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多次元 NMR に よ る水素結合 の 直接測定

二 島　正 規

　水素結 合 は，そ の 特 徴的な性質 か ら，生 体高分 r．が機

能を発現 す るた め に重 要 な役割を果た し て お り，生 体高

分イ の 機能 を 理解す る Lで 水素結合を知 る こ と は 大 切 で

あ る．近年，水素結合 を 介 した ス カ ラ
ー一

ス ピ ン 結合 φ

の 存在が明 らか に な り，NMR 法 を 用 い て 水素結合 の 存

在 を 直接観 測 で きる よ うに な っ た．水素結合を介 したノ

に つ い て 紹介 し，筆者 らに よ る タ ン パ ク 質 ・リ ン 酸 間 の

水 素結合 の 直接観測 に つ い て 述べ る．

　構 造 生 物 学と い う分 野 の 内容 を 端 的 に 説 明 す る とす れ

ば ，
“
生 物 現 象 を 担 う生体高分子 （タン パ ク 質や 核酸）の

立 体 構 造 を決 定 し，そ の 立 体構造 に 基 づ い て 機能 の 説 明

を試 み る
”

研
．
究 とい え る で あ ろ う，

　で は ，立 体構 造 に 基 づ く分子 機能 の 説明 とは，ど うい っ

た作業 か ？ む ろ ん さ ま ざ まな 作 業 の 集積で あ る が，そ の

な か で 最 も大切な作業 は，
“
生 体 高分 了

．
に よ る 分子 認識 メ

カ ニ ズム を調べ る
”

