジュールはシグナル伝達を担っていると

考えられてきた。そのため、この部位はシグナル出力モジュールと呼ばれている。 

 

5.1.3 PSM 立体構造と光反応 

 PSM の立体構造は 2014 年に X 線結晶構造解析によって得られ[Burgie et al., 

2014]、複数のヘリックスによって二量体を形成していることが明らかとなった(図

5.2)。PSM では GAF ドメインのみが光受容を担っているが、光受容による PΦB

周辺領域の微小な構造変化と協奏して PSM 全体で構造変化を示すことがバクテリ

オフィトクロム PSM の結晶構造解析の結果から報告されている[Yan et al., 2009; 

Ulijasz et al., 2010; Velazquez et al., 2015; Burgie et al., 2016]。従って、GAF ドメイン

単体ではなく PSM 全体で光受容部位として機能していると考えられる。  

 5.1.1 節にて phyB は R/FR 可逆反応を制御していると述べた。これに対応して、

phyB は赤色光受容型である Pr 型と遠赤色光受容型である Pfr 型の 2 種類の光受容

型を取る [Quail, 2002](図 5.3)。Pr 型は波長 660 nm 付近に吸収ピークを持つ不活性

な状態である。赤色光を受容した Pr 型 phyB は波長 720 nm 付近に吸収ピークを持

つ Pfr 型 phyB に遷移し、活性を獲得する。この Pr 型から Pfr 型の遷移ではピコ秒

からナノ秒スケールでの PΦB の光反応中間体遷移と、追随する秒スケールでの蛋

白質構造変化が生じていることが共鳴ラマン分光と量子化学計算による先行研究

から示されている [Mroginski et al., 2006]。反対に Pfr 型は遠赤色光受容によって

可逆的に Pr 型へと変換される。Pr 型は波長 760 nm 付近の光をほとんど吸収しな

いため、遠赤色光照射によって phyB はほぼ全てが Pr 型へと遷移する。一方で、 
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図 5.2 phyB PSM 二量体結晶構造(PDB ID: 4OUR)。GAF ドメイン

内の黄色のスティックモデルが色素分子の PΦB である。 

 

 

 
 

図 5.3 phyB 吸収スペクトル。下図は Pr/Pfr 混合状態と Pr 型との

差スペクトルである。Pr/Pfr 混合状態は波長 660 nm、照射量 1000 

µmol/m2·s-1 の赤色光照射による定常状態で測定している。Pfr 型ス

ペクトルは Pr型及び Pr/Pfr 混合状態スペクトルから計算されたも

のである。 
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Pfr 型は吸光ピークの裾野が波長 660 nm 付近まで広がっているため、一部の Pfr

型は再び Pr 型に遷移する。その結果、赤色光を照射された phyB は最終的に Pr/Pfr

型の混在する平衡状態に到達し、Pfr 型のみの phyB は実現不可能である。Pr 型-Pfr

型の光依存的遷移とは別に Pfr 型は Pr 型へ熱緩和によって遷移することが知られ

ている [Remberg et al., 1998]。この熱緩和は時定数が 20 分程度の(比較的)速い緩和

と 90 分程度の遅い緩和の二成分で構成されており[Oide et al., 2019](図 5.4)、先行

研究によると、速い緩和が Pr-Pfr ヘテロ二量体での遷移、遅い緩和が Pfr-Pfr ホモ

二量体での遷移に対応すると考えられている[Remberg et al., 1998]。 

 

5.1.4 OPM 立体構造 

 OPM 欠損 phyA が溶液中で単量体であったことから、OPM は phyA における二

量体形成サイトとして機能すると考えられている[Nakasako et al., 1990]。また、

OPM は PSM と異なり全体形状が未だ不明であるものの、各ドメイン単位ではあ

る程度の知見が得られている。まず、PAS ドメインは PAS スーパーファミリーに

共通な α/β-scaffold 構造を有しているものと考えられる。実際、光合成細菌

Rhodopseudomonas palustris (R. palustris) 由 来 バ ク テ リ オ フ ィ ト ク ロ ム

PAS-GAF-PHY-PAS 断片結晶構造では C 末端由来 PAS ドメインが α/β-scaffold 構造

を形成している [Bellini & Papiz, 2012] (図 5.5)。HKRD については、結晶構造既知

の好熱菌 Thermotoga maritima 由来ヒスチジンキナーゼセンサードメインが R. 

palustris 由来バクテリオフィトクロム HKRD と配列相同性が高いと先行研究で報

告されている [Evans et al., 2004]。従って、phyB においても HKRD は類似した構

造を取っていると予測される。しかしながら、実際のドメイン構造や OPM 内部で

のドメイン配置などは現在まで明らかになっていない。 

 

5.1.5 先行研究で予測された機能発現メカニズムと本研究の狙い 

 phyB、ひいてはフィトクロムの機能発現メカニズムに関する研究は長年にわた

って多くのグループで行われてきたが、通説が二転三転とする極めて混沌とした

ものであった [松下、2008]。しかしながら、現在では OPM が核移行を担い、PSM

の N 末端部位が核内での遺伝子発現調節に寄与するという説が受け入れられるよ

うになった。まず OPM について、1996 年に phyB OPM 断片の核移行活性が報告

され [Sakamoto & Nagatani, 1996]、その後全長 phyB と緑色蛍光蛋白質との融合蛋  
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図 5.4 Pfr 型 phyB の熱緩和による吸光度変化。二成分の指数関数

的減衰で近似可能である。 

 

 

 
 

図 5.5 R. palustris 由来 PAS-GAF-PHY-PAS 断片結晶構造(PDB ID: 

4GW9)。オレンジ色のドメインが OPM N 末端の PAS ドメインで

あり、反平行 β シートと α ヘリックスで構成された α/β-scaffold

構造を有していることが視認できる。 

 

 

白質においても光依存的な細胞核移行が確かめられた  [Yamaguchi et al., 1999; 

Kircher et al., 1999]。また、これらの結果と前後してシグナル伝達に重要な部位が

OPM の特定領域に集中していることが変異株解析から明らかになった  [Quail et 

al., 1995]。このため、OPM が核移行とシグナル伝達を担っていると考えられてき
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たが、2003 年に PSM N-末端領域がシグナル伝達を本質的に担っており、OPM は

光依存的な核移行だけを担っていることが報告された [Matsushita et al., 2003]。ま

た、網羅的遺伝子発現解析に基づき、シロイヌナズナゲノムの約一割の遺伝子が

フィトクロムによって発現を制御されることが示されている  [Tepperman et al., 

2006; Quail, 2007]。そのため、フィトクロムは遺伝子発現量を制御するという形で

シグナルを伝達していると考えられている。これら先行研究に基づき、上述の機

能発現メカニズムが有力な説となっている。 

 以上のようにフィトクロムの機能発現メカニズムについてはある程度の描像が

得られているものの、その詳細、特に構造生物学的な知見は PSM の光依存的構造

変化に留まっている。これは現在までに全長での構造解析がほとんどなされてい

ないことが主な原因と考えられる。全機能ドメインが含まれたフィトクロムを扱

った構造研究としては PSM N 末端を欠損したエンドウマメ由来 phyA について

SAXS 解析及び電子顕微鏡観察を行った例がある[Nakasako et al., 1990; Nakasako et 

al., 2005]。1990 年の電子顕微鏡観察に基づくモデルは OPM を二量体サイトとして

扁平な楕円体及び円柱が平たく並んだような構造となっており (図 5.6)、R.. 

palustris 由来バクテリオフィトクロムでも同様のモデルが SAXS 解析から提案さ

れている[Evans et al., 2004]。その一方で phyB に関して全長での構造研究はなされ

ていない。PSM 二量体結晶構造は得られているものの、先行研究を考慮すると全

長かつ溶液中では二量体を形成せず、サブユニットの相対配置が異なっている可

能性が高い。事実、R. palustris 由来バクテリオフィトクロムでは C 末端に PAS ド

メインが追加されたことで二量体形成機構が大きく異なっている(図 5.5)。従って、

phyB について更なる知見を得るためには全長かつ溶液中での構造および光応答の

解析を行わなければならない。そこで、本研究では全長 phyB について X 線小角

散乱法と 3 章で提案した分子形状推定法を用いて全体形状を推定すると共に、種々

の光照射条件での SAXS プロファイルを比較することで phyB の光依存的な性状の

変化を観測した。以下の節で測定、解析の詳細及び得られた結果について述べる。 

 

5.2 SPring-8 における X 線小角散乱実験 

5.2.1 測定試料 

 測定試料は本研究室の岡島公司特任助教(当時)によって確立されたプロトコル

に基づいて発現・精製し、20 mM Tris-HCl、150 mM NaCl を含む緩衝溶液(pH 7.5) 
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図 5.6 (a) 先行研究[Nakasako et al., 1990]で提案されたエンドウマ

メ由来 phyA 推定形状。(b) (a)のモデルを 90 度回転させた図。 

 

 

に溶解させた。phyB は溶液中で極めて不安定であり、時間経過によって非特異的

凝集を生じやすい。そのため、本研究では試料をゲル濾過クロマトグラフィー(size 

exclusion chromatography: SEC)カラムに流し、SEC カラム通過後の溶液を直接フロ

ーセルに接続して SAXS 測定を行う SEC-SAXS 法 [Watanabe & Inoko, 2009]を用い

た。SEC は試料溶液を多孔質ゲルが充填されたカラムに通過させることで試料を

粒子径によって分離する手法である。ゲル中の多孔質を通過した場合粒子径が小

さいほど経路長が長くなるため、遅く溶出する。このような特徴から、SEC-SAXS

法は凝集を生じた多分散試料でも単分散な SAXS プロファイルを測定できるとい

う利点がある。SEC では試料溶液が数倍-十数倍に希釈されるため、カラムに注入

する試料濃度を 7-8 mg/mL 程度の高濃度に調整した。 

 

5.2.2 X 線小角散乱実験 

 phot と同様に、SAXS 測定は SPring-8 BL45XU で実施した。光学系セットアップ

は波長 1.0000 Å、カメラ長 2.0 m であった。本研究では理化学研究所の引間孝明研

究員によって構築された SEC-SAXS 装置を用いて測定を行った。この装置では、

固定の溶液試料セルに代わって内径 2 mm、厚さ 10 µm の石英キャピラリーを用い

たフローセルを用いる(図 5.7)。これに送液ポンプ(UI22-110, FLOM, Japan)と SEC

カラムを接続することで、SEC からの溶出試料溶液をそのままフローセルへ導い

て SAXS 測定を行う。X 線照射野直前には UV 吸光計が設置されており、相対的

な試料濃度を計測可能である。使用する SEC カラムは測定試料のサイズ(分子量) 
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図 5.7 (a) SEC-SAXS 測定セットアップ。X 線照射野直上に伸びる

水色のケーブルが UV 吸光度計である。(b) (a)の黄枠で囲まれた

領域の別角度からの画像。黄緑は実際に SEC から溶出した試料溶

液が通過する流路である。(c) 測定セットアップの模式図。(a)、

(b)では確認できないが、X 線照射野には X 線光軸と垂直に石英キ

ャピラリーが挿入されている。 

 

 

によって決定されるが、本研究では phyB 二量体に相当する 200-300 kDa 程度を分

離可能な Hiload 10/300 Superdex 200 Increase (GE Healthcare, Chicago, IL)を使用し

た。フローセルの流速は SEC カラムの耐圧限界を考慮して 0.75 mL/min に設定し

た。 

 今回の実験は SAXS による構造解析に加えて、phyB の赤色光に対する構造的な 

応答の観測が目的である。そのため、SEC カラムとフローセルの間に 100 mm 長

のガラスキャピラリーを接続し、ガラスキャピラリー直上に複数の赤色光 LED(極

大波長 660 nm)を設置した(図 5.7b, c)。今回のセットアップの場合、使用したガラ

スキャピラリーを通過するまでに 2000 µmol/m2·s-1 の照射量で赤色光が約 10 秒間

照射される。予備的に行われた実験では、Pr 型 phyB 溶液は 1000 µmol/m2·s-1 の照  



115 

 

 
 

図 5.8 Pr 型から Pfr 型への遷移に伴う phyB の吸光度変化。Pfr 型

は波長 730 nm に吸収極大を持つため遷移に伴って吸光度が増大

している。 

 

 

射量で 120 秒程度の時間をかけて光平衡状態へ到達した (図 5.8)。蛋白質濃度は芳

香環側鎖やジスルフィド結合に由来する波長 280 nmの吸光度によって規格化可能

であるため、規格化された吸光スペクトルにおける 730 nm での吸光度を Pr 型、

Pfr 型スペクトルでの吸光度(図 5.3)と比較することで Pfr 型へ遷移した割合を計算

可能である。図 5.8 の場合、SEC-SAXS 測定では光平衡状態には達していないもの

の、7 割程度の phyB が Pfr 型へ遷移していると考えられる。 

 

5.2.3 データ処理 

 SEC-SAXS 法ではフローセルに対して連続的に X 線を照射し続け、適当なフレ

ームレートに分割された一連の散乱パターンを取得する。本実験では露光時間 0.2

秒ごとに散乱パターンを記録した。記録された散乱パターンは測定装置と接続さ

れた計算機上で逐次 1 次元 SAXS プロファイルに処理された。また、入力された

SAXS プロファイルを自動で Guinier 解析するプログラム AutoRg [Petoukhov et al., 

2007]を用いて慣性半径及び原点散乱強度を算出した。図 5.9 は標準試料であるグ

ルタミン酸脱水素酵素(GDH)において SEC-SAXS 測定で得られた溶出プロファイ

ルである。プロファイルの一点一点に対応して SAXS プロファイルが得られるが、

各 SAXS プロファイルは露光時間が短く、S/N 比が悪い。その為、溶出ピークを中

心に数十本のプロファイルを平均化することで S/N 比を向上させる。また、バッ

クグラウンド散乱のプロファイルは試料溶出前の適当な領域を用いた。 
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図 5.9 SEC-SAXS 測定による GDH SEC 溶出プロファイル(a)と

SAXS プロファイル(b)。(b)のプロファイルは BG領域の平均 SAXS

プロファイルが差し引かれた Sample 領域の SAXS プロファイル

を平均化することで得られている。 

 

 

5.3 Pr 型 phyB SAXS プロファイル 

 まず、Pr 型 phyB について解析するべく、SEC カラムへ注入する直前に 2000 

µmol/m2·s-1 の照射量で波長 730 nm の遠赤色光を 60 秒間照射し SEC-SAXS 測定を

行った(図 5.10a)。溶出プロファイルは複数のピークから成る多分散系の特徴を持

ち、3 成分で近似された(図 5.10b; 表 5.1)。粒子系の大きい(溶出が速い)成分から

順に α、β、γ と名付け、各成分について個別に平均化することでそれぞれの SAXS

プロファイルを取得し、解析を行った(図 5.11a)。 

 γ 成分の Guinier プロットは直線で近似できる単分散を示し、慣性半径は 50.5±0.2 

Å と求められた(図 5.11b)。また、SAXS プロファイルから分子量を見積もるプロ

グラム MoW [Fischer et al., 2010]による解析では分子量約 218 kDaと見積もられた。

これは phyB 単量体の分子量(130 kDa)のおよそ 2 倍程度の値であり、溶液中で二量

体を形成するという先行研究による報告と矛盾しないものであった。距離分布関

数から得られた最大分子長は 170 Å であった(図 5.11c)。また、S =0.015 Å-1 付近に

なだらかなサブピークが見られた。式(2.15)よりこれは 60 Å 程度の距離の相関を

反映しており、ドメインやサブユニットによる距離相関に由来すると考えられた。 
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図 5.10 Pr 型 phyB SEC-SAXS 測定のための光照射条件(a)と実際に

