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1   はじめに 
 蛋白質分子内の化学反応場である活性部位の精

密な機能解析には水素、プロトン（化）の決定が必

要であり、そのための中性子利用は放射光利用とと

もに反応場解明の必須の解析手段である。精度のよ

い中性子解析のためには重水置換された試料、結晶

が必要である。我々は天然状態にある蛋白質の変

性・重水暴露・巻戻しという重水素化方法を考案し

てきた(A. Kita, Y. Morimoto, 2016)。この方法で

は少量の重水溶媒で重水交換率を向上させることが

できたと考えている。重水素、プロトン化などの位

置決定には中性子を用いて決定するが、放射光によ

っても超高分解能データが取得できれば水素位置の

決定も可能である。電子による散乱であるＸ線・放

射光では電子数に差がない水素・重水素は区別がつ

かない。しかしながら平均自乗変位量で定義される

原子の温度因子は、測定温度が同一であれば質量の

増大に伴って原子核の熱振動速度は小さくなる。従

って蛋白質分子内の水素（重水素）の温度因子はこ

れに追従し、結果的に電子密度表示に違いがでるも

のと考えられる。直接水素原子が観測されない場合

でも、そこにつながる主鎖・側鎖の温度因子には差

が出ることが Artero I.B., et al., 2005 に報告さ

れている。 

2   実験 
Sigma から購入した卵白リゾチームを用いた。軽

水で精製されたもの (H-Lys)、強酸（DCl）で変性さ

せて巻き戻したもの (DCl-Lys)、強塩基（NaOD）で

変性させて巻き戻したもの (NaOD-Lys)、3 種類を用

意した。それぞれの濃度は、H-Lys: 40 mg/mL, DCl-
Lys: 40 mg/mL, NaOD-Lys: 60 mg/mL である。結晶化

溶液として 0.1 M 酢酸-酢酸ナトリウム 0.1 M (pH 
4.6)、25% エチレングリコール、6～15% NaCl、D2O
を使用した。20℃で微量蒸気拡散法による結晶化を

行い、いずれも tetragonal 結晶を得た 。 
BL-17A 放射光測定ではカメラ長 155 mm、波長 

0.98 Å、露出時間 1 sec、210 フレームの回折像を得

た。データ収集には CCP4i/iMosflm、CCP4i/SCALA
を用いた。

3   結果および考察 
放射光回折で得られたデータを解析した結果、空

間群はいずれも P43212 であり、H-Lys: a=b=78.7, 
c=36.8 Å、DCl-Lys: a=b=78.9, c=36.9 Å、NaOD-Lys: 
a=b=79.0, c=36.9 Å であった。PDB に登録されてい

る卵白リゾチームの構造 1LYZ をモデル分子とし

て、CCP4i/Refmac5 、Coot を用いて構造精密化を行

った。構造解析の結果、軽水試料と重水素化試料は

ほぼ同じ構造をとっており、巻き戻し重水素化によ

る構造の変化はないことが確認された。また蛋白質

全体の温度因子を比較すると、軽水試料の方が重水

置換試料よりもわずかながら大きかった。

本実験においては高い分解能まで有効なデータが

取れていることから、水素原子に相当する電子密度

を数か所確認できるがことが期待できた。
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