こ とで あ ろ う，た と え ば酵素 の 基質

認 識 や ，タ ン パ ク 質 ・タ ン パ ク 質複 合 体 ，タ ン パ ク 質 ・

核酸複合体 に お ける 分子認識 を 立 体構 造 に 基づ い て 詳細

に 調べ ，結合や 活性 を担 う原子 を 同定，検討す る とい っ

た 作業 で あ る．反 応機構な ど を推察す る過 程 も，も ち ろ

ん 重要 だ が ，そ の た め に もまず分イ
．
認識 を 明 らか に す る

こ とが前提 とな る．

　生体高分丁
一に お け る 分 了

・
認 識 と は 具体的 に は どの よ う

な もの か ？分子認識 は，非 共 有結合で あ る 各種相 互 作用

に よ っ て 担 わ れ て い る 特 異 的な結合 に よっ て な され る．

分子 認 識 を担 う相彑 作用 に は，大 き く 分類す る と，フ ァ

ン デル ワ
ー

ル ス 相 酬乍用，静電 気 的相 五 作用 ，水素結合

が あ る．

　 こ の 中で も特 に 水素結合 は，生 体高分 子 の 特異 的 な 立

体構造形成や，分 了認 識 に よ る機能 を 発 現す る 上 で 重要

な 役 割 を 果 た す．そ れ は 水 素結合が （D 結合 に 丿∫向性 が あ

る，〔2）解離 と再結合 を行 い 得 る とい う，そ の 他 の 相 互 作

用 に はない 特徴 を も っ て い る か らで あ る．タ ン パ ク 質 に

お け る α
一ヘ リ ッ ク ス などの 特徴的 な 立 体構 造形成や ，「

本鎖 DNA の 解離 と再 結合，酵素 に よ る基 質 の 認 識 な ど

は，特 異性 を 決定す る相 巨二作用 と して 水素結合 が 車 要 な

頁
．
献 を して い る．

　 構 造 生 物 学 に 限 らず，化学 の 分 野 で も水素結合を調べ

る こ とは 重要で ある．低分子化合物 で は 赤外分光法 （IR）

が 有力な方法 で あ る が ，水素結 合 が 多 数 存在 す る 生体高

分 了
．
の 水素結合 の 「司定 に は 困難が 多い ．

　生 体高 分 子 中の 水素結合の 同定 に は，NMR の 化学シ

フ ト変化，重水素 交 換実験な どか ら水素結合 の ドナ ーを

検 1申rする方法 が あ る．しか し，こ れ らの 結果 か ら水素結

合 の 存在 が 示 され て も，ど の 原 子 が水素結合 の ア ク セ ブ
．

タ
ー

と して 関与 し て い るか を 同 定 す る こ とは 不 可 能 で あ

る，水素結合 の ドナー
原子，ア ク セ プ ター原 子 対 を同 定

す る に は X 線結晶構造解析や NMR 法な ど に よ っ て 決定

され た 原 子 座標をもとに，どの よ うな原子 が 水 素結合に

な り得 る配 置 と距離 に 存在 し て い る か を 調 べ る こ と に

よ っ て 判 断 す る．近年 は，分解能 が IA を超え る超 高分

解能 の X 線結晶解析 や 中性 子 回 折 に よ っ て 水素 の 座 標 も

与 え られ る よ うに な り，よ り精密 に 水素結合の 存在に っ

い て 議論 で き る よ うに な りつ つ あ る．噛

　 しか しな が ら，こ こ で 注 意 した い の は，あ く まで も水

素結合の 1司定 とは ，座標をもとに，ドナー
原 了

一，ア ク セ

プ ター一
原イ．

対 を 1司定 して い く作業 で あっ て ，結合 の 存在

そ の もの が 実 体 と して 直接観測 され て い る わ け で はな い

と い う点 で あ る．

　と こ ろ が 1998 年，Grzesiek らに よ っ て 水素結合 を介し

た ス カ ラ ース ピ ン 結合 の が存在す る こ とが発 見され，多

次 元 NMR に よ っ て 直接的 に水素結合 の 結合 の 存在 と，信

号の 帰属をも とに ドナーとア クセ プ ターを 同 定 し 得 る と

い う，驚 くべ き報告 が な され た．3）

水素結合を介 した ス カ ラ
ー

ス ピ ン 相互作用（1）の 発見

　NMR に よ る 解析 に お い て ，ス カ ラ
ー

ス ピ
．
ン 結合 の は

さ ま ざま な 目的で 利用 され て い る，水素核 の
一

次元 NMR

測定で な じみ 深 い n ＋ 1ル
ール に よ る信号の 分裂 は，水 素

原 子 間 の ノに よ るもの で あ る．ノ は，竃 子 を介 した 核 ス

ピ ン 間 の 相 互 作用 で ，通 常，共有結合を介 した 原 r間 に

存在す る ．現 在 の 多次 元 NMR 法 で は
ISN ，［℃ 安定 同 位体

ラベ ル した タ ン パ ク 質 の 異種核 間の 大 き な値 を もっ ノを

利 用 し て 効 率 よ く磁化 の 分極移 動 を 行 い ，多次ttス ペ ク

トル を 効 率 よ く測 定 で き る よ うに な っ て い る．4）

　1998 年，Grzcsiek らは lt’N ，
1：℃ 標識 され た RNA 中 の 水

素結 合 を 介 したノの 存在 を 示 した 論 文 を 発表 し た ．こ の
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論 文 で，ワ トソ ン
ーク リッ ク型塩基対を形成 したRNA オ