得られた SEC 溶出プロファイル(b)。(a)の矢印は時間の流れに対

応している。(b)上段のオレンジの点が実験データ、黒い曲線が下

段の 3 成分(α、β、γ)による近似曲線である。図 5.11 における各成

分の SAXS プロファイルは(b)下段の黒枠領域の平均化による。本

図(b)並びに図 5.13(b)、図 5.15(b)、図 5.17(b)における SEC 溶出プ

ロファイルの曲線フィッティングは IGOR Pro を用いて計算した。 

 

 

表 5.1 各測定の条件と結果 

光照射条件 

SAXS 測定前の 

光照射 
各成分の割合 (%) γ 成分のパラメータ 

 α β γ Rg (Å) Mw (kDa) 

far-red (5.3 節) none 28.1 41.7 30.2 50.5 ± 0.2 218 

far-red (5.5 節) red 35.1 31.3 33.6 --- --- 

far-red → red 

→ far-red (5.6 節) 
none 32.8 23.8 43.4 50.1 ± 0.3 220 

far-red → red 

(5.7 節) 
none 75.9 6.8 17.3 51.0 ± 0.3 202 
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図 5.11 Pr 型 phyB SEC-SAXS 測定結果。(a)各成分の SAXS プロフ

ァイル。(b)各成分の Guinier プロット。(c) γ 成分の SAXS プロフ

ァイルから計算された距離分布関数。図 5.11 及び 5.14、5.16、5.18

の(a)、(b)では α、β、γ のプロファイルをオフセットさせてプロッ

トしている。 

 

 

 一方、α、β 成分では Guinier プロットが直線近似不可能であり、小角で上向きに

反るという典型的な凝集体の SAXS プロファイルが得られた。α、β 成分は γ 成分

と比較して粒子径が大きいこと、小角領域を除いて α、β 成分と γ 成分の SAXS プ

ロファイルがよく似ていることを考慮すると、α、β 成分は凝集した Pr 型 phyB で

あると考えられる。仮に α、β 成分の凝集が、特定の表面で定まった配向による分

子会合を示す特異的凝集であるとすると、サブユニット配置に新たな距離相関が

生じるため、γ 成分と比較して S =0.015 Å-1 近傍で散乱プロファイルに何らかの変
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化が表れるはずである。ところが、α、β 成分と γ 成分の SAXS プロファイルはこ

の散乱角でよく似ていることから、α、β 成分は phyB 二量体の非特異的凝集の結

果であると考えられた。各成分の積分から比率を計算すると、γ に対応する単分散

成分が 3 割、α、β に対応する凝集成分が 7 割程度であった(表 5.1)。 

 

5.4 Pr 型 phyB 全体形状の推定 

 5.3 節で得られた γ 成分の SAXS プロファイルについて 3 章の提案手法を適用す

ることで Pr 型 phyB の全体形状推定を試みた。phot と同様に最適ダミー残基数を

探索し、残基数 1075、最大分子長 170 Å、C2 回転対称性を有するという条件の下、

560 回の独立した GASBOR 計算を行った。得られた 560 個の GASBOR モデルの形

状分布は 2 つのグループに大別される非等方的な分布であった(図 5.12a)。クラス

I-VI のグループは Twisted tube 型、クラス VII-X のグループは X 字型の形状であっ

た。形状推定の判断材料として負染色電子顕微鏡観察を行ったところ、平均投影

像は X 字型の形状を支持するものであった(図 5.12b)。従って、我々は Pr 型 phyB 

全体形状をクラス IX に代表される X 字型であると推定した(図 5.12c)。推定形状

は全長 120 Åの中心構造から 30-40 Å程度の突起が X字型に伸びた形状であった。 
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図 5.12 Pr 型 phyB 全体形状推定結果。(a)3 章の提案手法による

Pr 型 phyB GASBOR モデル形状分布。(b)負染色観察で得られた

Pr 型 phyB 投影像(左)と対応すると推定される配向からのクラス

XI 平均形状(右)。電顕像解析プログラム RELION2.1[Kimanius et al., 

2016]によって分類・平均化処理を行っている。(c)推定された Pr

型 phyB 推定全体形状。赤色の矢印は中心対称軸である。 
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5.5 赤色光照射による phyB SAXS プロファイルの変化 

 次に、赤色光照射による phyB の応答を観測する測定を行った(図 5.13a)。SEC

カラムへの注入までは 5.3 節と同様であるが、SAXS 測定の直前にガラスキャピラ

リー中で赤色光を照射し、溶出プロファイル、SAXS プロファイルの比較を行った。

得られた溶出プロファイルは図 5.10b とよく似た α、β、γ の 3 成分で近似されるも

のであった(図 5.13b; 表 5.1)。SEC からの溶出までは 5.3 節の測定と同等であるた

め、予想された結果であると言える。α、β 成分についても Pr 型 phyB と同様に凝

集由来の SAXS プロファイルであった(図 5.14a)。一方、γ 成分は Pr 型 phyB と大

きく異なり、Guinier プロットが直線近似不可能な SAXS プロファイルであった(図

5.14b)。Pr 型 phyB の SAXS プロファイルと差分によって比較すると、S < 0.003 Å-1

で散乱強度の上昇、0.003 Å-1 < S < 0.010 Å-1 で減少が見られた(図 5.14c)。小角領域

の散乱強度上昇から、赤色光照射によって phyB が凝集を生じたことは明らかであ

る。一方で S =0.015 Å-1 近傍では散乱強度に変化がなかったため、Pfr 型への遷移

に伴う凝集は非特異的なものであることが示された。なお、Pfr 型 phyB は Pr-Pfr

ヘテロ二量体と Pfr-Pfr ホモ二量体の二種類が存在し得るが、本研究でこれらを区

別することは不可能である。従って、これらを一括りにして Pfr 型 phyB とする。 

 

 

 
 

図 5.13 phyB 赤色光応答の SEC-SAXS測定のための光照射条件(a)

と実際に得られた SEC 溶出プロファイル(b)。5.3 節の条件と比較

すると、SEC カラムからの溶出と X 線照射の間に 10 秒間の赤色

光照射が挿入されている。 
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図 5.14 phyB 赤色光応答の SEC-SAXS 測定結果。(a)各成分の

SAXS プロファイル。(b)各成分の Guinier プロット。(c) γ 成分の

Pr 型 phyB SAXS プロファイル(図 5.11 の γ 成分)との差分プロファ

イル。 
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5.6 Pfr 型 phyB による非特異的凝集の可逆性 

 5.5 節では Pfr 型 phyB が非特異的業種を生じるという興味深い性質が明らかに

された。本節における測定では、この凝集が可逆的なものかどうかを評価する(図

5.15a)。この測定では 60 秒間の遠赤色光照射の後、30 秒間の赤色光照射を行った。

これによって一部の Pr 型 phyB が Pfr 型へ遷移し、凝集を生じたと考えられる。次

に遠赤色光を 30 秒間照射し、SEC カラムへ注入した。もしも凝集が非可逆的であ

るならば、凝集が増加することで α、β に対応する成分が増加し、γ に対応する成

分が溶出プロファイルの変化が期待される。 

 得られた溶出プロファイルはこれまでの測定と同様に 3 成分で近似可能であっ 

たが、α、β 成分の減少と γ 成分の増加が見られた(図 5.15b; 表 5.1)。また、各成分

の SAXS プロファイル、Guinier プロットは Pr 型 phyB とよく似たものであった(図

5.16)。γ 成分について慣性半径、分子量を算出したところそれぞれ 50.1±0.3 Å、220 

kDa となり、Pr 型 phyB 二量体によく一致する値であった。溶出プロファイルの傾

向より Pfr 型 phyB の非特異的凝集が可逆的であることは明らかであるが、本測定

では Pr 型 phyB と比較して γ 成分が増加するという振る舞いが見られた。これは、

5.3 節の測定では α、β 成分として分離された Pr 型凝集 phyB の一部が、赤色光・

遠赤色光の逐次照射によって離合し単分散な Pr 型 phyB となったことを示唆する

ものである。 

 

 
 

図 5.15 Pfr型 phyB非特異的凝集の可逆性測定のための光照射条件

(a)と実際に得られた SEC 溶出プロファイル(b)。5.3 節の条件と比

較すると、SEC カラム注入前の遠赤色光照射に対して赤色光、遠

赤色光の逐次照射を追加している。 



124 

 

 
 

図 5.16 Pfr 型 phyB 非特異的凝集の可逆性測定結果。(a)各成分の

SAXS プロファイル。(b)各成分の Guinier プロット。 
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5.7 Pfr 型 phyB 熱緩和の測定 

 5.1.3 節で触れた通り、時分割吸光度測定によって Pfr 型 phyB は熱緩和で Pr 型 

へ遷移することが明らかにされている。しかしながら、吸光度変化は発色団近傍

の光化学的変化のみを反映するため、全体構造としても熱緩和が生じているかは

不明である。そこで、構造的な熱緩和の有無を確認するべく、図 5.17a のように光

照射と SEC-SAXS 測定を行った。この測定では、0 秒間の遠赤色光照射とそれに

続く 30 秒間の赤色光照射を行った phyB 溶液を SEC カラムに注入した。SEC 開始

から phyB の溶出までおよそ 800 秒を要するため、溶出時には一部の Pfr 型 phyB

が Pr 型へ熱緩和していると考えられる。 

 溶出プロファイルはこれまでの測定と同様に α、β、γ の 3 成分で近似できたも

のの、これまでと異なり β、γ 成分が大きく減少し、α 成分が支配的であった(図

5.17b; 表 5.1)。従って、事前の予想通りに単分散な Pr 型 phyB の一部が Pfr 型 phyB

に変換され、凝集することで α 成分に移行したものと考えられる。α 成分の SAXS

プロファイルが Pr 型 phyB の場合とほぼ同様であったのに対し、β 成分では小角領

域での散乱強度上昇が抑制され、γ 成分では Guinier プロットは直線近似が可能で

あったもの、の慣性半径が 51.3 Å となり、若干の上昇が見られた(図 5.18)。β 成分

での SAXS プロファイル変化の理由は不明だが、γ 成分に関しては増加した α 成分

の溶出の裾野が小角の散乱強度に影響したものであり、γ 成分自体は他の測定と同 

 

 
 

図 5.17 Pfr 型 phyB 熱緩和測定のための光照射条件(a)と実際に得

られた SEC 溶出プロファイル(b)。5.3 節の条件と比較して、SEC

カラム注入前の遠赤色光照射後に赤色光照射を追加している。 
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図 5.18 Pfr 型 phyB 熱緩和の SEC-SAXS 測定結果。(a)各成分の

SAXS プロファイル。(b)各成分の Guinier プロット。 
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様に単分散な Pr 型 phyB であると判断した。 

 得られた溶出プロファイルから構造的熱緩和の有無を判断するため、これまで

の測定結果との比較によって評価を試みた(図 5.19)。まず 5.3 節の結果より Pr 型

phyB では 68.1%が凝集状態、31.9%が単分散状態にある(図 5.11b; 表 5.1)。次に、

ここに 1000 µmol/m2·s-1 の照射量で赤色光を 30 秒間照射する Pr 型の 60%が Pfr 型

に遷移すると考えられる(図 5.8)。Pfr 型 phyB は非特異的凝集を生じるため、この

時点での単分散な phyB の割合は 0.4×31.9=12.8%と見積もられる。仮に構造的熱緩

和が生じないならば、凝集した Pfr 型 phyB は光化学的に Pr 型へ遷移しても凝集し

たままであり、本節の測定における γ 成分の割合はこの見積もられた値になるは

ずである。しかしながら、実際の測定において γ 成分は見積もりよりも 1.4 倍大き

い 17.3%となり、また慣性半径の値より単分散 phyB から成ることが確認された(図

5.17b、表 5.1)。この結果から、熱緩和によって Pfr 型から Pr 型へ光化学的に遷移

した凝集 phyB は構造的にも Pr 型へ戻り、離合していることが示された。加えて、

溶出プロファイルから見積もられる熱緩和した phyB の量は、分光測定で見積もら

れる量(図 5.4)よりも少ない。これは、構造的な熱緩和が光化学的な熱緩和に対し  

 

 
 

図 5.19 単分散成分の算出による Pfr 型 phyB 熱緩和の評価。 
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て遅延が生じていることを示唆している。 

 

5.8 議論 

 

5.8.1 Pr 型 phyB 四次構造の推定 

 5.4 節において Pr 型 phyB の全体形状を X 字型であると推定した(図 5.15)。本節

では、先行研究で得られている PSM 結晶構造との比較を通して四次構造を推定す

ると共にその妥当性について議論する。phyB PSM(PAS-GAF-PHY)二量体結晶構造 

[Burgie et al., 2014]を 1 次構造におけるドメイン配列順序や中心対称軸を考慮して

重ね合わせたところ、PHY ドメインを中心として開裂するように配置することで

推定形状とよく一致した(図 5.20)。また、重ね合わせの結果と phyB ドメイン配列

順序より OPM C 末端である HKRD ドメインにおいても開裂しており、二量体サイ

トが OPM PAS ドメインのいずれか、あるいは両方であると予測された。PSM 及

び HKRD が開裂しているモデルは先行研究の結晶構造と相反するものであるが、

OPM PAS ドメインを中心に二量体を形成しているバクテリオフィトクロム結晶構

造[Bellini & Papiz, 2012] (図 5.5)や PSM が開裂したバクテリオフィトクロム二量体

クライオ電顕構造[Li et al., 2010]が報告されている他、OPM PAS ドメイン近傍に二

量体サイトが存在すると予測した先行研究も存在する [Edgerton & Jones, 1992]。

従って溶液中での構造が結晶構造から予測されるものと大きく異なる可能性は十

分に考えられる。 

 

 
 

図 5.20 Pr 型 phyB 推定全体形状と PSM 結晶構造の重ね合わせ。 
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 結晶構造との比較に加え、本研究室で過去に測定されたエンドウマメ由来 N 末

端欠損 phyA(large phyA) の Pr 型における SAXS プロファイル [Nakasako et al., 

2005] (図 5.21a)に対して 3 章の提案手法を適用し、得られた Pr 型 large phyA 推定

分子形状とも比較を行った。large phyA は N 末端 60 残基を欠損しているものの、

機能ドメインは全て保持している。また、large phyA は phyB とのアミノ酸配列の

相同性は高いが、phyB と比較して分子サイズがやや大きく先行研究では慣性半径

が 57.1 Å と見積もられている。Pr 型 large phyA GASBOR モデル形状は等方的に分

布したものの、phyB と同様に X 字型(クラス 1-IV)と Twisted tube 型(クラス V-X)

