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生命科学・蛋白特集

人工変異タンパク質調製による多波長異常分散法の利用
一迅速な立体構造決定一
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大阪大学@蛋白費研究所*
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-Rapid Structure Determination of Biological Macromolecules-
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Macromolecular crystallography is a powerful tool used to study complex biological systems. Recent 
progress of structural biology reveals many biological activities from atomic structures of biological macroｭ
molecules. However, by comparison with molecular genetics, progress in research on protein structure has 
been painfully slow, not only because of the great diversity that protein structures have proven to have, but 
also because of the technical problem of obtaining protein crystals and solving the crystallographic phase 
problem. Multiplewavelength anomalous di苛raction (MAD) method is a powerful technique to solve the 
crystallographic phases. In principle, MAD method requires heavy atom (s) in a sample, however, most bioｭ
logical macromolecules, such as proteins, do not contain heavy atoms in a native molecule. Genetic enｭ
gineering technique enable us to produce a selenomethionyl proteins, of which methionine residues are 
replaced by selenomethionine, and anomalous scattering effect of selenium atom can be used for phase deｭ
termination by MAD method. When an expression system of protein is constructed, it is straightforward to 
make a selenomethionyl protein, and it is almost true that the structure determination can be done successｭ
fully when a MAD diffraction data of selenomethionyl protein crystal is collected, and no other crystals are 
required. Combination of MAD method and genetic engineering t~chnique enable us rapid and almost 
direct structure determination of biological macromolecules. 

1. はじめに 知ることが不可欠である。こういった基礎科学の分野での

要求の他に，応用菌でも，例えば新薬の開発のためにター

ゲットとなる生体高分子の立体構造からその分子認識機構

を明らかにしたいといった要求など，生体高分子の立体構

造に関する情報は近年非常に求められてきている。

複雑な生命現象も，究極的には生体を構成する分子同士

の相互作用，すなわち化学反応によって説明することがで

きる。その中でもタンパク質は，生体内での様々な化学反

応(酵素反応)に関与しているほか，運動，生体訪御機構，

構造保持など，生命活動を維持していく上での重要な機能

の多くを担っている。 DNA 分子が，遺伝情報を単純な一

次元の塩基配列として記録しておくのに対して，タンパク

質分子は 3 次元的な折れ畳み構造を取ることによって，

初めてその機能を発現することができる。すなわち，タン

パク質分子の機能-ひいては生命現象ーを分子としてのレ

ベルで理解するためには，その原子レベルでの立体構造を
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この数年の間に， DNA の塩基配列の決定法は飛躍的に

進歩した。これまでに，大腸菌や酵母など原核および真核

生物ともに数種類の生物に関してその全遺伝子配列が決定

されており，ヒトの全遺伝子も数年以内に解読が終わる予

定である(予定では2003年と言われているが，もっと

く終わる可能性も十分にある)。これに対して， Protein 

Data Bank1) に登録されているタンパク震の立体構造は，
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1999年 3 月の時点で， (結晶系の異なる物，変具体，基費

とのコンプレックスなどを含めても)たかだか， 9500を

越えた程度でしかない。ヒトの遺伝子は約 3 X 109 bp から

できており，そこにコードされているタンパク質が少なく

とも数10万種類以上あると考えると，現時点でいかにタ

ンパク質の立体構造に関する情報が不足しているかという

ことは容易に推測できるであろう。

現在，タンパク質を始めとする生体高分子の立体構造を

原子レベルで決定する手段としては，核磁気共鳴吸収法

(NMR) と X 線結品解析法が広く使われている。いずれ

の手法もお互いの短所を補いながらこの数年飛E霊的に進歩

してきているが，自然界に存在するすべての生体高分子の

立体構造を決定することは，現状では不可能である

る。しかし，その一方で，先に書いたように，タンパク質

の立体構造に関する情報の必要性はますます増しており，

より迅速な構造解析を行うことが要求されてきている。

2. 結晶学と位相問題

結晶内座標 (x， y , z) での電子密度分布 ρ (x， y , z) とミ
ラー指数 hkl で表される構造国子 F(hkl) は，次式のよう

にフーリエ変換で関係付けられる。

向μ

(1) 