リゴ マ
ー

の 水素結合を介 したノ，
h
ヲ脳 が 約 7Hz で あ る こ

とが 示 され ，Sl）同 年 W 〔ithl・ichらに よ り B 型 DNA の ワ 1・ソ

ン
ー

ク リ ソ ク 型塩基 対 11 「の 水素結 合 に お い て も
hl1NN ，

ll
ワNH の 存在 が 報 告 され た．s〕 水 素 結 合 を 介 したノは 核酸

だ け で な く タ ン パ ク質に お い て も観測 され た ．1999 年 に

Grzcsickや Bax ら に よ っ て タ ン パ ク質 主 鎖 の N −H …

0 ＝C タ イ プ の 水 素 結 合 に お い て ，h／VNc・，　i’1
’
1Hc，が 観測 さ

れ，6
−s｝ また 後 に ア ミ ド水素 と α 炭素問の

1L冫
ソH 〔

．も報告 さ

れ て い る （Fig．1）．… こ こ で ，　 Hl
ソVl と い う表 記 は 水素結

合 を 介 して n 結合だ け 離 れ た 核問 A ，B に 存在す るノで あ

る こ と を表 して い る．

　水素結合を介 したノの 存在 は 低分子 化 合物 の NMR 測

定 に お い て も は っ き り とは認 め られ て お らず，稀 に観測

され て も
“dhrough−space 　coupling

”
と 月 付 け られ ，それ

圭で 本格的 に 調 べ られ て こ な か っ た、水 素 結合 を介 し た

ノ の 存在 が 生 体高分子 の 測 定 か ら 明らか に され た の で あ

る．多次 元 NMR 法 で は．ノを 使 っ て 信 弓
．
間 （核 問） の 相

関を と る 測定 が で き る の で ，水素結合 を 介 し た ノが 存在

す る と こ と は，水素結合の 存在を実体 と して 示 す こ との

み な らず ，そ の 水素結合 に 関与する ドナ …
原子 とア ク セ

プ ター
原 子 を ス ペ ク トル か ら直接的 に 決定で き る と い う

こ と で あ る．

【　NUC 匪eiC 　acidS 】
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　Fig，2 に 筆者 らが 構造解析 を行 っ た酵素 で 観測 され た

水 素結合 に 出 来す る 信 号を不 し た．t’SIN−
〔 を 用 い て 水素結

合 の 存在 が 直接示され， ドナ
ー

とア ク セ プ ター
も曖昧 さ

を含 まず に 同定 で きて い る．しか しなが ら，こ の よ うな

水素結合 の 直接測定 の 問題 点 と して，タ ン パ ク質 に お い

て は 特 に 問題な の で あ る が，ノの 値が 非常に 小 さ い の で ，

測定感 度が 悪 い 点、があげ られ る．

タン パ ク質
・

リ ン 酸基間 の 水素結合 を介 したノ

　筆者 らは ，遺伝 子 修復系酵素 の 構造解析をNMR に よ っ

て 進 め る過 程 で ，直接的 に リン 酸 と タ ン パ ク質 の 間 の 相

互作用 を と らえ る 方 法 の 必 要性を痛感 して い た，こ の 酵

素は 酸化損傷を 受 け た プ リン ヌ ク レ オ チ ドを特異的 に加

水分解す る活性 をもち，構造生物学的な義論をす る た め

に は ，酵素 に よ る 酸化損傷部位 の 認 識機構 と加水分 解部

位 で あ る リ ン 酸基 の 認 識機構 を 明 ら か にす る 必 要 が あ っ

た．　
』
般 に，NMR を用い た タ ン パ ク質 ・

核 酸複合体 の

構造解析 に お い て ，DNA ，　 RNA や ヌ ク レ オ チ ドに 含ま

れ る リ ン 酸 と タ ン パ ク 質 との 間 に は NOE が観 測 され な

い とい っ た理 由か ら，直接的な距離情報 は 得 る こ とが で

きな か っ た．

　筆者 らは ，1999年 に Grzesick　P⊃ に よ っ て 報告 され た タ

ン パ ク質内部の 水 素結合の 直接観測 に触発され，7｝ タ　 ン

パ ク 質と リ ガ ン ドの リン 酸の 間 の 水素結合 の 直接測定 を

試 み た．タ ン パ ク 質 に よ る リ ン 酸基 の 認識 は ， 主に 水素

結合 に よ っ て 行 わ れ るの で ，水素結合が存在す る こ と を

直接的 に 示 す こ と が で きれ ば，た と え NC ）E が 観 測 され な

く て も，有力 な構造情報 と して 活 用 で き る は ず で あ る．
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　 し か し な が ら，そ れ まで に 報 告 され て い た タ ン パ ク 質