の 2 種類の形状に大別された(図 5.21b)。我々は phyB との配列相同性や先行研究で

の large phyA 電顕像[Nakasako et al., 1990]を考慮し、クラス II に代表される X 字

型の形状であると推定した(図 5.21c)。Pr 型 large phyA 推定形状に対して phyB PSM

結晶構造を重ね合わせたところ、phyB 推定形状と同様に PAS-GAF が開裂する配

置でよく一致した。しかし、その開裂の度合いは phyB と比較して小さかった。5.1.1

節で述べたように、phyA と phyB は配列こそ相同性があるものの、生体内での振

る舞いは大きく異なる。分子形状の比較から示唆された四次構造の差異が担う役

割の違いに影響していると予測される。 

 

5.8.2 赤色光受容に伴う非特異的凝集の意義 

 5.5、5.7 節における測定において Pfr 型 phyB の赤色光受容に伴う非特異的凝集

が観測されたが、凝集に寄与している部位は全くもって不明である。しかしなが

ら、藻類由来フィトクロムの OPM 欠損断片や PAS ドメインのみを OPM として有

するバクテリオフィトクロムの SAXS 測定では Pr 型、Pfr 型のいずれにおいても

凝集が確認されていない [Choudry et al., 2018; Heyes et al., 2019]。従って、phyB の

非特異的凝集に寄与している部位は N 末端 PAS を除く OPM のどこかであると推

測される。 

 Pfr 型 phyB の非特異的凝集は可逆的であったため、Pr 型 phyB の凝集とは異な

るメカニズムであり、恐らくは構造変化に伴う分子表面の変化によるものである

と考えられる。実際、Pfr 型への遷移に伴ってフィトクロム分子の表面が変化する

ことは先行研究でも報告されている[Nakazawa et al., 1991; von Horsten et al., 2016]。

Pr 型 phyB は生体内で生理活性を持たないため、この分子性状の変化はフィトクロ

ムの機能発現メカニズムと密接に相関したものであると考えられる。仮説に過ぎ 
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図 5.21 エンドウマメ由来 large phyAの全体形状推定。(a)Pr型 large 

phyA SAXS プロファイル。黒の曲線は GASBOR モデルから計算

されたプロファイルである。(b)3 章の提案手法によって得られた

large phyA GASBOR モデル形状分布。(c)推定された Pr 型 large 

phyA 推定形状と phyB PSM 結晶構造の重ね合わせ。 

 

 

ないが、我々はこの Pfr 型への遷移に伴う分子性情変化を細胞質内の核輸送受容体

と相互作用するためのものであると推測している(図 5.22)。この仮説は現在唱えら

れている phyB の機能発現メカニズムにうまく合致するものである。第一に、光依 
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図 5.22 本研究で提案した赤色光受容による phyB 核移行メカニズ

ムのモデル。本図においては簡単のために Pr-Pfr ヘテロ二量体で

記述しているが、実際においても Pr-Pfr ヘテロ二量体で核移行す

るのか、あるいは Pfr-Pfr ホモ二量体のみが核移行するのかは現時

点で不明である。 

 

 

存的な核移行[Sakamoto & Nagatani, 1996]では核輸送受容体との相互作用のスイッ

チングが必要になるが、光依存的な分子表面の変化はこの要求を満たすものであ

る。本研究の測定では自己凝集を生じたが、これは in vitro であるために相互作用

の相手が他の phyB 分子しかいなかったためだと考えられる。第二に、本研究で凝

集が OPM 由来の性質であると示唆されたが、先行研究では核移行を OPM が独占

的に担っていると報告されている[Matsushita et al., 2003]。この 2 つの事実を単純

に組み合わせると、OPM の核移行シグナルとしての分子表面変化が in vitro におい

て自己凝集を引き起こしているというメカニズムが予想される。このように本研

究で提案された仮説は現在の phyB シグナル伝達メカニズムにおける通説を補強

するものとなっている。今後の研究によってこの仮説について検証がなされるも

のと期待される。 

 

5.8.3 本研究の展望 

 本研究によって phyB の全体形状及び光依存的な分子性情変化が明らかになっ
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た。これらは先行研究で報告されている事実と矛盾なく合致し得るものであり、

phyB の機能発現メカニズムについて新たな知見を加えるものであった。今後の展

望としては、やはり高分解能での全体形状解析が期待されるが、phyB の分子量を

考慮すると X 線結晶構造解析あるいはクライオ電顕による解析が妥当と考えられ

る。X 線結晶構造解析をする上では結晶化の際に phyB の凝集しやすい不安定な性

質が問題点となる。しかしながら、5.6 節の実験において赤色光、遠赤色光を照射

して得られた Pr 型 phyB は他の測定条件と比較して単分散成分の割合が高かった。

詳細なメカニズムは不明だが、赤色光・遠赤色光の逐次照射によって phyB の単分

散性が改善されることが期待される。クライオ電顕を用いた構造解析に関しては、

本研究室で既に着手しており、助走的な成果ではあるが、化学固定処理を施した

Pr 型 phyB の 8 Å 分解能投影像が得られている(図 5.23)。今後の試料凍結条件の検

討などでさらなる高分解能での投影像や三次元構造が得られるものと期待される。

また、凍結時の光照射条件の変更などによって Pfr 型 phyB についても構造解析を

行うことを現在検討中である。 

 

 
 

図 5.23 クライオ電顕観察像から得られた複数配向からの Pr 型

phyB 投影像。RELION 3.0 [Zivanov et al., 2018]による分類・平均

化処理を行っている。右図は同じスケールの phyB 推定全体形状

であり、スケールバーは 50 Å である 。 



133 

 

6 章 クライオ電子顕微鏡法 

 3-5 章までの研究により、X 線小角散乱法を用いた分子形状推定について新規解析手

法を考案すると共に、考案手法を種々の植物光受容蛋白質に適用することで各蛋白質の

構造及び機能発現メカニズムについて新たな知見を与えることができた。これらの成果

を踏まえ、さらに高分解能で溶液中蛋白質の構造変化を探るべく、本研究ではクライオ

電子顕微鏡法を用いた構造解析を併せて行った。本章では像形成の基本的な原理を説明

すると共に、観察像からの蛋白質構造解析法についても触れる。 

 

6.1 電子顕微鏡における像形成理論 

6.1.1 位相コントラストと弱位相物体近似 [堀内、1988] 

 自由空間を伝播してきた加速電圧 E の電子線が静電ポテンシャル V である物体を透

過する状況を考える。入射電子線の波動関数を  r


0
 とすると、透過直後の波動関数

 r


 は物体との相互作用によって 

     rrqr


0
                              (6.1) 

のように変化する。  rq

は物体の透過関数と呼ばれる。この時、定常状態の Schrödinger

方程式を満たす電子線の波動関数  r


 は平面波で与えられ、その波数 k は 

 



VEme
k




2
                            (6.2) 

で与えられる。V = 0 である自由空間での波数との差をΔk とすると、V≪E の条件下で 

  
E

kV
meEVEmek

2
22

1



                 (6.3) 

と近似的に表現できる。即ち、透過したポテンシャルに応じて位相が進む(図 6.1)。ここ

で、m は電子質量、e は電気素量である。観察されるポテンシャル場は数十 V だが、通

常電子顕微鏡において電子線は数百 kV まで加速されるため、(6.3)式が成り立つ。物体

の厚みをΔz とすると、入射電子線の物体透過で生じる全位相差は(6.3)式より 

E
VzV

E
zk

zz









  



,dd2
p

00

             (6.4) 

で与えられる。σ は物体の相互作用係数、Vpは物体の入射電子線方向への投影ポテンシ

ャル、λ は電子線の波長である。物体の厚みが薄ければ、入射電子線は振幅一定のまま

位相のみ変化するため、透過関数を 

   
p

exp Virq 


                           (6.5) 

と表せる。さらに、物体が非常に薄く、σ Vp≪1 が成り立つ場合、透過関数は 
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図 6.1 物体による電子線の散乱。黒線が平面波である電子線の波面で

ある。赤い丸がポテンシャル V である物体である。クライオ電子顕微

鏡法では観察試料は図の水色の四角のような薄い非晶質氷の膜であ

る(6.2 節)。これはバックグラウンドとして一様に位相を進めるだけだ

が、物体による位相差はこのバックグラウンドとのコントラストとな

ることに注意する必要がある。一般に V > 0 であるため、物体との相

互作用によって電子線の位相は進行方向に進む。 

 

 

 
p

1 Virq 


                               (6.6) 

と近似できる(弱位相物体近似)。この近似下では透過後の波動関数は入射波及び位相が

π/2 ずれた散乱波の重ね合わせと見なせる。以降では基本的にこの近似が成り立ってい

るものとして説明する。 

 

6.1.2 位相コントラストとコントラスト伝達関数 

 前節にて、弱位相物体透過直後の電子線は入射波と位相シフトした散乱波の重ね合わ

せとして近似できることを示した。試料を透過した電子線は対物レンズによって後方焦

点面で試料像の Fraunhofer 回折像を形成し、その後像面上で入射波と回折波の干渉光に

よる像を形成する(図 6.2)。回折像の広がりに対して後方焦点面―像面間の距離が十分

に大きければ、像面上の像は回折像を光源とした Fraunhofer 回折像に等しい。従って、

電子顕微鏡における物体透過から像形成に至る過程は対物レンズ後方焦点面を仲立ち

として Fourier 変換を 2 回行うことに相当する。この時、像面上の位置 x

における強度 



135 

 

 
 

図 6.2 対物レンズによる結像の光路図。対物レンズ(objective lens)は簡略化

して破線で示している。実際の測定では本図のように後方焦点面(back 

focal plane)に対物絞り(objective aperture)が挿入されている。後方焦点面で

は電子線の波動関数は物体の Fraunhofer 回折パターンを形成するため、対

物絞りは高空間周波数でのカットオフとして作用する。 

 

 

 xI

は入射波  x


0

 と散乱波  x


S
 より 

              xxxxxxxI
 


S0

2

S

2

0
Re2           (6.7) 

となる。入射波の振幅を 1 とすると回折波の振幅は σ 2Vp
2であるため、第二項の寄与は

極めて小さい。従って観察像のコントラストは第三項の干渉項由来である位相コントラ

ストが支配する。 

 像面上の波動関数は物体の散乱に加えて対物レンズ収差由来の位相差による影響を

受ける。これを踏まえ、位相コントラストを定式化するため像面上の振幅  x


 を後方

焦点面での波動関数の逆 Fourier 変換として 

       uiuQx


 2expFT
-1

                     (6.8) 

で表す。ただし、  uQ

は透過関数による作用を含めた後方焦点面の位置 u


での波動関

数、  u


2 は対物レンズを通過した際に収差によって生じた位相変化である。(6.6)式

より、弱位相物体では 
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        (6.9) 

となる。(6.7)式を考慮すると、像コントラストは  u


2sin によって決まる。この正弦

型関数をコントラスト伝達関数(Contrast Transfer Function: CTF)と呼ぶ。高倍率観察では

対物レンズ収差は球面収差係数 Csが支配的であり、試料デフォーカス Δ f による位相シ

フトと併せて CTF は 

  









43

s

2

2

1
sinsin kCkfk                 (6.10) 

の形で与えられる(図 6.3)。ただし、ここではu

ではなく単なる空間周波数 k の関数とし

た。対物レンズが完全無収差の場合、試料像のコントラストは(6.7)式第二項のみから由

来する極めて微弱なものとなる。そのため、電子顕微鏡観察では意図的に試料をデフォ

ーカスさせて撮影する。デフォーカス量は撮影条件や加速電圧で変化するが、一般的な

蛋白質構造解析では 0.5-3.0 µm 程度である。 

 

 
 

図 6.3 コントラスト伝達関数の理論曲線。球面収差係数は 2.7 mm、加

速電圧は 300 kV としている。図のように、デフォーカスを深くすると

周期が短くなっていく。なお、このグラフは対物レンズに対して試料

を離すアンダーフォーカスでの CTF 曲線である。オーバーフォーカス

の場合アンダーフォーカスよりも低空間周波数にゼロ点が発生して

しまい、コントラストが悪化する。そのため、電子顕微鏡観察は基本

的にアンダーフォーカスで撮影する。 
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6.2 cryoEM における観察試料 

 電子顕微鏡の最大の特徴はプローブである電子線の相互作用の強さであるが、これに

よって様々な制限が生じる。まず、空気中では電子線が極めて短距離で減衰するため、

電子線パスは試料周囲を含めて高真空に保たれる。当然このような環境では溶液試料は

速やかに乾燥するため、電子顕微鏡が蛋白質構造解析に用いられ始めた当初は乾燥試料

やグルコース溶液で包埋乾燥させた試料を観察していた[Henderson & Unwin, 1975]。こ 

れに対して、薄膜状溶液を急速凍結し、液体窒素などで冷却可能な低温ステージを搭載

した電子顕微鏡で試料観察を行うクライオ電子顕微鏡法(cryoEM)が 1980 年代に開発・

実用化された[Dubochet & McDowall, 1981; Adrian et al., 1984; Dubochet et al., 1988]。105 

K/sec 程度の速度での急速凍結することで溶液中の水分子は非晶質氷を形成する。これ

によって、乾燥や水分子の結晶成長による損傷のない溶液中構造の電子顕微鏡観察が可

能となる。一般に cryoEM 観察においては試料溶液の厚みは数十 nm 程度であり、また

蛋白質溶液は水素、炭素、窒素、酸素、硫黄を中心とした散乱能の小さい軽元素で構成

されている。そのため、cryoEM 観察試料は弱位相物体として 6.1 節の像形成理論に従

うと見なせる。薄膜状溶液の作成方法として現在主流となっているのは µm サイズの孔

が並んだ親水化処理済カーボン膜に蛋白質溶液を滴下し余剰溶液を除去することで、試

料溶液の表面張力を利用して成膜する方法である(図 6.4)。試料の急速凍結には液体窒

素温度付近まで冷却した液体エタンを通常用いる。 

 一方で、cryoEM でも問題となるのが電子線照射による試料損傷である。溶液試料に

電離放射線を照射すると非弾性散乱による共有結合の破壊や一部の水分子の酸素ラジ

カルへの転化により試料蛋白質が損傷する [中迫・山本、2015]。凍結試料では酸素ラジ

カルの拡散が抑制されるため損傷が低減されるものの、cryoEM 観察で試料構造を損な

わないためには照射線量をおよそ 20 e-/Å2 以下に制限しなければならず[Grant & 

Grigorieff, 2015]、得られる像は S/N 比が極めて低い(図 6.5)。この低 S/N 比を克服する

ため、cryoEM による蛋白質構造解析で頻繁に用いられる手法が次節で説明する単粒子

解析法である。 

 

6.3 単粒子解析法 [Frank, 2006] 

 

6.3.1 概要 

 6.2 節で説明した通り cryoEM で得られる蛋白質粒子像は極めて S/N 比が悪く、また 
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図 6.4 cryoEM 凍結試料の作成方法。(a) 試料支持膜であるカーボンフ

ィルムの電顕像。円形の部分が 1.2 um 径の孔である。(b) 薄膜状溶液

作成の模式図。親水化処理されたカーボン膜に試料溶液を滴下すると、

孔の部分に溶液が入り込む。この状態で余剰溶液を除去することで表

面張力によって膜が張られる。 

 

 

 
 

図 6.5 (a) ハツカネズミ由来 apo ferritinの照射線量 20 e-/Å2での cryoEM

観察像。右下のスケールバーは 150 Å。(b) ハツカネズミ由来 apo ferritin

結晶構造(PDB ID: 6S61)。 
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得られる像は 2 次元投影像であるため、三次元構造はこれら粒子像から再構成しなけれ

