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Photoactive Yellow Protein の中性子結晶構造解析 
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Photoactive Yellow Protein(PYP)の結晶を用いて中性子結晶構造解析を行い、水素原子位

置を含んだ結晶構造を構築する。 
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１．目的 タンパク質の構造形成、及び機能発現には、水素結合が深く関わっている。これ

まで、水素結合の有無に関してはドナーとアクセプター間の距離を指標として、その存在が

検証されてきたが、その結合強度に関しては検証することができなかった。しかし、水素原

子の位置が同定されれば、その結合を定量的に検証できるようになる。特に、低障壁水素結

合や、弱い水素結合と呼ばれている特殊な水素結合に関しては、水素原子の位置を決定しな

ければその存在すら証明できない。そこで本研究では、光応答タンパク質 PYP をモデルタン

パク質として、中性子結晶構造解析により水素原子位置を含んだ PYP の立体構造を構築し、

この構造をもとに PYP 中の水素原子を介した相互作用の役割について検証する。 

２．方法 中性子回折実験は、BIX-4 を用いて行った。構造解析は、分子置換法によって行

ったが、初期構造及び精密化には同一結晶化条件で作製した結晶のＸ線結晶構造を用いた。

すなわち、水素原子以外の原子の位置は、X 線結晶構造を採用し、中性子回折実験のデータ

を水素原子の精密化にのみ用いた。この方法により結晶構造の精度を上げることに成功した。 

３．研究成果 2.89 × 0.85 × 0.79 mm3 の大きさの結晶を用い分解能 1.5 Å までの回折デー

タを記録することができた。Completeness は 89.6、回折データのＲmerge は 10.9 であり、分

解能 1.5 Å の構造解析が可能なデータである。このデータを用いて、構造解析を行った。そ

の結果、PYP 中の全ての水素原子を含む中性子結晶構造を明らかにすることができ、タンパ

ク質中の解離性側鎖のプロトン化状態や、crystal packing に関与している水素結合等、1 Å

を超える高分解能 X線結晶構造解析でも得られなかった水素原子に関する情報をもたらした。

特に発色団結合領域においては、低障壁水素結合が観測された。 

４．結論・考察 本研究により、生理条件下で存在するタンパク質内の低障壁水素結合が観

測された。低障壁水素結合は酵素反応系の遷移状態において形成され、“この形成が酵素反

応を促進する役割を担っている”という仮説が 1994 年に提唱された[1,2]。その後活発な議

論がなされてきたが、反証も数多く報告され[3,4]その役割の詳細は未だ明らかになってい

ない。本測定で、定常状態の発色団結合領域において、低障壁水素結合が形成されているこ

とが明らかになった。これは生理条件下のタンパク質内における低障壁水素結合形成の初の

観測例となる。これにより、タンパク質がその機能発現系において、低障壁水素結合という

特殊な水素原子を介した相互作用を用いていることが明らかになった。 
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