の 水素結合を介 したノは，そ の 大 き さが 非 常に 小 さな も

の で あ っ た の で ，7
−1｛））タ ン パ ク質と リ ン 酸 の 問 の 分子 間

の 水素結合 に い た っ て は お そ ら く観 測 は 不 可 能 で あ ろ う

と思われ た．測定試料 に は，ま ず高濃度で 安 定 な複合体

が得 られ る Ras （Q61L）・GDP 複合体 を 川 い た ，最初 に，

ノ に よ る相 関 NMR 測定 と し て は 最 も単純 な 二 次 元
』
量

子 相 関 法 を 用い Rns とGDP の リン 酸基 との ス ベ ク トル を

測定 したと こ ろ，予想 に 反 し て ，リ ン
・タ ン パ ク質問の

一
本 の 水 素結合 を 介 し た 相関 シ グ ナ ル が 観測 され た ．

　 さ らに 予 備的な実験 に よ っ てノに よる 信号 の 強度変調

を調 べ ，h
ヲHI，の 大 き さを 見 積 も っ た とこ ろ，驚 くべ き こ

とに 約 3Hz 以 L の 大 きな ノの 存在 が 示 唆 され た ．1・11，，｛：

の 約  ．4−O．6Hz6 〕 と い う値 に 比 して 非常 に 大 き な も の

で あ っ た．ノの 大 き さ を τE確 に 決 め る た め ，よ り 定量

的な実験を行 っ た と こ ろ hi7
［i｝・が S．4　Hz で あ る こ と を確

認 し，さ らに 4．6Hz の h：iハ p の 存在 も 明 ら か に し た

（Fig，1）丿T〕

　 こ の hZf
． P，　h1Y ．x・P の 発見は（1）新 しい ノの 発 見，（2）NMR

に よ る構造解析 に おい て 今 まで 実質的に 距離情報 を 得 る

こ とが で きな か っ た タ ン パ ク 質 ・リン 酸 の 間で 直接的 に

水素結合の 存在 を 示 す こ とに よ り 精密な解析 が で き る よ

うに な っ た と い う重要 な意味を もつ ．

　 興 味 深 い こ と に，X 線 結 品 構 造 解 析 の 結 果 か ら は GDP

の リン 酸基 と Ras の 主 鎖 の 間 に 5本 の 水 素結合の 存在が

示 され て お り，12・13）NMR で 観 測 され た も の は 1本 の 相関

の み で あ っ た （Fig．3，4）．正 確 に は，他 の 4 本 の 水索結

合間 に は 実験誤 差 よ り もイ1
．
意に 大 き なノは観 測 されな

か っ た ．11）

　 なぜ 他の 4 本 で は ノが 観測 され な い ，あ る い は 非 常に

小 さい の か ？ そ の 理由を探 るた め，5 本 の 水素結合の 幾

何 学 的 特 長 を 調 べ た （Fig．　s）．水 素結合 に よ る有意なノ

が 観 測 され た の は Alal8 ・リ ン 酸 の 問の 水 素結 合 で あ る．

こ の 結合 の み 直線的 で 角度 α POH が 173度 で あ る の に 対

し，そ の 他 の ノ が 観測 され な か っ た 4 本の 水 素結合で は

120 度以下で あ っ た （Fig．3），す で に タ ン パ ク質 の 主 鎖

の 水 素結合で は，水素結合長 とノの 大き さ に相関 が 認 め

られ て い た が ，さ ら に 今回 の 解析 で はノの 大 き さの 水素

結合 が 形 成す る 角度 に 対 す る依存 性 が 示 され た．筆者 ら

の 知 る 限 りで は ノの 大 き さ と水 素 結合 に 関 す る実験的な

デ ー
タ の 最

．
初の 提

．
出 で あ る，

HNPO

d ° n ° 「sa ° cept ° 隠 d｛Nつ

レA
αP° H

，、。
α゜ HNl

　de

ユhJ
・・

1Hz　
2hJHP

酬 z

G 「y13　　　　02 β

G 幽yA5 　　　 0t β

Lys16 　　　0t β

Ser17　　　03 β

Alat8　　　 02 　tt

2，76　　　　107 ．5 　　　　167 ．5　　　　く0．27　　　　く 0．52

2．74 　　　107．6　　　　163．0　　　く 0．35　　　く 0．92

2．7ア　　　115．9　　　　152．5　　　 《 O．35　　　 く 0．98

3．05 　　　 120．1　　　　 156．6
2．85 　　　 173．4　　　　t43 ．5

《 0．294
、62 ± 0．01

《 0．663
．36 ± 0，09

次 に 水素結合 を 介 した タ ン パ ク 質 ・リン 酸閻 の ノを介

　　　　 ♂

一
・

一

締 訟
Fig、3，　Hydr 〔

黒en 　b（md 　lellgthsとLnd 　 mgles ，　alld 匸he　obse 】
・
ved

　　
I
ツ N ・・md1 ツ・・．

Observed

Fig．4．　Hydrogen 　b〔｝n 廴hc しwork 　berween 　Rns
・GDP

し て ，感 度 よ く相 関 ス ベ ク トル を 得 る た め の 測定法

HNPo をデ ザイ ン した （Fig．5）．11〕1997年 に 1，vUtbT・ich

ら の グル
ープ に よ っ て TROSY 法 が 発 表 され ，　TRoSY

を バ ル ス シ
ー

ケ ン ス 111に 組み 込 め ば IH −ISN 測定 に 関 し

て 緩和 の 長 い 項だけを選択的 に 測 定 で き る こ と が 分 か っ

て い た の で ，141HNP （．）に は TROSY シ
ーケ ン ス を 組み 込

ん だ．11）こ の こ とに よ り，h
『ノ丶 F を介した 15N か ら Slp へ

の 分極移動 の た め の 磁化発展 時 間 にお け る，緩和 に よ る

磁 化 の 損失 が 最 も小 さ な 項 を 選 択 的 に 観 測す る こ とに

よ っ て 高感度を達成 で きた ．TT）

　 こ の 測定法 で は 1H −＞
LsN −〉 ：i］P−＞

1SN −
〉

［li とい う経路

で 分極移 動 させ ，二 次 元 測定 とし て ，旧 ，15N ，　 llll） 各 原

デ
．の 化学 シ フ トを 得 る こ と が で きる ．Fig．6 に HNPO を

r 次 元 に 展 開 した ス ペ ク トル を示 す，HNP （．）で 観測 され

た 信 弓
．が Ala18 と α 位 の リン 酸 基 の 相 関 を 示 し，こ の 間

に 水 素 結 合 が 存 在 す る こ と が わ か る．
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HtSN