ばならない。蛋白質粒子はそのアミノ酸配列に固有な立体構造を取ると共に、薄膜状溶

液中で光軸方向に対して自由な配向を取るはずである。これに基づいて単粒子解析法で

は「蛋白質粒子像は投影された配向のみが異なり、同一の構造(単粒子)由来である」と

仮定し、同一配向からの投影像の平均化による S/N 比の向上と、異なる配向の投影像か

らの三次元再構成を行う。各粒子像の配向は未知であるため、実際にはプロジェクショ

ンマッチングという処理を交えて三次元構造を取得する。プロジェクションマッチング

は参照構造から投影像を計算し、投影像と粒子像を比較することで配向を決定する処理

である。三次元再構成は投影断面定理に基づいて行われる。この定理によると、「二次

元投影像の Fourier 変換」と「三次元構造の Fourier 変換の、投影方向を法線として原点

を通る断面」は等しい。従って、決定された配向に従って各粒子像の Fourier 変換をス

ライスとして挿入していくことで三次元構造の Fourier 変換が得られ、これを逆 Fourier

変換すると目的の構造となる。適当な初期構造から出発してプロジェクションマッチン

グと三次元再構成を反復的に繰り返すことで少しずつ配向の精度と 3 次元構造の分解

能が改善されていき、最終的に試料蛋白質の三次元構造に収束する(図 6.6)。適切な初期

構造であれば正しい構造に収束することは数学的に確かめられている。経験則としては

初期構造が概形レベルの分解能(~50 Å)で正しければ、粒子像に問題がない限り正しい

構造に収束する。以降の小節では cryoEM 観察から三次元再構成に至るまでの重要な処

理を簡単に説明する。 

 

6.3.2 Beam Induced Motion とその補正 

 cryoEM では試料への電子線照射に伴い、試料損傷だけではなく試料移動も生じる。

これは Beam Induced Motion (BIM)と呼ばれる現象である。BIM は凍結試料を保持する

カーボン膜の熱膨張による一方向への移動(global motion)と、凍結薄膜の膨張による非

一様な移動(local motion)の 2 種類が存在する。BIM はかつて cryoEM において到達分解

能が~20 Å で頭打ちになっていた最大の要因である。現在では電子線検出器の大幅な性

能向上によって観察像を短い露光時間で分割するフレーム撮影が可能になったため、各

フレームの位置ずれ計算による BIM の補正(motion correction)が標準的な解析の一部と

なっている(図 6.7) [Brilot et al., 2012; Campbell et al., 2012; Li et al., 2013]。motion correction

では観察像全体のシフトによって global motion を補正し、その後観察像を 5×5 程度の

領域に分割し、各領域をシフトさせることで local motionを補正する [Zheng et al., 2018]。 
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図 6.6 単粒子解析法の概略図 

 

 

 また、フレーム撮影にはもう一つの大きな利点が存在する。6.3 節で述べた通り試料

損傷を避けるためには照射線量が 20 e-/Å2以下に制限される。しかし、これは高分解能

の構造情報を保つための基準であり、各分解能における許容照射線量は空間周波数に対

して指数関数的に減少することが先行研究で報告されている[Unwin & Henderson, 1975; 

Baker et al., 2010]。従って、各フレームについて、そのフレームの撮影時点での照射線

量を許容する空間周波数の情報だけを取り出すことで構造情報の損失を回避しつつ像

コントラストを改善することが可能である(Dose Filtration) [Grant & Grigorieff, 2015]。こ

れはフレームごとの処理であるため、BIM の補正と並列して行われる。 
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図 6.7 図 6.5 の cryoEM 観察像について motion correction 及び dose 

fractionation を行わずに積算した観察像(a)と行った観察像(b)。電子線

照射線量は 100 e-/Å2である。補正によってコントラストが向上してお

り、例えば左のコンタミネーションの縁が鮮明化している。本図での

補正には Unblur&Summovie [Brilot et al., 2012; Grant & Griogorieff, 2015]

を用いた。 

 

 

6.3.3 CTF の推定と補正 

 cryoEM 観察像は投影ポテンシャルを反映した位相コントラスト像だが、CTF の

Fourier 変換である点拡がり関数が畳み込まれ、構造情報に変調がかかっている。そのた

め正しい構造情報を得るためには CTF の補正とそのためのパラメータ推定を行わなけ

ればならない。変調は実空間では点拡がり関数の畳み込みだが、逆空間では CTF の乗

算であり、取り扱いが単純である。そのため、推定・補正共に逆空間上で行う。 

 まず推定について簡単に説明する。CTF は複数のパラメータに依存するが、球面収差

係数や電子線波長は装置によって決定される値であるため、CTF の推定とは即ちデフォ

ーカス値の推定に等しい。cryoEM観察像を Fourier変換すると Thon ringと呼ばれるCTF

由来のリングパターンが表れる[Thon, 1971] (図 6.8)。デフォーカス値はこの Thon ring に

対してフィッティングを行うことで推定する。なお、前節の BIM 補正を行うことで像

コントラストが改善し、Thon ring の S/N 比も向上する。そのため、CTF の補正は BIM 
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図 6.8 (a)cryoEM 観察像(図 6.7b の全体像)の Fourier 変換像。画像中心

の同心円状パターンが Thon ring である。左下は推定パラメータから

計算されたパターンであり、実験データの Thon ring と周期がよく一

致していることがわかる。(b)一次元での CTF曲線のフィッティング。

緑色の曲線がバックグラウンド減算された実験データ、オレンジ色の

曲線がフィッティング曲線、青色の曲線が実験データとフィッティン

グ曲線の相関係数である。本図の CTF パラメータは CTFFIND 4.0 

[Rohou & Grigorieff, 2015]で推定し、統合解析環境 cisTEM [Grant et al., 

2018]にて出力された図を用いている。 
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の補正後に行われる。 

 次に補正方法だが、CTF の補正は粒子像毎に Wiener フィルターによって行われる。 

観察された粒子像の Fourier 変換を X

、正しい粒子像の Fourier 変換を F


とすると、X


の

ピクセル j での値
j

X は 

jjjj
NFX  CTF                           (6.11) 

と表せる。CTFjはピクセル j での CTF の値、Njはピクセル j でのノイズの値である。ピ

クセル j に対する Wiener フィルターSjは推定値
j

F̂ と真値 Fjの平均二乗誤差を最小化す

る関数、即ち 

jjjjj
S

j
XSFFFS

j








 ˆ,ˆEminarg

2

             (6.12) 

として与えられる。ただし E[·]はノイズのみ異なる複数の同様の粒子像のアンサンブル

平均であり、ノイズが乱数であるためこのような定式化となっている。ノイズと信号の

間に相関がない場合、Wiener フィルターは(6.12)式を偏微分することで 

F

j

N

jj

j

j

PP

S







2

CTF

CTF
                      (6.13) 

となる。但し、Pj
N、Pj

F はそれぞれノイズ、信号のパワースペクトルである。定性的に

は、分子部分で位相を打ち消しつつ、分母で振幅の補正を行うフィルターである。また、

構造情報が失われている CTF のゼロ点近傍ではフィルターは単に S/N 比となって発散

を防ぐ。このゼロ点近傍での情報欠損を補うため、単粒子解析では複数のデフォーカス

の異なる画像を足し合わせることで欠損のない構造を得る。なお、(6.13)式では CTF を

複素数として扱っているが(6.10)式では CTF は明らかに実数関数であり、実際において

も電子線が光軸から傾斜しているなどの特殊な状況でのみ CTF を複素数として取り扱

う必要が出てくる。そのため、Wiener フィルターにおいても実数として扱って実用上問

題はない。 

 

6.3.4 三次元再構成 

 cryoEM の分野では多くの研究室によって開発された解析プログラムが公開されてい

るが、その中でも三次元再構成関連のプログラムは他の処理部分と比較して圧倒的に数

が多く、プロジェクションマッチングや再構成計算、収束判定など多くの点で流儀が異

なる。ここでは、本研究で使用したプログラム RELION [Scheres, 2012a; Scheres 2012b]

での定式化に従って説明する。 
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 RELION では、三次元再構成は Wiener フィルターに基づいて行われる。反復計算の

中で新たに再構成される三次元構造の Fourier変換 new
V


について、ボクセル lでの値 Vl
new

は N 枚の粒子像
i

X


(i = 1, 2, …, N)から、以下の式によって計算される。 
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ここで、Xijは粒子像
i

X

のピクセル jでの値、CTFijは粒子像

i
X

のピクセル jでのCTF値、

old

i は一回前の構造 old
V


とのプロジェクションマッチングから決定された
i

X

の配向が ϕ

である確率密度分布である。RELION では重み old

i の下 ϕ についての積分を行うことで

粒子像の配向を一意に決定されるパラメータではなく、広がりを持った分布として扱っ

ている。
T

lj
P はスライスを三次元的に挿入する演算子であり、ピクセル j の値を与えら

れた配向 ϕ に従ってボクセル l へ挿入する L×J 行列として定義される。
old2

ij
 、

old2

l
 は

それぞれ
i

X

のピクセル j におけるノイズの分散、参照構造 old

V


のボクセル l における信

号の分散であり、(6.13)式における Pj
N、Pj

Fと等価である。
old2

ij
 、

old2

l
 は参照構造及び決

定された配向に依存するため new
V


と同様に以下の式によって更新される。 
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2
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2

1
ll

V                                       (6.16) 

(6.15)式右辺は観測値と推定された真値(期待値)の分散であり、(6.11)式より明らかにノ

イズの分散に等しい。(6.16)式も信号の分散をほぼそのまま代入する式である。粒子像

の配向、参照構造の収束によってこれらの値も正しい値へ収束する。従って、反復計算

終了時に (6.14)式は理想的な Wiener フィルターとして振る舞い、尤もらしい三次元構

造を与える。 

 上記の説明は単一構造への三次元再構成であるが、複数構造を仮定して構造を分類し

ながら三次元再構成を行うことも可能である。この場合でも初期構造は 1 つで十分であ

り、分割された粒子像のサブセット間での構造の偏りを起点として反復計算の中で自然

と分類されていく。この方法は大きなサブユニットの有無を弁別できるほか[Scheres, 

2012a]、誤って粒子像として切り出された夾雑粒子の弁別にも用いられる。また、この

複数構造への分類は 2 次元投影像に対しても適用可能であり、夾雑粒子の除去に大きな
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効果を発揮する(図 6.9)。そのため、切り出された粒子像は三次元再構成前に 2 次元投影

像の状態で分類にかけられ、夾雑粒子が除去される。 

 本節では分解能の評価方法についても説明する。RELION では分解能の評価に Fourier 

Shell Correlation (FSC) [Saxton & Baumeister, 1982; van Heel & Stoffler-Meilicke, 1985]を用

いる。FSC は 2 つの構造
1

V

、

2
V

がどの程度の分解能まで構造が一致しているかを評価す

る指標であり、空間周波数 k に対して 
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kl

l

kl
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VV

VV
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2

2

2

1

21

FSC                      (6.17) 

で定義される、空間周波数に依存して減少する関数である(図 6.10)。ある cryoEM 構造

の分解能を評価する場合、粒子像を 2 つのデータセットに分けて三次元再構成を行い、

得られた 2 構造の FSC を計算することで分解能を評価する。現在の主流としては、FSC 

= 0.143 まで値が減衰した時の空間周波数を有効分解能として用いている[Rosenthal & 

Henderson, 2003]。なお、RELION では三次元再構成最初の段階でデータセットを 2 つに

分け、それぞれ独立に三次元再構成を行った上で最終的な三次元構造を計算する。この

方法を用いることで再構成においてオーバーフィッティングによるアーティファクト

がほぼ出現しないことが確認されており[Chen et al., 2013]、この方法で得られた二つの

構造から計算される FSC を gold-standard FSC (GS-FSC)と呼ぶ [Scheres & Chen, 2012]。

以降の本研究での cryoEM 構造に対する分解能評価は GS-FSC に基づくものである。 

 

6.3.5 高分解能構造の強調 

 一般に、単粒子解析法で得られた 3 次元構造は評価された分解能と比して高分解能の

特徴が見えない。これは電子線の不完全なコヒーレンスや検出器感度などによる高空間

周波数でのコントラスト喪失が原因である。これは構造振幅の空間周波数的な減衰とし

て表れる。そのため、高空間周波数の構造振幅を引き上げるように補正することで高分

解能構造を強調する(post processing) [Rosenthal & Henderson, 2003] 。先行研究では高空

間周波数での減衰をガウス関数として近似している。コントラスト損失が構造全体で一

定であると仮定すると、空間周波数 k での平均構造振幅 V(k)は 

  









2

4
exp k

B
kV                            (6.18) 
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図 6.9 大腸菌由来 β-galactosidase 粒子像の 2 次元投影像分類結果。赤

枠で囲まれた画像は β-galactosidase 投影像、それ以外は夾雑粒子か構

造が壊れた β-galactosidase 粒子像であると考えられる。 

 

 

 
 

図 6.10 実際の 3 次元構造から得られた FSC 曲線。破線は FSC=0.143

であり、ここから分解能は 3.2 Å と見積もられる。 
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と変調される。ここで、B は損失の度合いを表すパラメータであり、結晶構造解析にお

ける温度因子に対応する。そのため、cryoEM においてもこのパラメータを結晶構造解

析と同様に B-factor と呼称する。このガウス関数型の減衰を補正することで高分解能構

造協調を行う。post processing 前後のポテンシャルマップを比較すると側鎖側鎖などの

高分解能の構造が強調されることがわかる(図 6.11)。しかし、実際には構造揺らぎや非

一様な試料損傷などによりコントラスト損失は構造全体で一定ではない。そのため、低

分解能な領域は過剰な強調がなされることに注意する必要がある。 

 

6.4 連続的構造変化の解析方法 

 6.3.1 節で述べた通り、単粒子解析法では試料蛋白質の構造が画一的であると仮定し

ているが、多くの蛋白質はその構造を連続的に変化させている。氷包埋された蛋白質分

子はその一つ一つが構造変化の中のコンフォメーションに固定されると考えられるた 

 

 
 

図 6.11 post processing による高分解能構造の強調。 
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め、cryoEM 観察像における蛋白質粒子像は構造多型を有している。2000 年代までこの 

構造多型は分解能向上を妨げる因子でしかなかったが、装置や解析手法の進歩によって 

より高分解能での構造解析が行われるようになった現在ではこの構造多型を可視化・解

析する試みが活発になされている[Sorzano et al., 2018]。本節ではこれらのうち代表的な

手法と現状の問題点について簡単に説明する。 

 最初期の試みは 6.3.4 節で説明した構造分類に基づくアプローチである。蛋白質の構

造多型はサブユニットの有無とは異なり、分子全体の中の一部の領域に生じる場合が多

い。そのため通常の分類では分子全体の信号によって構造の差異が埋もれてしまい、弁

別が困難であった。これを解決するべく 2015 年に提案されたのが Focused Classification

と呼ばれる方法である[Bai et al., 2015]。この方法では、まず通常通りに三次元再構成を

行う。この時、構造多型が局所的であるため配向は正しく決定されていると仮定する。

配向決定後、Particle Subtraction と呼ばれる処理によって興味ある部分(多型を示す領域)

