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タンパク質研究の重要性 

① タンパク質は，生体反応を担う基本的な分子であり，生命
現象の理解に極めて重要である． 

・タンパク質の構造研究は、その機能解明に直接的な情報を提供できる． 
・構造・機能研究の成果は、多くのノーベル賞受賞の対象となっている． 

② タンパク質は，特許一つで独占できる高価な商品である． 
・世界的な年間の売り上げは，すでに５兆円規模にもなる． 
　（一品目あたりの売り上げも，大きいものでは5,000億円に達する） 

低分子医薬品：タミフル(75mg)   309円／1錠 
抗体医薬品   30,000~150,000円／100mg 

機能メカニズムに迫るには、タンパク質分子の高精度の構造が
不可欠であるが，これまでは，十分な高い精度には達しておら
ず，その結果，構造情報に基づく創薬や生体分子材料の設計に
は限界が生じている． 



タンパク質構造研究の現状 
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The total number of X-ray structures is 
91,880 at Sep 23, 2014 
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タンパク質構造研究の現状 



タタンパク質結晶構造解析の現状 

1.5 < dmin<3.0 Å

 
 
 



① 広範で多様な対象の構造解析 

② 巨大で複雑な複合体の構造解析 

③ 含まれる情報を最大限に引き出す構造解析 

タンパク質構造研究の近年の動向 

3000  

 
2002 - 2007

 

 
2007-2012

構造ゲノム科学 
構造プロテオミクス 

超分子複合体 
膜タンパク質複合体 
タンパク質・核酸複合体 
弱い相互作用の複合体 

高分解能・高精度構造解析 
　高い信頼度の結合距離情報 
　水素原子・水分子の挙動 
　外殻電子の振舞い 
　タンパク質の化学反応プロセス 

近年の技術革新が 
新しい方向性を可能に 

【数】網羅的解析 

【精度】 
反応プロセス 

【複雑さ】 
巨大分子 
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タンパク質構造研究（創薬）での水素 

医薬品候補分子 

タンパク質 
これまでタンパク質における水素
原子の位置は，決められていない 

　　分子設計の高度化に必要な情報 
　　・ 水素原子の位置（座標、プロトン化） 
　　・ 水和水の向き（水和構造） 
　　・ 医薬品候補分子との相互作用 

放射光と中性子の連携で 
これらの情報を取得できる 
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タンパク質 

脱水和 

● 学術的価値：水素位置や電子状態を把握した機能の解明 
● 産業的応用：水素原子や水和水の寄与を考慮した医薬分子設計 

従来の設計手法には，医薬品結合に伴う 
水和水の脱水和の効果が考慮されていない 

水素の決定には中性子での解析が不可欠である 
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研究の目的・方法および期待される成果 



研究組織 

 
 

J-PARC 

Photo Factory: BL1A, 5A,  
          17A, NW12A, NE3A

SPring-8: BL44XU



研究開発項目 担当機関 H25 H26 H27 H28 H29 
1) 中性子とX線の連携利用
による光合成関連電子伝達
タンパク質の精密構造解析 
（相補利用技術の高度化） 