　 　 GI　G1

繍
　 　 　 　 　 　 ゆユ

3・，
P ．一 ＿ ＿＿ ＿

G3 　 G3 　 G4 　 G4

， ，Gj ＿L 一 羅 ＿ ＿ ＿ 」」」」＿ ＿

Li　1呂、5．　Pu 且se 　scheme 　 o 「thc 　
31
！INL，　IINPO 　ex ｝，erimcnt ．　Narrow

　 and 　w 且dc　bkLck 上）ars 　indicate　notlsctccti 、ヒ 90°and 　l　8〔｝°puls−

　 es ，respec 〔ivclン．An　open 　barindicares　tilcsdecti 、
・e　3−9−lt，1H

　　l8〔P　pu 』e 　fbl・、VA
’
「ER （虫へTE 　gr2Ldient−tai］ored 　watcl 　 sup −

　 P1
馳
cssiol1 ．　fUl 　pulse　F）hases　are　x ，unlcss 　indku［e｛1 〔｝theri 、

・isc．
　　Delaydu ガ ations ；‘y三2．71nS；

「
1　
＝
　匸08　ms （石V2 ・｝止

ソN の．　Pllase

　 9
「
cling ・ φ1

− ｛罫
一
y．・ ，一・ ｝1 ψ・

＝｛4X ，4（一・）｝；φ・
一｛

一
ン1；ψ，二

　 ｛一｝｝；φn 、　＝　｛｝，
−
y，−X ，X ，一〉

．，　y、　X，
−
X ｝．　ln　〔エrder 　rO　oh 〔ain

　 Rance −Kay 　s．　ty］e　quadraLure　datu　hl　the 　
I5N

（〔［〕dimcnsi〔♪n ，　a

　 sccond 　FIL）fbr　ea 〔
1h

孟正 vallle　isrccolded、、ithφ1 ＝　｛｝ytt
−
y．
−x 、

　 x ｝； φ3
− ｛y｝and φ・

＝｛｝｝．

「漸 （，。、

Ala18

L ＿一一．
11　　　 10　　　　9
　 　 　 　 　 　 　 　 tH

105

110

DFT 計算

　筆者 らの 観測 した hl
／Hl・，　 h／1／N ，と 1司様 の 観測結果 が ，筆

者 らに よ る報 告 の 直後 に RUterjans の グル
ー・プ に よ っ て

も報 告 され た ．1「’）筆 者 らが 観測 に 用 い た 測定方法 か ら考

え て ，観測され た信号 が 水素結合を介 したノで あ る の は

ほ ぼ間 違 い の な い こ と で あ っ た が，裏付 け とな る報告 で

あ る．

　さ らに 2001 年，d・ n ・ity　hln・ ti・ n 【he ・ 1
・
y （DFT ）法 に よ

る 量 r．化 学計算の 結果 が 報 告 され た．16｝ こ の 計算 か ら

フ こL ル ミ接触項 に 基づ く相 互 作用 と して ，すなわ ち ノ と

して，筆者 らの 報告 し た hVf
． p，　h

ヲM が再現 で き る こ と，

さ らに そ の 大 き さが 水素結合 の 角度 に 依 存す る こ と示 さ

れ，わ れわれ の 実験結果が シ ミ ュ レ
…

シ ョ ン に よ く） て も

確認 され た ．ま た ご く最近，他 の グ ル
…プ か ら同様 の 量

子 化学計算 の 報告 が なされ た ，17）

115

8

12015N

今 後

（b）2DH ｛N〕PO

　 　 eAla18

（1Pa）

　　　1．125

驫
7　 　 　 　 6
　 　 　 　 ppm

　現 在 の と こ ろ，NMR に よ るノ を 利 用 し た 水 素結 合の