以外の構造を粒子像から差し引く(図 6.12)。この処理によって粒子像は興味ある部分の

みになるため、これらに対して配向を固定して 3 次元構造分類を行うことで構造多型を

可視化する。配向を固定して分類を行うのは画像全体に対して信号を持つ領域が僅かで

あり、プロジェクションマッチングがノイズに引きずられやすいためである。簡便かつ

適用範囲の広い手法であるが、欠点は 3 次元構造分類そのものの不完全性である。人の

目で見て明らかな程度に構造を分類できた例もあるが[Nakanishi et al., 2018]、連続的に

構造を変化させて作られたテスト粒子像について、適切に分類できなかったという結果

も報告されている[Zhong et al., 2019]。従って、ある程度の構造多型弁別は可能であるも

のの、完全な弁別は不可能な手法である。 

 Focused Classification をさらに一歩押し進めた方法が Multi-body Analysis と呼ばれる

方法である[Schilbach et al., 2017; Nakane et al., 2018]。この方法では、蛋白質 3 次元構造

を剛体として見なせる複数の領域に分割する。Particle Subtraction によって粒子像毎に

各領域の投影像を取得し、各領域ごとに三次元再構成を行う。反復計算の最初に Particle 

Subtraction をやり直すことで、各領域の構造が改善されていく。また、1 枚の粒子像の

中で領域ごとの配向が異なる場合、これは構造揺らぎを反映している。そのため、この

配向のずれを解析することで分子の内部運動を可視化することが可能である[Nakane et 

al., 2018]。しかしながら、Multi-body analysis は各領域の分子量が 200 kDa 以下になると

配向決定が困難になることが報告されている [中根、2018] 。 
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図 6.12 Particle Subtraction の概略図 

 

 

 上述の方法とは全く別の原理に基づくアプローチが多様体学習と呼ばれる方法であ

る。cryoEM では蛋白質構造は 2 次元あるいは 3 次元の「画像」であり、ある 1 つの粒

子像は各ボクセル、あるいはピクセルの値によって定義される。例えば J×J ピクセル
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の 2 次元投影像は J 2 次元空間上の一点と見なせる。ある一つの配向について多数の粒

子像を集めると、これらは各粒子像の構造の違いを反映して J 2 次元空間上で何らかの

分布を形成する。一方、蛋白質の構造変化は一般に 2-3 の自由度で記述できるため、こ

の粒子像の分布は J 2次元上で 2-3次元の超曲面(多様体)として分布していると考えられ

る。この J 2 次元空間上の多様体を低次元に射影し、構造の分布を可視化する方法が多

様体学習である(図 6.13)。3 節で紹介した主成分分析も多様体学習の一種である。多様

体学習の大きな利点は試料蛋白質の構造変化について自由エネルギー地形を可視化で

きることである。熱平衡な溶液中の蛋白質 1 分子はカノニカルアンサンブルであると見

なすことができる。この系における微視的状態とはコンフォメーションであり、あるコ

ンフォメーション i を取る確率 ωiは 
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1
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1
 


                    (6.19) 

で与えられる。ここで、kBはボルツマン因子、T は絶対温度、  Z は分配関数、Giはコ

ンフォメーション i における自由エネルギーである。系の分配関数が不明な場合(6.18)

式から自由エネルギーを直接求めることは不可能であるものの、自由エネルギー差を求

めることは可能である。最頻コンフォメーションの出現確率を ω0 とすると、コンフォ

メーション i の自由エネルギー差
i

G は 

0

0
ln



i

Bii
TkGGG                        (6.20) 

となる。この式について、コンフォメーションの出現確率 ωiが cryoEM 観察像における

出現頻度と等価であるとすると、多様体学習で得られた粒子像の分布を頻度分布に変換

し、(6.19)式を適用することで自由エネルギー地形が得られる。 

 各構造の安定性や構造遷移における経路の定量的な議論を可能にするため、蛋白質動

態解析において自由エネルギー地形が得られることは極めて重要である。現在提案され

ている方法としては配向ごとに自由エネルギー地形を計算し、1 つの地形に統合する方

法[Dashti et al., 2014]や、三次元構造分類で数百個の 3 次元構造を得たうえでこれらにつ

いて多様体学習を行う方法[Haselbach et al., 2018]が存在する。しかし、前者の方法は S/N

比の低い生の投影像同士を比較するため、適用できる対象が S/N 比が良いサイズの大き

い試料に限定される。また、後者についても、三次元構造分類自体が不完全なため、計

算結果が信頼できるのはサイズが大きくある程度分類がうまくいく試料に限られてく

る。 
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図 6.13 多様体学習の概略図 

 

 

 以上が現在提案されている方法の中でも比較的うまくいくことが確認されている方

法であるが、問題点がいくつか存在する。まず Focused Classification においては上述し

た通り完全な分類を行うことは実質的に不可能である。また、単に構造を分類するため、

構造揺らぎや自由エネルギー地形の可視化につなげることは困難である。Multi-body 

analysis や多様体学習は Focused Classification の欠点を克服しているものの、現在提案さ

れている手法は全て分子量の大きい試料に適用が制限される。実際、これらの手法で解

析ができた試料は小さい試料でも 1.4 MDa [Schilbach et al., 2018]から 2.5 MDa [Nakane et 

al., 2018]、大きい試料では 5 MDa を超える[Dashti et al., 2014; Nakane et al., 2018]。従っ

て、本研究で扱ってきたような数百 kDa 程度の分子量の蛋白質について動態解析を行

うためには新たな手法を開発しなければならない。そこで、我々は分子動力学(Molecular 

Dynamics: MD)計算を組み合わせた新規的な蛋白質動態解析手法を開発し、既存手法の

適用が困難な分子量 280 kDa の試料蛋白質 GDH についてドメイン開閉運動の解析を行

った。これらの詳細を次の 7 章で述べる。 
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7 章 cryoEM による GDH ドメイン運動解析 

 前章末に述べた通り、現状の手法では巨大な超分子複合体でない限り、cryoEM 観察

像から連続的な構造変化を解析することは困難である。本研究では超高度好熱菌由来グ

ルタミン酸脱水素酵素の cryoEM 構造解析を通じて、MD 計算と組み合わせた新規的な

蛋白質構造変化解析手法を開発し、既存手法では不可能な GDH ドメイン運動の自由エ

ネルギー地形可視化に成功した。本章ではこれらの詳細について述べる。 

 

7.1 超高度好熱菌由来グルタミン酸脱水素酵素 

 超高度好熱菌由来グルタミン酸脱水素酵素(GDH)は総分子量 280 kDa のホモ六量体蛋

白質である(図 7.1a)。GDH は補酵素であるニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン

酸(NADP)と共にグルタミン酸を脱水素反応によって α-ケトグルタル酸へ変換する機能

を持ち、尿素合成における必須酵素である。各サブユニットはヌクレオチド結合サイト

を持つ NAD ドメインと六量体形成部位である core ドメインから構成され、ドメイン間

はグルタミン酸結合サイトを有する活性クレフトとなっている(図 7.1b)。リガンド非結

合結晶構造の各サブユニットを比較するとNADドメインの coreドメインに対する相対

位置が異なっており(図 7.1b)、また SAXS プロファイルは結晶構造から計算されたプロ

ファイルと異なるものであった [Nakasako et al., 2001]。これらの結果から GDH は溶液

中で自発的なドメイン開閉運動を行っていると考えられている。実際、GDH は結晶構

造での構造変化と同様のドメイン開閉運動を行っており、またこの運動は活性クレフト

内部の局所的な水和構造変化と協奏的に生じていることが MD 計算の結果から報告さ

れている[Oroguchi & Nakasako, 2016]。 

 GDH は本研究における解析対象として複数の利点を備えている。まず、マルチドメ

イン蛋白質であり、構造変化が剛体的なドメイン間の相対変位として生じるため、解析

が比較的容易である。3つ以上の剛体的領域から成る蛋白質では運動が複雑化するため、

2 つの機能ドメインのみから構成されている、という点も重要である。第二に GDH は

先行研究が豊富であり、構造変化の様式が既知である他、結晶構造や SAXS プロファイ

ル、MD 計算など cryoEM との相補的な比較が可能なデータが多く存在する。解析によ

って得られた動態をこれらのデータと比較することで妥当性などの評価が可能となる。 

 以上を踏まえ、本研究ではリガンド非結合 GDH の cryoEM 観察を行い、既存手法及

び開発した新規手法を用いてドメイン開閉運動の解析を行った。 
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図 7.1 (a)GDH 六量体結晶構造(PDB ID: 1EUZ)。(b) 開構造であるサブ

ユニット A と閉構造であるサブユニット E の core ドメインによる重

ね合わせ。 

 

 

7.2 GDH の cryoEM 構造解析 

 

7.2.1 試料作成と cryoEM 観察 

 GDH の発現・精製は先行研究で確立されているプロトコルに従って行った [Nakasako 

et al., 2001; Oroguchi & Nakasako, 2016]。精製された GDH は 10 mg/mL 濃度で 5 mM Tris-

HCl 緩衝液(pH 7.5)に溶解させ、試料作成に用いた。cryoEM 観察試料作成には通常 0.5-

1.0 mg/mL 程度の試料溶液が用いられ、今回の GDH 溶液試料は極端に濃度が高い。こ

れは、他の試料と比較して GDH の溶液濃度に対する cryoEM 観察時の視野内数密度が

低いためである。この原因は恐らく試料作成時の余剰溶液除去において溶液を吸わせる

濾紙と GDH の親和性が高いためと考えられている。この問題に対しては試料濃度を上

げる程度しか対応策が存在しないため、上記濃度で調製している。 

 凍結試料の作成、及び cryoEM 観察は大阪大学大学院生命機能研究科難波研究室(当

時)にて行われた。観察用グリッドには Mo R1.2/1.3 200mesh holey carbon grid (Quantifoil, 

Groβlöbichau, Germany)を使用した。これはモリブデン製グリッドに 1.2 µm 径の孔が 1.3 

µm 間隔で空けられたアモルファスカーボン膜を載せたものである。凍結試料の作成に

は Vitrobot (Thermo Fisher, Waltham, MA) (図 7.2a)を使用した。Vitrobot は余剰溶液の除
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去及び液体エタンへの突入による急速凍結を自動的に行う装置である。以下に凍結試料

作成手順を簡単に記す。まず親水化処理済グリッドを保持したピンセットを Vitorobot

内部にセットする。Vitrobot 内部は温湿度が制御可能であり本実験では 4℃、湿度 98%

に設定した。次に Vitrobot 側面に設けられた小窓から試料溶液 2-3 µL をグリッドに滴

下する。滴下後、速やかに装置を操作することで濾紙が取り付けられたロボットアーム

による余剰溶液除去と液体エタンへの突入による急速凍結が自動で行われる。濾紙をグ

リッドへ押し付ける時間は任意に設定でき、良好な膜厚の試料を得るためには試料溶液

の粘性等を考慮してこの時間を調整しなければならない。本実験では 3 秒あるいは 5 秒

間に設定し、その後の cryoEM 上でのスクリーニングを経て良好な試料について観察を

行った。 

クライオ電子顕微鏡は難波研究室の JEM-Z200FSC (CRYO ARM; JEOL, Tokyo, Japan)を

使用した(図 7.2b)。また、電子顕微鏡の調整及び後述の自動測定は難波研究室の加藤貴

之特任准教授(当時)の指導・支援の下で行った。CRYO ARM は加速電圧 200 kV、球面

収差係数 1.4 mm の電子顕微鏡である。(6.4)式より、相互作用係数は加速電圧に反比例 

 

 
 

図 7.2 (a) Vitorobot 装置写真。温湿度などのパラメータは上部コントロ

ールパネルで操作する。試料槽中心部の器具はロボットアームであり、

ハの字状の部分に濾紙を取り付ける。(b) CRYO ARM 200 装置写真。

黄枠の部分から凍結資料を搬送する。 
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するため、GDH 程度のサイズの分子では加速電圧が小さめの方が良好なコントラスト

が得られやすい。CRYO ARM には Ω-フィルターと呼ばれる電子線のエネルギーフィル

ターが存在する(図 7.3)。これは名前の通り Ω 型に電磁石が配置されており、このフィ

ルターを通過した電子線は波長によって通過後の出射位置が変化するため、直後にスリ

ットを設置することで波長依存的に電子線をフィルタリングできる。CRYO ARM 200

におけるスリット幅は 10 eV に相当する。これによって非弾性散乱電子線を除去するこ

とが可能であり、回折波の振幅が変化しコントラストが向上する。また、観察像の強度

についてスリットの有無による比較を行うことで非弾性散乱電子の割合、即ち試料の厚

みを評価することができる。経験則として、200 kV 電子線の場合良好な厚みの試料で

は 20-30%程度の変化量に収まる。この指標によって凍結試料のスクリーニングを行っ

た後、自動測定ソフトウェア JADAS(JEOL)によって自動観察を行った。JADAS は試料

グリッドについて適当な領域を指定することで、自動的に指定領域内の孔を検出し撮影

を行う。撮影条件は倍率 56,179 倍、照射電子線量 8.15 e-/Å2/sec、露光時間 10 秒であっ

た。観察像は電子線検出器 K2-summit (Thermo Fisher, Waltham, MA)によって 50 フレー

ムに分割して記録された。なお、上記倍率での観察像のピクセルサイズは 0.87 Å であ

った。 

 

 
 

図 7.3 Ω-フィルター模式図。青色の経路の電子線と比較して赤色の経

路の電子線は波長が短い。フィルター出射部にスリットを設けること

で電子線の波長を選択できる。 
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7.2.2 三次元再構成までの観察像処理 

 JADAS によって自動測定された観察像から試料液膜が張っていない、非晶質氷が再

結晶化している、エタン氷や霜の巨大な粒子が写り込んでいるなどの解析に適さない観

察像を目視で除去し、最終的に 1784 枚の観察像を取得した。motion correction 及び dose 

fractionation を MotionCor2 [Zheng et al., 2018]で処理し、Gctf[Zhang et al., 2016]によって

CTF パラメータの推定を行った (図 7.4)。この時点で各観察像の Thon ring を確認し、

パラメータが誤っている観察像やデフォーカスが浅すぎる、あるいは深すぎる観察像を

除外した。この処理後の観察像枚数は 1473 枚であり、デフォーカスの範囲はおよそ 0.5-

2.3 µm に収まった。 

 次に GDH 粒子像の切り出しであるが、これにはテンプレートマッチングと呼ばれる

方法を使用した [Scheres, 2015]。テンプレートマッチングではまず目視で 1000 個程度

の粒子像を選択し、2 次元投影像分類によって S/N 比のよい平均投影像を得る。この中

から異なる配向の粒子像を 3 個ほど選出し、これをテンプレートとして観察像内の相関

の高い部分を粒子像として自動で切り出す。ただし、オーバーフィッティングを避ける

ためテンプレートに 20 Å 程度のローパスフィルターをかける必要がある。テンプレー

トマッチングによって切り出された 339,009個の粒子像を投影像分類にかけることで夾

雑分子を排除した。分類後に残った粒子像は 207,707 個であり、平均投影像は 6 Å 程度

の分解能であった(図 7.5)。一般によいデータとされる条件は「平均投影像中に二次構造

が視認できること」とされている。図 7.5 ではヘリックスと思しき構造などが見えてお

り、比較的質の良好なデータセットであったと言える。この 207,707 個の粒子像から三

次元再構成を行った。 

  