上式から明らかなように，構造因子 F(hkl) がわかれば，

結晶内での電子密度分布 ρ (x， y， Z) を簡単に計算すること

ができる。

(1)式の逆フーワエ変換は，次式のように表される。

λr 

F(hkl) = ~ hloexp [2rci(h.ら十kYn+1zn)] (2) 

上式から，結品内での n 番目の原子の位置 (xn， Yn , zn) お

よびその原子散乱因子んがわかれば，その結晶の構造因

子 F(hkl) を計算することができる。 (2) 式から明らかな

ように構造因子 F(hkl) は援素量である。すなわち，構造

因子 F(hkl) はその大きさ IF(hkl) 1 と位相角 α(hkl) を

用いて，次式のように書き表すことができる。

F(hkl) 口 1 F(hkl) loexp [iα (hkl) ] (3) 

一方，構造因子 F(hkl) と回折強度 I(hkl) の間には，

次のような関係がある。
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るが， (4)式からわかるように回折データの測定において

位相情報が失われてしまう。言い換えると，構造因子

F(hkl) が得られれば(1) 式より結晶内の電子密度分布

p(x， y， Z) を求められるが，回折強度測定において構造因

子の位相情報 α(hkl) が失われてしまっているため，直接

電子密度 p(x， y , Z) を求めることができない。そこで，何
らかの方法で，失われた位相角 α(hkl) を実験的に求めな

ければいけないということになる。

回折実験で失われた位相d情報を求めるために，類似のタ

ンパク質の構造が知られていない場合，従来から広く重原

伺形置換法が利用されてきた。タンパク質結品はその

50%近く(一般的には27-65%程度)を溶媒分子で占めら

れているため2)，結晶内部の溶媒分子と結品外の溶媒分子

がタンパク糞分子関のチャンネルを通して交換できる。こ

のことを利用して，結晶を重原子試薬を溶解した溶液に浸

すことにより，結晶内に浸透した重原子イオン(あるいは

錯体)がタンパク質分子の特定の部位に結合した重原子誘

導体を作製する。この重原子誘導体とネイティブ結品の回

折強度の差を利用する方法が重原子同形量換法である。

原子同形置換法は非常に強力な位栢決定法であり，初めて

のタンパク質の構造解析に適用されて以来3) ，分子量数日

万の巨大分子複合体の構造解析4-6) に到るまで最も広く利

用されてきた方法である。重原子同形置換法では，ネイテ

ィブ結品と同形の(すなわち，タンパク質分子に重原子が

結合した以外に格子定数や分子の配向などがネイティブと

変わらない)重原子同形霞換体を 2 種類以上(異常分散

効果を利用した場合は 1 種類以上)作製する必要がある。

ネイティブ結晶と同形でしかも高分解能の回折データが得

られる重原子同形置換体を作製するためには，数日種類

以上の重原子試薬を用いて，濃度やソーキング時聞を変え

て数多くの試行錯誤を繰り返さなければいけない場合が多

い。時には良好な重原子誘導体が得られないために，せっ

かく結品ができているにも関わらず構造解析がストップし

てしまうことすらある。

3. 多波長異常分散法 (Multiplewavelength

anomalous diffraction method: MAD) 

従来の X線発生装置では，強度の関係で決まった波長

の X 線(特性 X線)しか使えなかったのに対して，白色

光源である放射光を利用することにより，任意の波長の

X 線を用いて回折強度測定を行うことが可能となった。

重原子の吸収端近傍で回折強度データ収集を行うことによ

って，重原子の異常分散効果(特にその虚部に相当する

LJj") を最大限に利用することができ，重原子同形置換法

においては解析に必要な重原子同形置換体の撞類を減らす

ことができるようになった。

hイ(hkl) =F(hkl) .F* (hkl) 口 IF(hkl) 1
2 (4) 一方，吸収端近傍で大きく変化する異常分散項を利用す

ることによって，複数の波長での回折強度データを使って

X 線結品解析では結品からの回折強度 I(hkl) を測定す 位相決定を行うことができることは， 1950年代の半ばに
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質以外の一般的なタンパク質の構造解析にルーチン的に多