京都大学・大学院理
学研究科/原子炉実験所 

超高分解能X線
結晶解析 

中性子回折
データの収集 

中性子・X線同
時解析 

中性子回折
データ収集 

連携利用
技術の高
度化 相補利用実験

用試料作製 
相補利用実験
用試料作製 

外殻電子可視
化技術開発 

2) 中性子と放射光の連携利
用による創薬標的タンパク
質の高精度構造解析 
（中性子利用技術高度化） 

日本原子力研究開発機
構・量子ビーム応用研
究部門 

大型高品質結
晶作製 

中性子回折
データの収集 

中性子・X線同
時解析 

中性子・X
線同時解析 

中性子・X
線同時利
用による
創薬手法
の検討 

試料大量作製 
技術の高度化 

大型結晶作製
システム構築 

回折ﾃﾞｰﾀ収集
基盤技術整備 

3) チトクロームｃ酸化酵素
の水素イオン能動輸送機構
の解明　 

兵庫県立大学・大学
院生命理学研究科 

蛋白質試料の
大量作製 

大型結晶作製
と試料冷却条
件の決定 

高分解能放射
光X線回折デー
タ収集 

中性子回折
データ収集 

中性子・X
線同時解
析 

4) 光合成で水から酸素を発
生する光化学系II複合体の
機能制御機構の解明 

大阪市立大学・複合先
端研究機構 同上 同上 同上 同上 同上 

5) アミド基転移酵素におけ
るアンモニア輸送制御機構
の解明 

北海道大学・先端生命
科学研究院 同上 同上 同上 同上 同上 

6) 光合成電子伝達系タンパ
ク質を中心とする複合量子
ビーム構造生物学 

大阪大学・蛋白質質研
究所 

大型高品質結
晶作製 

中性子回折
データの収集 

中性子・X線同
時解析 

同上 同上 
回折ﾃﾞｰﾀ収集
技術基盤整備 

回折ﾃﾞｰﾀ収集
技術基盤整備 

回折ﾃﾞｰﾀ収集
基盤技術整備 

7) 電子伝達タンパク質の酸
化還元状態依存的な親和性
調節機構の解明 

高エネルギー加速器研
究機構・物質構造科学
研究所 

蛋白質試料の
大量作製 

大型結晶作製
と試料冷却条
件の決定 

高分解能放射
光X線回折デー
タ収集 

同上 同上 

8) ガン関連タンパク質ヒト
MTH1の基質認識機構の解
明 

熊本大学・大学院生命
科学研究部 同上 同上 同上 同上 同上 

研究計画 



解析対象タンパク質 
化学反応プロセス 

光合成PS-II（光化学系 II） シトクロムc 酸化酵素 

生命現象の理解に最重要なタンパク質群 

月原ら（兵庫県立大） 
      Science (1995) 
      PNAS (2010) 他 

神谷ら（大阪市立大） 
     PNAS (2009) 
     Nature  (2011) 他 

Mn

光合成細菌LH1-RC複合体 

生命現象の を握る分子量をもつ超分子膜タンパク質複合体 

三木，竹田ら（京大） 
     Nature  (2014) 他 

LH1 

RC 



O2 + 4H+ + 4e-  ->  2H2O

 c

Tsukihara, et al.,  
Science (1995), Science(1996)

シトクロム c 酸化酵素 



Asp51 Asp5

O2 + 4H+ + 4e-  ->  2H2O

a3

Tsukihara et al., Science (1998)

H-

PNAS (2003), PNAS (2007)

シトクロム c 酸化酵素 



210,000 

1mm

シトクロム c 酸化酵素の大型結晶化 



解析対象タンパク質 
化学反応プロセス 

GatCAB  

生命現象の理解に最重要なタンパク質群 

ら（北海道大） 
　Science (2006)  
    NAR  (2010) 他 

BphA4 FAD

ら（高エネ機構） 
　　JMB (2000) 他 

FAD

24.5mg/3L 



解析対象タンパク質 
分子認識反応プロセス 医薬品の標的となるタンパク質群 

（創薬標的タンパク質） 

HIV1プロテアーゼ　その他　 MTH1

山縣ら（熊本大） 
　JBC (2010) 
    Nature  (2012) 他 

黒木ら（原子力機構） 
　PNAS (2009) 他 
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研究成果（重水素化条件の検討） 



 

 

研究成果（重水素化条件の検討） 



 

H2O D2O

(Å) 20-0.48 20-0.48

(0.50-0.48) (0.50-0.48)

a (Å) 46.3 46.3

                    b (Å) 58.7 58.7

                    c (Å) 23.5 23.4

Rwork (%), Rfree (%) 8.06, 8.54 7.99, 8.46

674 674

46 46

S1

FE4

FE3FE2
S

S2S3

Cα rms distance 0.04 Å

Trp74

Gray: 2Fo-Fc map (1.5 σ), Pink, Blue: 2.0 σ

X
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研究成果（HiPIP 重水素化の影響） 
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研究成果（HiPIP 全重水素化のための発現系） 



1.6 Å X

N

Cα rmsd 0.08 Å

HiPIP
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N

研究成果（HiPIP 全重水素化のための発現系） 



High-Potential Iron-sulfur Protein; HiPIP

Cα  
rms distance 0.09 Å 

Fe4S4

研究成果（HiPIP 中性子回折実験・構造解析） 



HiPIP

 
(Drop size = 4 μl)

 
Drop size = 500 μl

 
     0.6 × 0.2 × 0.1 mm3 (0.01 mm3) 

 
     9 mg/ml Protein 
     1.7 M Ammonium Sulfate-D 
     0.1 M Na-citrate-D pD 4.5 

20ºC 
6  

 

20
5
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研究成果（HiPIP 中性子回折実験・構造解析） 



b5 NADH-Cytochrome b5 reductase; b5R

   

   

E-FAD E-FAD - NADH E-FADH- – NAD+ 

E-FADH  – NAD+ E-FAD - – NAD+ E-FAD – NAD+ 

NADH 

e- 

e- H+ 

NAD+ 

H- transfer 

NAD FAD

•   
•   

   0.78 Å X  
   et al., JMB 2013  

   FAD Thr66 His49 FAD blue red

bluered

研究成果（b5R 中性子回折実験・構造解析） 



   
   30 mg/ml Protein 
    10 mM KPO4 pH 7.0 
      1 mM DTT 

 
    6% (w/v) PEG3350 
タンパク質溶液+沈殿剤溶液： 
　　50 μl + 50 μl 

室温 
1-2週間 

2

10% (w/v) 
PEG3350

10 2

b5R
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研究成果（b5R 中性子回折実験・構造解析） 



今後の研究計画 