7.2.3 GDH 三次元再構成 

 まず、7.2.2 節で得られた平均投影像から e2initalmodel によって三次元初期構造を作

成した。e2initalmodel は単粒子解析用プログラムパッケージ EMAN2 [Tang et al., 2007]

に組み込まれているプログラムであり、複数の異なる配向からの平均投影像からコモン

ライン法[Crowther et al., 1970]によって三次元再構成を行う。投影断面定理より、投影像

の Fourier 変換は三次元 Fourier 変換の原点を通るスライスに等しいため、異なる配向で

ある 1 組の投影像は逆空間上で一本の線分を共有する(コモンライン)。コモンライン法

はこれに基づき、投影像間のコモンラインから各投影像の配向を決定する方法である。 

 得られた e2initialmodelで得られた構造を参照構造としてまず三次元構造分類を行い、 
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図 7.4 (a) motion correction、dose fractionation 処理を施した GDH cryoEM

観察像。デフォーカスは 1.3 µm、右下のスケールバーは 200 Å である。

(b) (a)の Thon ring (右)と推定されたパラメータから計算された CTF 曲

線(右)。白い円は Gctf が評価したこの観察像の有効分解能であり、4.2 

Å 相当の空間周波数である。 
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図 7.5 GDH 二次元平均等映像。例えば左下の投影像では紐のような構

造が見えるがこれはヘリックス構造と推定できる。 

 

 

周囲に粒子が存在するなど解析に適さない三次元構造を除去した。分類後に残った

169,240 個の粒子像を用いて三次元再構成を行った。なお、試料蛋白質に回転対称性が

存在する場合、試料粒子像について探索すべき配向が制限され、また配向が制限される

ことで実質的に枚数が増え分解能が向上する。そのため、三次元再構成は GDH が持つ

D3 回転対称性の拘束条件下で行った。得られた三次元構造は GS-FSC で 3.4 Å 分解能

であった(図 7.6)。 

 粒子像の配向分布を確認したところ、三つの配向に粒子像が集中する非常に偏った分

布となった(図 7.7a)。これは preferred orientation と呼ばれる現象であり、薄膜状溶液中

の蛋白質分子が急速凍結されるまでのわずかな時間にブラウン運動によって気液界面

へ到達することで生じると考えられている。また、多くの場合 preferred orientation にあ

る粒子は気液界面に接触した部分、あるいは全体の構造がアンフォールドによって崩壊

する [D’Imprima et al., 2019]。GDH の場合、全体構造は崩壊していないものの、気液界

面に接触したサブユニットは崩壊している可能性が高い。そこで、全粒子像のサブユニ

ットのうちどれだけの割合が気液界面に接触しているか見積もりを行った。まず、粒子

像が集中した各配向(Orientation 1-3)について割り当てられた粒子像の枚数を算出し全

粒子像に対する割合を求めたところ、Orientation 1 から順に 2%、38.5%、10.6%であっ

た(図 7.7a)。次に、各配向において GDH がどのように気液界面と接触し得るかを検討

した(図 7.7b)。その結果、各配向で 2-4 個の NAD ドメインが接触し得ると判断した。こ 
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図 7.6 cryoEM 観察像から再構成された GDH 三次元構造。6.3.5 節で説

明した処理により高分解能構造を強調して表示している。 

 

 

こから、粒子像の中の全サブユニットの内最大 30%程度が NAD ドメインで気液界面に

接触していると見積もられた。これら 30%の NAD ドメインは本来の構造を損なってお

り、一方で残りの 70%のサブユニットはバルク溶媒中でその構造を保っていたと考えら

れる。 

 局所的な分解能をプログラム blocres [Cardone et al., 2013]によって評価したところ、

core ドメインでは 3.0-2.6 Å 程度であった。実際、ポテンシャルマップには二次構造や

アミノ酸側鎖が良好に確認でき、結晶構造ともよく一致した(図 7.8a)。また、活性クレ

フト中には小分子程度のサイズの孤立したポテンシャルマップが確認された。これは試

料溶液の組成を考慮すると tris 分子であると考えられる(図 7.9)。一方、NAD ドメイン

は局所分解能が 3.2 Å 以下であると見積もられ、ポテンシャルマップも結晶構造との重

ね合わせが困難な特徴に乏しいものであった(図 7.8)。このドメイン間での分解能の差

異はドメイン運動を反映したものであると考えられる。また、ポテンシャルマップから

Fourier 変換によって SAXS プロファイルを計算し、Guinier 解析によって慣性半径を評 
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図 7.7 (a)GDH cryoEM 粒子像の配向分布。割り振られた粒子像の数が

多い配向ほど赤く着色されている。また、D3回転対称性による拘束を

加えているため、立体角が制限されている。(b)各 preferred orientation

における GDH の気液界面との接触評価。青の破線が気液界面に対応

しており、矢印で示された部分が接触しうる領域である。 
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図 7.8 GDH cryoEM 構造と結晶構造との比較。(a) 結晶構造と各ドメイ

ンの二次構造の比較。左の列が core ドメイン、右の列が NAD ドメイ

ンの二次構造である。アミノ酸は一文字表記で記している。(b) サブ

ユニット全体での結晶構造との比較。cryoEM 構造では NAD ドメイン

に相当する領域を欠損している。 

 

 

 
 

図 7.9 活性クレフト中の孤立したポテンシャルマップ。アミノ酸は 3

文字表記で記されている。水素結合が生じていると思われる極性原子

間を破線で繋いでいる。 
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価したところ 42.6 Å となり、実験値である 43.9 Å [Nakasako et al., 2001]に近い値が得ら

れた。SAXS プロファイルは溶液中での構造揺らぎを反映するため、cryoEM から得ら

れた GDH ポテンシャルマップは溶液中での構造揺らぎのアンサンブル平均と見なせる。 

 

7.2.4 Focused Classification による NAD ドメインコンフォメーションの分類 

 7.2.3 節の結果より、cryoEM で得られた GDH 粒子像は NAD ドメインがドメイン開

閉運動由来と思われる構造多型を示した。そこでこの構造多型を解析するべく、GDH 全

体構造のうち、ある一つの NAD ドメインのみに着目した Focused Classification を行っ

た(図 7.10)。また、Focused Classification を行うにあたって全粒子像に対して Symmetry 

Expansion と呼ばれる処理を行った[Scheres, 2016]。回転対称性による拘束条件下では一

枚の粒子像に存在する全サブユニットを平均化しているため、C1(対称性なし)として配

向を振り分け直さなければ分類ができない。一方で、GDH は MD 計算および酵素活性

測定の結果から各サブユニットは独立に運動・機能発現することが報告されており

[Oroguchi & Nakasako, 2016]、 C1 として配向を振り分けて 1 つの NAD ドメインのみに

着目すると残りの 5 つの NAD ドメインの構造揺らぎを捨てることになってしまう。

Symmetry Expansion では分子の回転対称性に従って各粒子像の配向を振り分けなおす

のではなく対応する配向に粒子像をコピーする。この操作を施すことで全ての NAD ド

メインを母集団として分類することが可能となる。また、前章でも述べた分類の不確か

さを評価するため、初期乱数のみを変えた Focused Classification を 10 回行い(1st-10th  

 

 
 

図 7.10 本研究で実施した Focused Classification の概略図。各クラスに

記された数字は粒子像の割合/分解能である。 
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Classification)、その結果の比較を試みた。 

 Symmetry Expansion 後の粒子像を Focused Classification によって 8 クラスに分類した

ところ、どの Classification においても 4-5 個のマップが NAD ドメインとして解釈可能

であり(図 7.11、付録 B1, B2)、残りは NAD ドメインの形状が崩れた低分解能なマップ

であった。また、解釈可能なマップに分類された粒子像と低分解能マップに分類された

粒子像の割合は全ての Classification で 7:3 程度であった(付録 B1)。低分解能マップの 3

割という数字は気液界面に接触しているであろうサブユニットの割合と一致しており、

従ってこれらのマップは気液界面に接触して構造が壊れてしまったサブユニットであ

ると解釈できる。以降は解釈可能なマップについてのみ議論する。 

 各 Classification 内でマップを比較すると、マップ間で局所分解能と共に活性クレフト

の開き方に差異が見られた(図 7.11、付録 B2)。また、Classification 間でも得られた分類

結果は互いに異なるものであった。例えば、1st Classification では開構造(open)、2 種類

の半開構造(half-open1, 2)、閉構造(closed)の 4 つの構造に分類された(図 7.11)。なお、half-

open1 と half-open2 は図 7.11 では差異がほとんどないが、紙面に垂直な方向に NAD ド

メイン位置が異なっている。一方で、他の Classification では open と half-open の中間構

造(open/half-open)や half-open と closed の中間構造(half-open/closed)といった別の構造が

現れた。これら結果の不一致は NAD ドメインの構造変化が連続的であることや、

Focused Classification そのものが不完全であることが原因であると思われる。この結果

を踏まえ、我々は Focused Classification で得られた構造が複数コンフォメーションの結

合としてモデル化し、解析を試みた。次節でその詳細を述べる。 

 

7.3 新規解析手法による GDH ドメイン運動解析 

 

7.3.1 解析のための仮定と MD 計算の利用 

 前節の結果より Focused Classification を用いても、得られる構造は明らかに複数のコ

ンフォメーションが混じったものであった。仮に一つの構造について構成する粒子像を

コンフォメーションごとに選別できたならば、これらをコンフォメーションごとに三次

元再構成した上で足し合わせた構造は選別前の構造と等しいと考えられるため、 

01

,
N

N
VV

k

k

K

k

klkl
 



                          (7.1) 

なる式が近似的に成り立つと仮定する。即ち、cryoEM マップV

のボクセル l での値 Vl

が、それぞれが単一のコンフォメーション k である K 個のマップ
k

V

のボクセル l での値 
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図 7.11 1st Classification で得られた NAD ドメインの複数のコンフォメ

ーション。破線は各コンフォメーションの輪郭であり、色によって対

応している。 

 

 

Vkl (k = 1 - K)の線形結合で近似できるとする。N0はV

を構成する粒子像の枚数、NkはV



を構成する粒子像のうちコンフォメーション k である粒子像の枚数である。この近似が

実際に成立しうるかどうかは後ほど議論する。(7.1)式が成り立つとすれば、cryoEM 構

造V

から各コンフォメーションの重み ωk が決定できる。この重みは各コンフォメーシ

ョンの出現頻度に等しいため、さらにコンフォメーションの分布があれば両者を組み合

わせて自由エネルギー地形を構築することができる。問題点は
k

V

およびコンフォメーシ

ョンの分布をどのように用意するかであるが、本研究では MD 計算を利用することで

解決した。 

 7.1 節で述べた通り、GDH は MD 計算による先行研究が行われており、200 ns にわた

るリガンド非結合状態での構造揺らぎのトラジェクトリーが得られている [Oroguchi & 

Nakasako, 2016]。結晶表面の溶媒露出 NAD ドメインの AFM による変位観察との比較

より、この MD トラジェクトリーでは GDH の可能なコンフォメーションを十分にサン

プリングしていることが確認されている[Oroguchi & Nakasako, 2016]。ただし、この報告

はあくまで「GDH が構造変化しうる範囲をカバーしている」ことを保証するだけであ

り、実際の構造出現頻度を再現しているかどうかは不明である。この MD 構造のアンサ
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ンブルについて PCA で構造揺らぎを解析したところ、2 つの主成分で運動が説明でき

た(図 7.12a)。第一主成分はドメイン開閉運動であり、第二主成分はクレフトの開き方を

保ったまま互いにねじれるように運動する剪断運動であった。また、第一、第二主成分

への射影によって各構造をプロットすると、原点(平均構造)を最頻構造として広がるよ

うな分布であった(図 7.12b)。我々はこの MD 構造プロットから 28 個の参照構造を抽出

した。これらの構造は GDH の取りうるコンフォメーションをスパースに尽くしている

ため、
k

V

に至適な構造である。また、図 7.12b のプロットはコンフォメーションの分布

であり、サンプリングされた構造の点上に cryoEM 構造に対する重みをプロットするこ

とで自由エネルギー地形を構築することが可能である。ただし、MD 構造は原子モデル

であるため、マップに変換しなければならない。次節でマップへの変換方法について簡

単に説明する。 

 

 
 

図 7.12 (a) PCA で得られた GDH MD トラジェクトリーにおける第一、

第二主成分方向のドメイン運動。赤色、青色の線はそれぞれ第一、第

二主成分の固有ベクトルである。(b) GDH MD トラジェクトリーの第

一、第二主成分へのプロット。6 サブユニットすべてについてプロッ

トしている。また、黒色の三角点は本研究で参照構造として用いた MD

構造である。 
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7.3.2 MD 構造のマップへの変換 

 サンプリングされた 28 個の MD 構造についてまず原子モデルを cryoEM 構造の core

ドメインについて重ね合わせた。core ドメインは cryoEM 構造においても結晶構造とほ

ぼ変わらない構造を有しており、またドメイン運動の基準となるドメインである。その

ため、重ね合わせの基準として適している。MD 構造からマップへの変換は分子ビュー

アソフトである UCSF Chimera [Pettersen et al., 2004]に内蔵されている molmap という機

能を用いて行った。MD 構造から得られたマップを以下 MD マップと呼称する。 

 6.3 節で述べた通り、cryoEM 構造は理想的なポテンシャルマップと比較して高空間周

波数側で構造振幅が減衰している。この影響を除くため、MD マップに減衰関数 D(k)を

逆空間上で乗じることで cryoEM 構造と同程度の減衰となるよう処理した。減衰関数

D(k)は以下の式で決定した。 
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d
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                           (7.2) 

ただし、VEMは GDH 六量体 cryoEM 構造の Fourier 変換、VMDは GDH 六量体結晶構造

の Fourier 変換である。 

 

7.3.3 cryoEM 構造と MD 構造の比較 

 まず、cryoEM 構造が MD 構造の重ね合わせで表現することができるかを検討するた

め、1st Classification の cryoEM 構造と MD マップの類似度を計算し、主成分空間上にプ

ロットした。もしも cryoEM 構造が真に単一の構造であるならば、プロットされる類似

度は単峰性の地形となるはずである。また、cryoEM 構造がノイズやコントラストの悪

さで近似不可能であれば類似度の地形は起伏のない地形になると考えられる。類似度は 
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                         (7.3) 

によって定義される量である。これは RELION でプロジェクションマッチングに使用

されている指標を三次元に拡張したものである。cryoEM 構造に加わるノイズは理想的

には検出器由来のガウス分布に従う白色雑音であるため、ガウス関数が用いられている。 

 各 cryoEM構造について得られた主成分空間への類似度プロットは単峰性の分布でも

平坦な分布でもなく、それぞれに特徴の異なるものであった(図 7.13)。open 構造は第一

主成分、第二主成分が(-5 ~ 5, -10 ~ 0)である構造と類似度が高かった。一方、2 つの half- 
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図 7.13 1st Classification における各 cryoEM 構造の MD 構造との類似

度分布。本図及び図 7.14、図 7.15 の等高線プロットは IGOR Pro を用

いて作成した。 

 