波長異常分散法を適用することは難しい。しかし1980年

代に入ってから急速に進歩した遺伝子操作の手法を用いて

作製した人工変異体タンパク質を利用することにより，多

波長異常分散法の適用範囲を飛躍的に広げることができる

ようになった。

第12巻第 3 号放射光

セレノメチオニン置換タンパク質を利用した多

波長異常分散法

遺伝子工学の手法を用いたタンパク質の大量発現系の確

立は，結晶化に必要な大量のサンプルを容易に得ることが

可能となり，タンパク質結晶学の対象となるサンプルの種

類を飛躍的に増大させていった。 Fig.l に Protein Data 

Bank1) への登録数を示す。 1990年代に入って，加速度的

に登録数が増えていっているのがわかるが，このもっとも

大きな理由の 1 つが，タンパク禁の大量発現系の確立に

よるサンプルの大量供給が可能になったことである。

一方，遺伝子工学の手法を用いてサンプルの大量発現を

行うことが可能になったことにより，タンパク質結晶学に

とって， もう 1 つ重要な革新があった。それは，多波長

異常分散法を，重原子を持たない一般のタンパク質に適用

することが可能になったことである。

一部の大腸菌は，タンパク質を構成するアミノ酸の 1

つであるメチオニンを自分自身で合成できないため，外部

から直接メチオニンを取り込んでタンパク質合成に利用し

ている(このような性質を持つ物をメチオニン要求株と呼

ぶ。余談であるが，人間も同じようにメチオニンを体内で

合成することができない)。メチオニンは側鎖にイオウ原

子を持っているが，このイオウをセレンに変えたセレノメ

チオニンを入れた培地中でメチオニン要求株を培養する

と，タンパク質合成の擦にメチオニンの代わりに(間違っ

て)セレノメチオニンを取り込んでしまうので，この方法

を用いれば，タンパク費中のメチオニンがセレノメチオニ

ンに置換されたもの(セレノメチオニン置換タンパク質)

4. 

既に岡谷· Pepinsky によって示されているが7) ，この方

法がタンパク質の構造解析に適用されたのは，放射光が一

般的に利用できるようになった1980年代に入ってからで

ある0

1980年にKarle により MAD データの関係式が導かれ8) , 

この後，さらに Hendrickson によって MAD 法を使って

解析的に位相決定を求める方法が提案され， MADSYS と

いうプログラムシステムとしてまとめられた9)。この方法

は次のようにして位相決定を行う。異常分散を示す原子種

を 1 種類だけ含む結品からの波長 λ での回折強度

!λF( 土 h) I は，異常分散を示さない京子からの寄与 10FTI

・ exp (i0ψT) ，異常分散を示す原子からの寄与のうち異常

分散項を含まない部分 10FAI.exp (iOψA) および異常分散

項j' ， j" を用いて，次式のように表すことができる。
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(5) 

|λF(士 h) 12= IOFT I 2 +α(λ) ・ IOFA I 2

+b(À) ・ I OF T I • I OF A I ・ cos (。ψT- OψA)

土 C(À) ・ 10FTI ・ 10FAI ・ sin (。ψT-o仇)

α (À) ロ (j'2+j"2) /j02 

b(ﾀ)=2(j'/jO) 

C(À) 口2(jづ]0)

ここで

Number of structure entries in the Protein Data Bankl). 
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(5) 式で ， I' ， f" が就知であれば，未知の変数は 10FTI ，