直接測定 は そ の 測定感度 の 低 さ か ら，必 ず し も標準的，

ル
ーチ ン な測定 に は な っ て い な い ． しか し な が ら NMR

の 測定感度 が 今後 さ ら に 向 上 す る こ と は 間違 い な く，水

素結合 の 直接測定 は 多用 され て い く で あ ろ う．

　過 去 15年間 に NMR 法 は，高磁 場 化，分光器 の 改良，

測 定法 の 開 発 ，試料 調 製法 の 工 夫 な ど に 仁 o て 進 歩 し，

構 造 解 析 法 と して 発展 し て きた．現 在，各地 の NMR に

ク ラ イ オ プ U
一ブ の 導 人 が進 め られ て お り，従来 と同 じ

磁 場 の マ グ ネッ トを 用 い て も数倍 の 感 度上 昇が 得 られ る

よ うに な り つ っ あ る．18）ま た 水 素結合の 直接測定 に は 測

7

ー
≧
ノ

事

｝．
重

　
　
　
こ

　
　
　
＝一

・20

・15

．IO3tP

1110 9

　
1H8

　　 ！ ．5

霤・

7　 　　　 6
　 　 　 　 ppm

眄 g．6．〔a ）2Dh そ八ド 11N 〔PO ），〔b）2Dh ヲ丶ドH （N ）PO．（の 2DI1 ッNp

　　HN （P（））arld （b）
3il
／丶 ド II〔N ）Pc） spect 匸

・
a　are 　sho 、、 n ，　iu 、、hich

　　［ω 1 （
15N

），ω 3 〔
1HN

）］and ［ω 2 （
illp

），ω 3 （
iHN

＞］丘 equencics

　 were 　recordcd ，　lcspe 〔
11i

、
「el

｝
「．

定感度を稼 ぐた め に
「
11ROSY 法を導 入 す る こ とが 望 ま し

い が，191TRoSY 効果 を効率 よ く得 る た め に は測定試 料

の 水素原子 を車水素 に 置換 した車水 素化 体 を用 意す る こ

とが 必 要 で あ る．試料 調 製 の 重 要 性 は つ い 見 落 と さ れ が

ち で あ る が
，
2003 年 に は グル ノーブル に お い て EMBO

ワ
ー

ク シ ョ ッ プ
「
生体高分 子 NMR ，中性子回折 の た め

の 車水素化 」 が 開 催 され た こ とか ら もわ か る よ う に 試料

調製法 の 進展 も重 点的 に 進 め られ て い る．

　以 i．t，　 NMR に よ る、1を 利用 し た 水素結合 の 直接観測

に っ い て ま とめ ，筆 者 ら に よ る 研究 を紹 介 し た ．本稿 で

は ，現 在 ま で に 報告 され て い る 水素結合の ノに 関 し て 代

表的な ごく
一・
部 の も の しか と りあ げて い な い ．また ノの

符 号の 問題 や 水 素 結 合の 性 質 な どの 物 理 化学的問題 に も

触れ て い な い が，水 素結合の 物件 とい っ た基礎問題 に対

して も，水素結合の ．ノの 研 究 は 貴重 な 資料 を与え る．水

素結合 の ノに 関 す る 研 究 の 詳 細 は パ イ オ ニ ア で あ る

Grzcsiek に よ っ て ま と め られ て い る の で 参考 に され た

い 、20 ］応 用 面で は ，今後 NMR 法 の 進歩 に と も な い 水素
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結合 の 直接測定 は ル
ーチ ン 化 され ，得 られ る水 素結合 の