 

open 構造では(-5 ~ 5, -10 ~ 0)と(-10 ~ 0, 5 ~ 10)の 2 地点にピークが生じた。また、closed

構造では主成分プロットの第一象限全体に広がる非常にブロードな類似度のピークが

得られた。これは closed 構造 NAD ドメインの局所分解能の低さを反映しているものと

考えられる。2nd – 10th Classification においても同様に類似度を計算したところ(付録 B2)、

類似した cryoEM 構造間で類似度の分布も似通っていた。例えば、1st Classification の

half-open1 構造と 7th Classification の#3 構造(half-open)などである。これらの結果は、あ

る cryoEM構造についてその構造に特有のMDマップの組み合わせとして近似できるこ

とを示しており、従って(7.1)式の仮定を支持する結果であった。 

 

7.3.4 GDH ドメイン運動の自由エネルギー地形解析 

 7.3.3 の結果を踏まえ、我々は cryoEM 構造 m
V

について 

1,
11
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kl

m

k

m

l
VV                          (7.4) 

が成り立つとし、重み ωk
m を類似度から計算する方法を開発した(付録 C)。開発手法を

各 cryoEM 構造に対して適用したところ、多くの cryoEM 構造で重みの分布は 1 つか 2

つのピークが支配的であり、重みの大きさこそ違うが、その位置は類似度分布において

ピークが生じる位置と共通していた(図 7.14、付録 B2)。例えば、1st Classification の open  
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図 7.14 1st Classification の各 cryoEM 構造における MD 構造重み分布。 

 

 

構造では類似度分布におけるピーク位置と同じ(-5 ~ 5, -10 ~ 0)のコンフォメーションに

加えて、(-10 ~ 0, 0 ~ 5)のピークが出現した。また 2 つの half-open 構造では共に(-10 ~ 0, 

0 ~ 10)、(0 ~ 10, -10 ~ 0)にピークが現れ、open 構造とはやや異なる分布であった。一方、

closed 構造は他の 3 つの構造と分布が大きく異なり、(30, 5)が支配的であったが、(-10 ~ 

0, 0 ~ 5)の open 側の conformation もわずかながら寄与していた。なお、これらの重みの

計算はすべての cryoEM 構造において一部の重みが負の値をとった。しかしながら、重

みが負の値となるコンフォメーションは共通しており、例えば(10 ~ 20, -10 ~ 0)のコン

フォメーションは多くの cryoEM 構造で負の値をとった。そのため、不規則に負の値が

現れるのではなく出現頻度の低いコンフォメーションがノイズなどによって負の値に

ずれ込んでいると考えられる。そこで cryoEM 構造ごとに最小(負の方向に最大)の重み

ωmin
mを用いて、ωk

mに 

m

mm

km

k

K
min

min

1 







                             (7.5) 

という形でスケーリングを施した。本研究では K = 28 である。これによって、重みの和

を 1 に保ち、かつ ωk
mの大小関係を保ったまま ωmin

mが 0 となるようスケーリングされ

る。図 7.14 および付録 B2 における重みの分布はこのスケーリングが施されている。 

 7.2.3 節の結果より、cryoEM で観察された粒子像は急速凍結によって常温での構造揺

らぎの中のあるコンフォメーションにトラップされていると考えられる。この時、ある
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コンフォメーションのカノニカル集団としての出現頻度と cryoEM粒子像における各コ

ンフォメーションの出現頻度は等しいと見なせる。そこで、各 cryoEM 構造 m における

MD マップ k の重み ωk
mを以下のように足し合わせることで粒子像全体での MD マップ

k の重み、すなわち MD マップ k のコンフォメーション出現頻度 ωkを求めた。 

0

0

, NN
N

N

m

m

m

m

k

m

k
                        (7.6) 

ただし、N0が全粒子像の枚数、Nmが cryoEM 構造 m に分類された粒子像の枚数である。

また、(6.19)式より、ωkを用いて最安定構造(頻度 ωmax)との相対自由エネルギーΔGkは 

max

B
ln



k

i
TkG                            (7.7) 

で求められる。ただし、m についての和は同じ Classification における cryoEM 構造に対

する和であり、従って自由エネルギー地形は Classification ごとに得られる。 

 得られた自由エネルギー地形は全 Classification でほぼ同様の形状となった(付録 B3)。

これらの平均によって得られた最終的な自由エネルギー地形を見ると、広く浅い自由エ

ネルギーの谷と 2 つの安定な窪みが現れ、MD 計算から得られた地形とは大きく異なっ

ていた(図 7.15)。1 つは(-5 ~ 10, -10 ~ 0)に位置し、もう 1 つは谷の一部として(-10 ~ 0, 0 

~ 10)に形成されていた。この 2 つの窪みの深さの差はおよそ 0.2 kBT であり、また両者

の間には高さ 1.0 kBT 程度のエネルギー障壁が存在した。谷の中での自由エネルギー変

化量は 0.4 kBT の範囲に収まっていた。これらのエネルギーの大きさは eV 単位で~10-2

程度であり、光受容蛋白質の 1 光子吸収による励起が 1 eV 程度であることを考慮する

と、室温での熱揺動として十分に起こりうるものである。谷は構造変化の経路としては

第一主成分のドメイン開閉運動に沿ったものであるが、谷よりも自由エネルギーの低い

窪みの存在を考慮すると NAD ドメインの運動経路は単なる開閉運動ではなくより複雑

なものであると考えられる。 

 

7.4 cryoEM 構造に対する原子モデルの構築と比較 

 7.3 節で説明した開発手法により GDH ドメイン運動の自由エネルギー地形の可視化

に成功した。本節以降ではより高分解、あるいは部分構造に着目した解析について説明

する。まず、1st Classification で得られた open、half-open1、half-open2 構造について分解

能を上げるべく更なる分類を行った(図 7.16)。closed 構造に関しては元々の枚数が少な

く、これ以上の分類では逆に分解能を悪化させると考えて行わなかった。得られた分類 
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図 7.15 (a) 開発手法によって cryoEM 構造から解析された GDH ドメ

イン運動の自由エネルギー地形。丸印はそれぞれ 7.4 節の解析で得ら

れた 1st Classification cryoEM 構造の原子モデル(マゼンタ: open、緑色: 

half-open1、黄色: half-open2、灰色: closed)を射影している。星印はエネ

ルギー地形に形成された窪み(極小点)を示している。(b) (a)の自由エネ

ルギー地形と MD 構造から得られた自由エネルギー地形の比較図。灰

色の破線が(a)における谷の輪郭である。 

 

 

結果に基づき、Particle Subtraction によるアーティファクトを避けるために減算前の粒

子像で三次元再構成を行った。得られた三次元構造は図 7.8 と比較して分解能が非常に

向上しており(図 7.17a、表 7.1)、二次構造やループの位置が判別可能であった(図 7.17b)。

half-open2 は特にマップの質が良好であったため、まず half-open2 についてプログラム

COOT[Emsley et al., 2010]を用いて結晶構造を初期構造として原子モデルを作成した。

その後、half-open2 の原子モデルについて、NAD ドメインを剛体的に移動させて他の 3 
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図 7.16 1st Classification cryoEM 構造の分類による精密化概略図 

 

 

つの構造についてモデリングを行った。COOT によるモデル作成後、構造解析ソフトウ

ェアスイート Phenix[Adam et al., 2010]上で使用可能な Real-space refinement [Afonine et 

al., 2018]によって各モデルを精密化した。Real-space refinement は立体化学的制限の下マ

ップとモデルの一致度を向上させる処理である。 

 最終的に得られた原子モデル(図 7.17b)は主成分空間上に図 7.15a のように射影され

た。open 構造から half-open 構造にかけては 0.2 kBT 程度のエネルギー差が存在し、また

構造変化は 3 Å 程度のドメイン開閉運動で与えられた(図 7.18a)。half-open1 構造から

half-open2 構造にかけては 2.5 Å 程度の剪断運動によって窪みから別の窪みへ遷移し(図

7.15a、7.18b)、half-open2 構造と closed 構造ではエネルギー差はほとんどないがドメイ

ンの開閉度合いが 3.5 Å 異なった(図 7.18c)。これら原子モデルを結晶構造と比較したと

ころ open、half-open2、closed はそれぞれサブユニット A、D、E とほぼ同様のコンフォ

メーションであった(図 7.19、表 7.1)。一方で half-open1 構造は結晶構造中には存在しな

かった。これは結晶内部での相互作用によるものだと考えられる。 
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図 7.17 (a) 図 7.16 の解析で精密化された各コンフォメーションの

cryoEM 構造。黒色の破線は open 構造の輪郭線である。(b) (a)のマッ

プから作成された原子モデル。元のマップを青色で表示している。 
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図 7.18 (a) open 構造と half-open1 構造、(b) half-open1 構造と half-open2

構造、(c) half-open2 構造と closed 構造の原子モデル比較図。それぞれ

core ドメインについて重ね合わせている。 
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図 7.19 (a) open 構造、(b) half-open2 構造、closed 構造の表 7.1 で対応し

ている結晶構造との重ね合わせ。結晶構造はすべてシアンで着色。 

 

表 7.1 1st Classification cryoEM 構造の各種パラメータ 

構造 粒子像枚数 
分解能 

(Å) 

平均分解能 (Å) 

NAD ドメイン / 

core ドメイン 

一致する 

結晶構造 

結晶構造との 

Cα-RMSD (Å) a 

open 118,299 3.8 3.6 / 3.2 subunit A 1.32 

half-

open1 
109,568 3.8 3.6 / 3.3 --- 1.16b 

half-

open2 
146,327 3.7 3.4 / 3.1 subunits D (C) 0.90 

closed 97,002 4.9 4.0 / 3.3 subunits E (B) 0.84 

others 545,322 --- --- --- --- 

a cryoEM構造から得られた原子モデルと結晶構造を coreドメインに重ね合わせて計算し

た。 

b half-open1は cryoEMでのみ得られたコンフォメーションであったが、比較のためサブユ

ニット Cと重ね合わせて計算した。 
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7.5 活性クレフト内部の構造 

 cryoEM 構造について、活性クレフト内部を見ると局所分解能が良好な core ドメイン

の一部である 89 番トリプトファン残基に明らかに構造多型が生じていた(図 7.20、付録

B4)。実際、core ドメイン内の他のトリプトファン残基は側鎖である五員環+六員環の構

造(インドール環)が鮮明に見える一方で、89 番トリプトファンではインドール環の欠損

や複数の突起の出現など、多様なマップが現れた。先行研究からこの 89 番トリプトフ

ァンは立体配座が変わりやすく、NAD ドメインの閉じ込みに対して立体障害となるこ

とでドメイン開閉運動制御機構の一端を担っていることが報告されている [Nakasako 

et al., 2001; Oroguchi & Nakasako, 2016]。各 cryoEM 構造における 89 番トリプトファン

の立体配座が一意でなく、複数の立体配座の足し合わせとして見えているのはこの 89

番トリプトファンの動きやすさによるものと思われる。 

 

 
 

図7.20 (a) coreドメイン内の3つのトリプトファンの配置(左)と74番、

416 番トリプトファンのマップおよび原子モデル(右)。(b) 各 cryoEM

マップでの 89 番トリプトファンのポテンシャルマップ。局所分解能

によって色付けされている。 

 

 

7.6 議論 

 

7.6.1 NAD ドメインの連続的構造変化 

 NAD ドメインは結晶構造で 3 種類のコンフォメーションをとっており、また MD 計
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算においてもドメイン開閉運動が解析されていたものの、今までに解析に用いられた手

法では各コンフォメーションの出現頻度や自由エネルギー地形を解析することは実質

的に不可能であった。本研究では cryoEM を用いることで非結晶状態の GDH について

構造解析をするとともに、溶液中での構造揺らぎについての一分子レベルでの情報を得

ることができた。さらに、この情報を開発手法によって解析することで自由エネルギー

地形の可視化に成功した。cryoEM 粒子像には Preferred Orientation が生じていたが、

Focused Classification によって壊れた粒子像は十分に除去することができた。三次元構

造分類には不完全性があるため完全な除去は不可能であるものの、各 Classification から

得られた自由エネルギー地形はよく似通っていたため、実用上問ないレベルまで除去で

きていたといえる。また、得られた地形は 200 ナノ秒 MD 計算から得られた地形と大き

く異なるものであった。従って、200 ナノ秒程度の MD 計算は取りうる構造揺らぎをス

パースにサンプリングできるが、各コンフォメーションの出現頻度について現実の系を

再現することは困難であると評価できる。MD 計算での構造変化の振る舞いは使用する 

力場のパラメータに依存するため[Beauchamp et al., 2012]、現状では有限時間の MD 計

算による現実のコンフォメーション出現頻度の再現は極めて困難であると考えられる。 

 

7.6.2 本研究の解析における仮定の妥当性 

 本研究では新規解析手法の提案にあたって(7.1)式、あるいは(7.4)式が成り立つと仮定

した。本節ではこの仮定の妥当性を検討する。 

 簡単のために K = 2、すなわち内在するコンフォメーションが構造 1、構造 2 の二つ

しかない系を考える。このとき、構造 1 と 2 を独立に三次元再構成して足し合わせた構

造V

のボクセル l における値 Vlは(6.14)式、(7.1)式より 
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で与えられる。ただし、配向 ϕは各粒子像で ϕiに決定されているため、ϕについての積

分は消去されている。分母第一項について、CTF はデフォーカスによって決まるがデフ

ォーカスのバリエーションはさほど大きくない。また、測定中は電子線照射線量が一定

であるため、ノイズの分散も似たような振る舞いになる。従って N、N1、N2がそれぞれ

十分に大きければ、足しこまれる CTF およびノイズの分散の値は構造 1 と構造 2 で同
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じようにサンプリングされ、結果的に粒子像の枚数で互いにスケールするような値にな

っていると考えられる。以上の議論より、構造 2 について分母第一項を 
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と近似する。すると、(7.8)式は 
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    (7.10) 

と変形される。第二項の分母第二項( 2

2 l
 の項)を無視すれば、これは構造 1 と 2 の粒子像

を混ぜた三次元再構成によって得られた構造と等価である。すなわち、構造を分けて三

次元再構成した場合と、分けずに再構成した場合では 2

2 l
 が異なる。この 2

2 l
 の振る舞い

を N1、N2の比率で場合分けして定性的に考える。まず N1 > N2の場合、
ll 21

  となる。

これは、互いに構造が単一かつ粒子像の配向が正しく決定されているため信号の強さ、

すなわちコントラストが枚数のみによって決まるためである。構造を分けずに再構成す

ることは(7.10)式で
1

2

22
NN

l
 を 2

1l
 に置き換えることに等しいが、N1と N2、 l1

 と
l2

 の大

小関係から明らかに
1

2

22

2

1
NN

ll
  である。従って、この場合構造 2 の構造振幅、即ち分

解能が過大評価される。N1 < N2の場合、先ほどの議論における不等号が全て反転するた

めこの場合は構造 2 の分解能が過小評価される。以上より異なる構造をまとめて三次元

再構成した場合、独立に再構成して足し合わせた場合と比べて分解能の過大評価、ある

いは過小評価によって差異が生じている。この近似のずれは明らかに三次元再構成像内

での構造多型が甚だしいほど大きくなる。今回の解析では分類された各構造に対して

(7.1)式の近似を適用しており、最終的な自由エネルギー地形は各 Classification でほぼ同

一の地形であった。そのため、ある程度分類されていれば十分に近似が成り立っている

と考えられる。また、結果論的ではあるが本研究での開発手法を適用するならば、ある

程度の分類を行ったうえで各構造ごとに適用することが望ましいという結論が得られ

る。 

 