10FA 1, Ll ψ(=0約一0ψ'A) の 3 つとなる。従って 3 つ以上の

データがあればこれらの未知の変数を決めることができる

ので，その後， 10FAI を用いて異常散乱原子の原子パラメ

ータを精密化することにより 0ψA を求め，最終的に 0ψT を

得ることができることになる。

この方法の他に， MAD データのうちの 1 つの波長をネ

イティブとして取り扱うことにより従来の重原子同形置換

法のプログラムを利用して位相決定を行う方法による解析

例も数多く報告されている10)。また，別のアプローチで

MAD データを取り扱えるようにしたプログラムも開発さ

れている11，12) 。

こういった方法論的な進歩と同じ時期に，多波長異常分

散法に不可欠な放射光がタンパク質結品学に汎用的に痩え

るようになってきたことは，非常に幸運であったといえる

であろう。このような背景の下に， 1980年代の中頃から

1990年代の始めにかけて Hendrickson らのグループを中

心として，多波長異常分散法がタンパク質の構造解析に利

用され始めた。当初は，ヘモグロビン9，13) ，シトク口ム

C'14) ， 塩基性青色銅タンパク15) といったもともと鉄や銅な

どの金属を補欠分子として持っているタンパク質の他，

原子置換したタンパク紫結品16)あるいは重原子を導入し

た補酵素との複合体結晶17)等の構造解析に多波長異常分

散法が適用された。しかし，この方法では，金属タンパク
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Figure 2. Flow chart of overproduction system of selenomethionyl protein. 

preculture 

を作り出すことができる (Fig. 2) 。セレンのK吸収端は

通常タンパク質結品学で利用している波長領域の0.97974

A (12.6540 KeV) にあるため，セレノメチオニン置換タ

ンパク質を用いて多波長異常分散法により位相決定を行う

ことができる。言い換えると，大量発現系のできているタ

ンパク質であれば，すべて従来のように重原子同形置換体

を試行錯誤で探す必要なく，ストレートに構造解析を行う

ことができるようになるということである問。セレノメ

チオニンを用いた多波長異常分散法による構造解析は，

1990年に Hendrickson らによるインタ一口イキン 1α19) お

よびリボヌクレアーゼ H20)の解析を始めとして，この数

年急速にその解析数が増えてきている (Fig. 3) 。

セレノメチオニン置換タンパク質を利用することによ

り，重原子同形置換体の探索に要していた時間と労力を大

幅に減らすことができるようになった。ネイティブタンパ

ク震の発現@精製系が確立され結晶化がスムーズに進め

ば，セレノメチオニン寵換体を発現させて構造解析のため

のデータを集めるまでを 1 ヵ月程度の期間でルーチン的

に進めることができる。しかも，セレノメチオニン置換タ

ンパク質が発現された時点で位相決定に必要な重原子が入

っていることになるので，良好な自訴強度データが得られ

た時点で、ほとんどルーチン的に構造解析を進めることがで

きることになる。

このように，多波長異常分散法は非常に優れた位相決定

法であるが，異常分散効果は K 吸収端の場合 ， LJ.f' ,LJ.f" 

のいずれも数電子程度の寄与しかなく，いわゆる重原子同

形置換体における重原子の寄与が数10電子程度あること

に比べると非常に小さいという弱点を持っている。このこ

とが，多波長異常分散法による構造解析を(特に分子量の

1600 
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1200 ・園田 Yb， Ho 

t::::2ZJ Fe, Cu, Zn 
1000 にこコ Pt

聞置IIHg

800 陸翠Se

-e-PDS deposited 

600 

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 

Figure 3. Number of protein structures solved by the MAD 

method. 

大きなタンパク質に対して)難しくしている一番の理由で

ある。

異常分散効果の位相決定への寄与はおおよそ次のように

見積もることができる。ある波長での異常分散項をf' ，

f" ， l 分子中の原子数(水素原子を除く)および異常分散

効果に寄与する原子数をそれぞれ NT， NA ， 回折角。。での

有効原子散乱因子を Zeif (タンパク質の場合，約6.7電子で

ある)とした時の異常分散シグナルの大きさの目安とし

て， Bijvoet 差シグナル (rms( LJ.F土)/ rms ( I F I ) ) ，波長関

差シグナル (rms( LJ.FL!)') /rms( IFI)) をそれぞれ次式の

ように見積もることができる。

rms( LJ.F土) /rms( IFI) 主 (NA/2NT) 1/2 (2fﾁ/Zeif) 

rms(LJ.九λ)/ rms ( I F I ) ~ 

(NA/2NT)山 ( Ifﾁ (ﾀj) - fﾁ (ﾀj) I/Zeff) 
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結品化条件を少し振ってみることが必要であった。また，

