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１. 研究目的 
この研究では、第３世代放射光施設である

Spring-8に巨大な生体超分子複合体のための
構造解析ビームラインを建設し、超分子複合
系の立体構造決定を行い、その働きの仕組み
を明らかにすることを目的に、以下の研究を
実施した。 
（１） 生体超分子構造解析ビームラインの
建設 

（２） チトクロムｃ酸化酵素の高分解能構
造解析に基づいた酸素還元、プロト
ン輸送機構の解明 

（３） ウシ肝臓の 20S プロテアソームの X
線結晶構造解析 

（４） 分子量が7000万をこえるイネ萎縮ウ
イルスの結晶構造解析 

（５） NMR構造解析法の開発 
 

２. 研究成果概要 
２.１ Spring-8 生体超分子構造解析ビームライ
ンの建設 
平成 8～10 年の３年間で Spring-8 の

BL44XU に生体超分子構造解析に特化した
挿入光源ビームラインを建設した。この施設
では受光装置としては CCD とイメージング
プレート(IP)の両方を使用できるようにした。
CCD は全体の大きさは 210mm x 210mm で
0.069 mm の間隔で読み取り、データの記録
は５秒以内に完了する。データの処理は
D*TREC 及び MOSFILM の両方で行うこと
ができる。IPは直径 400mm読み取り間隔は
0.11 mm で、全体を読み取るのに約５分を要
するが、格子定数が 1000Åでも高分解能の
回折データ収集を行うことができる。データ
処理はHKL-2000とMOSFILMの両方で行う
ことができる。 

 
２.２ ウシ心筋のチトクロム酸化酵素の X 線結
晶構造解析 
酸化型結晶は常温で 2.3Å、還元型は常温
で 2.35Å、アジド化酸化型は常温で 2.9Å、

CO 化還元型は常温で 2.8Å分解能の構造決
定を行なった。酸素還元中心には酸化型では
過酸化物が Fe, Cu に配位し両者を橋渡しし
ている。一方、完全還元型では空になってい
る。両者の構造を比較すると、酸素還元中心
以外にもサブユニット IのAsp51付近に主鎖
を含めた大きな構造変化が有ることが判明
した。Asp51の側鎖は酸化型では内部に埋も
れていてCOOHの状態になっている。一方、
還元型ではこの側鎖は分子表面に露出して
おり、水素イオンが解離した COO-になって
いると思われる。 

 

 
図１ 酸化還元に伴う構造変化によってプロトンが
輸送される仕組み 

 
アジド化酸化型ではアジドが Fe, Cu に配
位している、CO化還元型では COが Feに配
位している。Asp51の構造に関しては、アジ
ド化酸化型では酸化型と同じで、CO化還元
型では還元型と同じ構造であり、Asp51の構
造は酸素還元中心の配位子には依存しない
で酸化状態によって決まる。この酸化還元に



 

伴う Asp51 の構造変化がプロトンポンプの
役割を果たしているのであろう（図１）。 

 
２.３ イネ萎縮ウイルスの X線結晶構造解析 

ab initio 構造解析法を開発し、重原子誘導
体や類似の構造モデルなしに構造解析を行
うことができるようにした。このウイルスは、
分子量が 7000 万をこえる２重殻の２重ラセ
ン RNAウイルスである。約 500個の結晶を
使って 3.5Å分解能の回折強度データを収集
し、780個の外殻サブユニットと 120個の内
殻サブユニットからなるウイルス全体の構
造決定に成功した。構造に基づいてサブユニ
ット間相互作用を解析し、階層的な構造形成
の機構を明らかにすることができた。 

 
２.４ ウシ肝臓の 20S プロテアソームの X 線結
晶構造解析 
高等生物のプロテアソームは (α1-7) 2(β1-7)2
の 14種 28サブユニットからなる超分子複合
体である。細菌の 20S プロテアソームは
(α7)2(β7)2２種 28 サブユニットで、酵母は高
等生物と同じタイプである。細菌と酵母の酵
素は共にドイツのグループによって結晶構
造解析が行われている。高等生物では細胞周
期の調節や免疫提示などに深く関わってお
り、構造決定を強く要請されている酵素であ
る。ほ乳類のプロテアソームとしてはじめて
構造決定に成功した（図２）。この構造から
新しい活性部位も明らかになった。 

 

図２ ウシ肝臓の 20Sプロテアソーム 
 
３． 結論 
あらゆる生体超分子複合体の回折強度実
験が可能な施設である Spring-8 生体超分子
構造解析ビームラインを完成させることが
できた。対称性を利用した新しいウイルスの

構造解析法の開発に成功した。チトクロム酸
化酵素の構造研究では、酸素還元とそれに同
期したプロトンポンプの機構を示すことが
できた。イネ萎縮ウイルスの高分解能構造決
定により、その自律的構造形成の機構が明ら
かになった。高等動物の 20Sプロテアソーム
の構造決定に成功し、新しい活性部位も見つ
かった。これらの分子量は 40 万、7000 万、
70 万であり、X 線結晶構造解析は分子量限
界が無くなった。 
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