7.6.3 開発手法の改善点 

 開発手法は数十 kDa 程度の分子量の連続的構造変化を解析でき、この点で極めて有
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用である。実際、GDH について Multi-body analysis を適用してみたところ計算は収束せ

ず徐々に分解能が悪化していった。従って、このサイズの蛋白質の構造変化を解析する

には開発手法が現状唯一の手法である。一方で、提案手法には様々な改善点が存在する。 

 一点目が重みの計算方法についてである。7.3.4 節で述べた通り、開発手法で計算さ

れた重みは負の値をとることがあった。これはおそらくノイズに由来するオフセットで

あるが、ノイズは避けようがないため解析面で工夫が必要となる。本研究では線形結合

(重みの和が 1 であるため厳密にはアフィン結合)であると仮定したが、実際にはこれに

加えて各重みがゼロ以上の値をとるという拘束を付加しなければならない。このとき、

解くべき問題は線形代数的問題ではなく cryoEM構造をよく説明する非負の重みを求め

る最適化問題となる。最適化問題には適切な初期値が必要であるため、今回の線形代数

的解析で得られた重みを初期値として最適化問題を解く、という方法が効果的だと思わ

れる。 

 二点目は参照構造についてである。本研究では自由エネルギー地形を構築する参照構

造として MD 計算で得られた構造を用いた。計算機性能の向上により数百 kDa 程度の

蛋白質の MD 計算は容易になりつつあるため、開発手法は極めて有用であろう。一方

で、それ以上のサイズの試料では計算コストの観点から MD 計算で参照構造を用意す

ることが難しくなる。このような場合にはその他の手法で参照構造を得るのが望ましい。

例えば、大きい分子であれば粗視化 MD でも十分にコンフォメーションのサンプリン

グは可能であるし、あるいは MDa サイズの粒子であれば Multi-body Analysis を適用し

て得られた構造をもとに本手法を用いて自由エネルギー地形を解析する、といった相補

的利用が考えられる。MD 計算についてもいかに効率よく、コンフォメーションを尽く

した参照構造が得られるか、という点は極めて重要であるため、位相空間の探索に優れ

た拡張アンサンブル法 [Sugita et al., 2000; Harada & Kitao, 2011]などを積極的に利用して

いくなどの検討が今後求められる。 

 三点目は自由エネルギー地形を構築した座標系についてである。本研究では MD ト

ラジェクトリーに対して PCA を行い、第一、第二固有ベクトルで張られた空間に構築

した。しかし、主成分分析は構造変化を線形に近似するものであり、蛋白質構造変化は

本来回転を主とする非線形なものである。そのため、原点近傍では精度が良いが、原点

から離れた領域では歪みが大きくなる。そのため、この座標系についても検討の余地が

ある。例えば、蛋白質構造変化について多様体学習[Coifman et al., 2015; Bishop et al., 1998; 

Maaten & Hinton, 2008]を適用し、得られた非線形な固有ベクトルを座標系として用いる
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といった改善案が考えられる。 

 

7.6.4 GDH ドメイン運動解析における今後の展望 

 本研究で得られた自由エネルギー地形では機能発現と相関したドメイン開閉運動に

対応する谷が存在したが、同時に開閉運動を阻害する 2 つの窪み(準安定状態)も見つか

った。第二主成分である剪断運動はこの 2 つの準安定状態の間を遷移するような運動で

あるため、NAD ドメインの運動は単純な開閉運動よりも複雑であると考えられる。先

行研究を踏まえると、GDH ドメイン運動におけるこれら 2 つの準安定状態の寄与を解

析するためには、各コンフォメーションにおける水和構造変化の解析が必要である。し

かしながら、cryoEM 構造では同程度の分解能の X 線結晶構造と比較して酸素原子、特

に水分子が見えにくい[Zivanov et al., 2018]。これはおそらく負電荷を帯びた酸素の原子

散乱因子に由来するものと考えられる。従って、より詳細な解析のためには cryoEM 構

造からの水和水分子予測 [Matsuoka & Nakasako, 2009; Matsuoka & Nakasako, 2010]のよ

うな複合的なアプローチを考えていかなければならない。 

 ドメイン運動メカニズムという観点では点変異の導入や補酵素・基質との結合によっ

てどのように自由エネルギー地形が変化するか、ということが興味の俎上に載る。本研

究では GDH グルタミン酸結合サイトに tris らしき分子が結合していたものの、close 構

造は安定な状態ではなかった。しかしながら、グルタミン酸結合状態の GDH 結晶構造

が得られていることを考慮すると[Stillman et al., 1993]、溶液にグルタミン酸を添加する

ことで closed 構造が安定化するものと考えられる。開発手法を用いてこれを自由エネル

ギー地形変化の観点から論じることが可能になると期待される。 
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8 章 結語 

 本研究は溶液中での蛋白質構造変化解析を軸に据え、SAXS 及び cryoEM を用いた解

析手法の提案とその応用を行った。SAXS については、従来から用いられていた分子形

状推定法の問題点を解決すべく、多変量解析による分子形状推定スキームを考案した。

cryoEM については、現状では不可能であった数百 kDa の蛋白質構造変化解析を可能と

すべく、MD 計算を援用した新規動態解析手法を開発した。また、各手法の応用として、

光受容蛋白質フォトトロピン、フィトクロム B の SAXS による構造・機能発現メカニ

ズム解析及び、cryoEM を用いた超高度好熱菌由来 GDH のドメイン運動解析を実施し

た。 

 SAXS における分子形状推定スキームは先行研究で提案された手法と比較しても性

能に遜色はなく、テスト試料である PDI のような SAXS プロファイルの不確かさが甚

だしい場合に特に有効であった。試料 SAXS プロファイルの不確かさに応じて既存手法

と本研究の提案手法を使い分けることで効率的な分子形状推定が可能になると期待さ

れる。また、cryoEM では新規動態解析手法によって数百 kDa の蛋白質の、数十 kDa 程

度の部分的な領域における構造揺らぎの自由エネルギー地形が明らかにされた。このス

ケールでの蛋白質動態の cryoEM による解析は現在までに例がなく、今後さらなる進展

と応用が見込まれる。 

 応用研究においては、フォトトロピン及びフィトクロム B について現在まで不明で

あった全体形状を明らかにするとともに、光受容に伴う機能発現メカニズムの推定を行

った。推定されたメカニズムは両者ともにあるドメインでの光受容による構造変化が離

れたドメインの構造変化や活性化につながるというものであった。これらの蛋白質は共

に植物光応答のシグナル伝達初発過程を担う蛋白質であり、両者で共通の機能発現メカ

ニズムが推定されたことは興味深い結果である。今後の研究によって植物の光依存的生

理現象の普遍的なメカニズムが明らかになるかもしれない。また、GDH に関しては、

新規手法によって得られた自由エネルギー地形がドメイン開閉運動について単なる開

閉運動ではなく剪断運動を交えた複雑な構造遷移を経由するものであるという可能性

を示唆した。また、三次元構造分類によって得られた複数のコンフォメーションは共通

して開閉運動に重要な 89 番トリプトファン残基の構造多型を示していた。今後は、コ

ンフォメーションとこのような重要な局所領域の相関解析や、補酵素を添加した場合の

自由エネルギー地形変化の解析などに歩を進めていくことが考えられる。 
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 本研究で行われた解析や得られた結果は、それぞれの構造・動態解析手法の相補性を

示すものでもあった。例えば、SAXS における分子形状推定においては結晶構造解析で

得られた部分構造や cryoEMによる低分解能投影像が推定の強力な補助となった。また、

cryoEM においては SAXS プロファイルとの比較によって cryoEM 観察像から得られる

構造アンサンブルが室温の溶液中での構造揺らぎを反映していることを確認できた。

MD 計算は極めて強力な動態解析手法であるものの、MD 計算による自由エネルギー地

形は cryoEM 観察像から得られた自由エネルギー地形とは大きく異なるものであった。

これは限られた時間の MD 計算では溶液中での構造揺らぎのアンサンブルを再現でき

ないことを示しており、現実の系における構造アンサンブルを解析可能な cryoEM の性

質は動態解析手法として他にない長所である。一方で GDH cryoEM 構造において原子

モデルが組めるほどに分類された構造であっても 89 番トリプトファン残基は構造多型

を示した。アミノ酸一残基レベルでの構造分類はコントラストの観点から不可能であり、

このような局所的な領域の構造多型解析には逆に MD 計算が有効な手法となる。今後

はこのように複数手法を相補的に組み合わせるアプローチが極めて重要になっていく

と予想される。 

 生命現象の理解という大きな枠組みの中で本研究は新規解析手法の提案と複数の実

験手法の相補利用によって、蛋白質構造・動態解析をほんの少しだけ進めることができ

たものと考えている。今後の研究によって生命を理解するための構造生物学というツー

ルがさらに発展していくことを期待し、結びとする。 
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付録 A 

アミノ酸の名称及び略記 

 

アミノ酸 三文字表記 一文字表記 

アラニン Ala A 

アルギニン Arg R 

アスパラギン Asn N 

アスパラギン酸 Asp D 

システイン Cys C 

グルタミン Gln Q 

グルタミン酸 Glu E 

グリシン Gly G 

ヒスチジン His H 

イソロイシン Ile I 

ロイシン Leu L 

リジン Lys K 

メチオニン Met M 

フェニルアラニン Phe F 

プロリン Pro P 

セリン Ser S 

スレオニン Thr T 

トリプトファン Trp W 

チロシン Tyr Y 

バリン Val V 
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付録 B 

Focused Classification による GDH 構造分類結果の詳細 

 本研究では GDH cryoEM 観察像に対して Focused Classification を 10 回行い、それぞ

れの分類結果、および分類構造の解析結果を比較した。本付録にてこれらの詳細を掲載

する。 

 

B1. 各 Classification における分類構造の粒子増枚数と得られた構造 

 

Classification 粒子像の割合 分解能 (Å) 構造 

1 

0.248 4.06 open 

0.167 4.24 half-open 

0.205 4.06 half-open 

0.098 4.64 closed 

0.082/0.046/0.068/0.086 5.13/5.91/5.73/5.41 discarded 

2 

0.159 4.43 open 

0.275 3.90 half-open 

0.159 4.24 half-open 

0.122 4.33 closed 

0.063/0.055/0.067/0.101 5.91/5.91/5.41/5.13 discarded 

3 

0.188 4.43 open 

0.266 3.98 half-open 

0.191 4.06 half-open 

0.106 4.75 closed 

0.083/0.051/0.066/0.50 4.87/5.91/5.73/6.09 discarded 

4 

0.257 4.15 open 

0.158 4.24 half-open 

0.174 4.15 half-open 

0.093 4.53 closed 

0.074/0.052/0.090/0.101 5.41/6.09/4.75/4.75 discarded 

5 

0.210 4.15 open 

0.175 4.06 half-open 

0.080 4.87 half-open 

0.176 4.33 closed 

0.076/0.058/0.132/0.092 5.13/5.81/4.75/4.78 discarded 
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6 

0.188 4.43 open 

0.202 4.06 half-open 

0.107 4.53 half-open 

0.124 4.33 half-open 

0.115 4.43 closed 

0.091/0.088/0.085 4.87/5.27/5.27 discarded 

7 

0.233 4.15 open 

0.133 4.24 half-open 

0.133 4.43 half-open 

0.123 4.33 half-open 

0.125 4.43 closed 

0.062/0.100/0.092 5.91/4.64/5.00 discarded 

8 

0.207 4.24 open 

0.209 3.98 half-open 

0.166 4.43 half-open 

0.110 4.43 closed 

0.093/0.094/0.053/0.069 4.75/5.13/6.09/5.57 discarded 

9 

0.232 4.24 open 

0.240 4.06 half-open 

0.200 4.06 half-open 

0.104 4.64 closed 

0.055/0.057/0.062/0.050 5.91/5.73/5.73/5.91 discarded 

10 

0.238 4.15 open 

0.143 4.43 half-open 

0.237 3.90 half-open 

0.086 4.87 closed 

0.098/0.068/0.074/0.057 5.00/5.57/5.27/5.91 discarded 
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B2. 2nd - 10th Classification 分類構造と各構造の類似度分布、重み分布 

 各分類構造の右に配置された等高線図は上が類似度分布、下が重み分布である。 
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B3. 各 Classification ごとに得られた GDH ドメイン運動の自由エネルギー地形 
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B4. 各 Classification 分類構造における 89 番トリプトファン残基ポテンシャルマップ 
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付録 C 

cryoEM 観察像からの自由エネルギー地形解析方法 

 本研究ではMD計算で得られた構造を利用して cryoEM観察像から自由エネルギー地

形を推定する方法を開発し、GDH ドメイン運動の自由エネルギー地形の解析に適用し

た。本付録では cryoEM マップと MD マップの類似度から cryoEM マップにおける MD

マップの重みを計算する方法の詳細を記す。 

 以下では逆空間上で議論する。本文 7.3.3 節の(7.3)式より、cryoEM マップV

及びある

コンフォメーション i ( i = 1 - K)の MD マップ i
V

の間の類似度を 

  



l l

i

ll

ii

VV
ZZ

2

2

2
,exp


                   (C1) 

で定義する。ここで、Vl、Vl
iはそれぞれV


、 i

V

のボクセル l における値、σl

2はV

のボク

セル l におけるノイズの分散である。cryoEM マップを MD マップの線形結合で近似で

きると仮定すると、Vlは 
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k

k

K

k

k

lkl
VV 1,                         (C2) 

と書き換えられる。Vl
kはコンフォメーション k ( k = 1 - K)である MD マップ k

V

のボクセ

ル l における値である。(C2)式を(B1)式に代入すると 
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                         (C3) 

となる。ωkの規格化条件および半角公式より、(C3)式の分子部分は以下のように変形で

きる。 
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ただし、 ik

l
 は ik

l
V の位相である。(C4)式より、Ziは 
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              (C5) 

と変形される。(C5)式の第二項は i について独立であり、すべての i に対して同じ値を

とる。そのため、以下で定数 C として扱う。また、第一項の k1、k2についての輪の部分

は ωkの規格化条件によって 
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の形にまとめられる。l と k の和の位置を入れ替えると、(C5)式は 
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となる。C は未知の値であるが、上で述べた通り i に対して一定値をとる。そのため、

1 – K の中のあるコンフォメーション m と cryoEM との類似度 Zmを Ziから差し引いて 
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m
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ikmii
aaZZY                       (C8) 

として新たな量 Yiに変換することで除去できる。このようにして得られた Yi ( i = 1 - K)

は行列及び列ベクトルによって 
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と表現できる。ai
kの行列について逆行列が求められれば重みを求められるが、この行列

は m 行目の成分がすべてゼロであり正則でなく、従って逆行列が存在しない。そこで、

ωkの規格化条件に基づいて(C9)式の m 行目を以下のように置き換える。 
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この置換によって ai
kに関する行列が正則となり、逆行列及び重みが求められる。 
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