セレノメチオニン置換タンパク鷲とネイティブタンパク質

結品はほとんどの場合同形であった。リボソームタンパク

質 S721 ，22) と L223 ，24)のセレノメチオニン置換体の結品は，

ネイティブと同形ではなかったが，多波長異常分散法によ

る構造解析ではネイティブ結品との同形性は必要ではない

ので，その意味においてまったく問題はないといえる。

第12巻第 3 号放射光

5. 人工変異体タンパク質の利用
非対称単位中に多数の異常散乱原子が存在する場合，

際の解析においては，それらの位置を決定することが問題

となってくることは容易に予想される。例えば非対称単位

中に数10偲の異常散乱原子が帯在する場合(分子量の大

きなタンパク質や非対称単位中に複数個の分子が含まれて

いる場合など)，バターソン図の解釈は非常に複雑になり，

場合によっては解釈不能となることも予想される(タンパ

ク費結晶は分解能が低いため，低分子化合物の結晶解析で

使われている直接法を適用することが難しい)。一方，現

在のデータ収集システムで得られる田折強度データの精度

でも分子量20，000 くらいのタンパク質に対して 1 個の(温

度因子の小さな)セレン原子で十分な位相決定を行うこと

ができると考えられる。これは実際のタンパク質で平均的

に見られるメチオニンの数の1/3に相当する。我々はラッ

ト由来のマクロブァージ遊走阻止因子 (MIF) の構造解

析において，メチオニンをアラニンに置換した変異体タン

パク震を作製し，単量体あたり 3 個あったメチオニンを

1 偲に減らした変異体を用いて構造解析に成功している25)。

Fig.5 に，セレンの数の異なる Se-Met MIF 変異体の

上式に基づいて計算した，アミノ酸残基数に対する異常

分散シグナルの大きさを Fig.4 に示す。函から明らかな

ようにタンパク質の大きさ(アミノ酸残基数)が大きくな

ると異常分散シグナルの大きさは急激に減少する。備えば

K 吸収端による異常分散効果を示す原子がアミノ酸残基

数100のタンパク質中に 1 個だけ存在するとき， Bijvoet 

差シグナルは約 3%，波長間差シグナルは約 2% となる。

これが，異常分散効果を示す原子がアミノ酸残基数300の

タンパク質中に 1 偲だけ存在するとすると， Bijvoet シグ

ナルは約1.7%，波長間差シグナルは約1.3% となる。現在

のデータ収集システムの測定精度は 2%弱程度であると

考えられるが，このことから，タンパク質 1 分子あたり

l 個の異常分散原子を導入した場合，アミノ酸残基数100-

300程度までのものが，セレンなどの K 吸収端を利用した

多波長異常分散法を構造解析に適用できると考えられる。

セレノメチオニンを目的タンパク質に導入する場合，タ

ンパク質 1 分子あたり複数個のセレン原子を導入するこ

とができる。実際，自然界に存在するタンパク質の場合，

平均すると 59残基あたりに 1 残基のメチオニンが存在す

るので18) ，セレノメチオニンを利用した多波長異常分散

法の適用範囲は非常に広い。

セレノメチオニン置換タンパク鷲を利用する上で，問題

となるのは，ネイティブタンパク鷲と同じ条件でセレノメ

チオニン置換タンパク賓が結晶化するかどうかということ

である。これまでの経験では，基本的にすべてネイティブ

タンパク質と同じ条件下でセレノメチオニン置換体の結品

化に成功している。セレノメチオニン置換体ではわずかに

溶解度が変化する場合が多く(通常溶解度は減少する) , 
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Figure 5. Anomalous difference Patterson maps of mutant Seふ1et MIFs. 