情報 は，分 子 認識 に 基 づ く構造生 物 学研 究 に貢献す る で

あ ろ う．
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低温 電 子 顕微鏡法 に よ るタ ン パ ク質の 構造解析

米倉　功 治

　 タン パ ク質 の 立 体構造の 解析 に は x 線結晶 回 折 法 や 核

磁 気 共鳴 （NMR ）法が広 く用 い られ て い る．前者 は 小 さ く

と も サ ブ ミ リ メ
ー

トル 以一ヒの 大 きさの 良質 な 結晶 が 必 要

で あ り，後者は解析 で き る タ ン パ ク 質 の 分 了
・量 が 通常数

万以
．
ドに 限 られ る．一

方，電子 顕微鏡法 で は タ ン パ ク 質

一
分 子 の 解像 をす る こ と が で き，試料 の 形態，分子量 に

よる 制限は緩 い ，生 体 に は 非常 に たき な タ ン パ ク 質複合

体を形成 し機能 して い る もの や ，膜 タ ン パ ク 質 の よ うに

良質な結晶作成 の 困難 な もの が 多い ．細菌の 遊泳 の た め

の 回 転 モ
ー

タ
ー

で あ るべ ん 毛 は ，約 25 種類 の タ ン パ ク 質

か らな る超分 子複合体 で ある．そ れ は，細胞の 外膜 と 内

膜 を貫 く基部体，トル ク 生 成 に 関 わ る イ オ ン チ ャ ネ ル や，

細 胞 外 に は 10μm 以 上 に達す る べ ん 毛繊維 ，べ ん 毛 繊維

先端 の キ ャ ッ プ タ ン パ ク 質な どか ら構成 され る．1・2） こ

の よ うな 超 分 子 複合体 の 構造 の 解 明に は 電 子 顕 微鏡法 が

適 して お り，ま た 必 須 で もあ る．本稿 で は バ クテ リア ベ

ん 毛 を例 と して ，低温 電 子顕微鏡法に よ る タ ン パ ク質 の

構造 解析 に つ い て 概説す る．

寺牛 徴

　竃 πF顕微鏡 に よ る タ ン パ ク 質 の 観察 に 従来 か ら行 わ れ

て き た 負染色法 で は，試料 を ウ ラ ン や タ ン グ ス テ ン な ど

の 重金属塩 で 染色 し乾燥 させ る の で ，染色む らや 試 料 の

変 性 は 避 け られ な か っ た 〔図 Ib）．　
・
方 ，低 温 電 子 顕微

鏡 法 で は ，試料溶液 を試 料 グ リ ッ ドに 乗 せ 余分 な 溶液 を

吸 い と り，液体エ タ ン や 液体 プ ロ パ ン 中で 急 速凍結した

後 （氷 包 埋 法），そ の ま ま低 温 に 保 ち電 子 顕 微鏡 内 に 移 す

こ とで ，非染色 の 水和 した状態 とい う生 理的な環境 で 試

料 を観 察 す る こ とが で き る （図 lc）．：｝・4）低 混 に す る こ と

に よ っ て 霜 子線に よ る 試料損傷 を大幅 に 低減 で き る が

（室 温 で び）観察に 比 べ 液体窒素 温 度 で 1／10，液体 ヘ リ ウ

ム 温 度 で li
．
20），そ れ で も ま だ 試料損傷 は 深刻な問題 で ，

分解能 を制限す る 主 因 で あ る．電子 線照射 に よ り 試 料 は

質量欠損 を 起 こす と共 に，ラ ジ カル を生成す る．生 成 し

a

f

Sample

b

Carbonfl 十m

 
Steining　reagent

C

H ° ly
鷲

゜n

壓驪 1　 　 　 釀 圏

　 　 　 　 Ice

図 1．負 染 色法 と氷 包埋 法 で の 試 料 の 状 態 の 比 較 a； 生理 的環 境

ドで の タ ン パ ク 質試 料，b ： 負 染色 法 ．　 c ／ 氷 包 埋 法．負 染色 法 で

は，試 料 を 重 金 属塩 で 染 色 し乾燥 させ るの で ，染 色 む らや 変性 が

起 こ る、　 ・方，氷 包上里法で は 水溶液 中の 生 琿 的 な 環 境 下 で 試料 を

観 察す る こ とが で き る．
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