異常分散差バターソン図を示す。ネイティブに 3 個ある

セレンのうちの 1 個はパターソン図上に非常に明瞭に，

もう 1 つも比較的明瞭に現れているが， 3 つめはバターソ

ン図上ではほとんど確認できない。この違いは，温度因子

の大きさに由来している口

逆に，分子量が非常に大きいにもかかわらずメチオニン

の数が極端に少ない場合には， phasing power を大きくす

るために，分子内部のアミノ酸残基をメチオニンに置換す

ることにより必要なだけのセレンを導入することも可能で

ある.

メチオニンを別のアミノ酸に置換する，あるいは，その

逆を行うとすれば，側鎖の大きさおよび hydrophobicity 

から考えて，ロイシン(あるいはアラニン)などが有力候

補であるが，生理活性を持った状態で立体構造を取ってい

ることを確認するために，活性測定を行うことは必須であ

る.

先にも書いたように，セレンの数が増えることは，バタ

ーソン関数の解釈を難しくすることになるが，直接法など

を使ったプログラムも改良されてきており，今後はより分

子量の大きなタンパク質に対して多波長異常分散法が利用

されていくであろう.

6. MAD から SAD へ

一般的な教科書を読むと，重原子同形置換法の場合，少

なくとも 2 つの重原子誘導体か，または，十分な異常分

散シグナルを示す 1 つの重原子誘導体が必要であると

いてある.一方， Wang によって，ネイティブと 1 つの重

-13 

原子誘導体あるいは異常分散を示す l つの重原子誘導体

のみがあれば溶媒領域平均化と組み合わせることによって

位相決定が行えるということが示されている26) この方

法は，実際の解析に適用するためには，高分解能・高精度

の回折強度データが必要であり， しかも，より精度の高い

位相確率分布が得られることが重要である.筆者が所属し

ていた研究室では，イッテルピウム (Yb) 霞換した

MRP8の構造解析に 1 つの波長の異常分散効果のみを利用

した位相決定 (single anomalous scattering: SAS あるい

は single anomalous diffraction: SAD) を試みた27) イッ

テルピウムの Lm 吸収端は1.3862 A にある. Fig.6 に

Lm 吸収端近傍での蛍光スペクトルから計算した異常分散

項を示すが，イッテルビウムは，この波長において非常に

強い white peak を示す.これは， 20電子以上の寄与に相

当する大きさで，位相決定には十分なシグナルとなること

が予想された.

この white peak 上での団指強度データのみ(すなわち

Bijvoet 差のみ)を使って， SHARpll) により位相決定を

行った. Fig.7 に得られた電子密度図を示すが，モデル

作製に十分な糞の電子密度図を得ることができた. SAD 

法(あるいは SIR 法)による位相決定には精度の高い位

相確率分布を得る必要があるが， maximum likelihood を

用いた SHARpll)を利用することにより，より正しい{立相

確率分布を得ることができる.このことは，未知の構造解

析に (MAD 法よりもデータの少なくて済む) SAD 法が

利用できる可能性を示すことができただけでなく，より異

常分散シグナルの弱い，あるいは，分子景の大きなタンパ
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ク質に対して多波長異常分散法が適用できる可能性を示し

ている.

7. 終わりに

多波長異常分散法が新規の金属タソパク質の構造解析に

適用さ れてから10年が経過し，その聞に遺伝子操作の手

法が広 〈 普及してきた.これらの 2 つの技術を組み合わ

せることによ って，生体高分子の結晶構造解析をほぼJレー

チン的に行うこ とができるまでに到っ ている. 今後， さら

にデータ収集システムや構造解析のソフ トウェアが改良さ

れ.より迅速な構造解析を行われるようになるだけでな

く ， より分子量の大きなタンパク質に多岐長異常分散法が

放射光第12巻第 3号 (1999~手)

広 く 使われていることは間違いないであろ う. 
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