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単結晶X線構造解析　基礎講座
第13回　タンパク質構造解析における位相決定

山野　昭人*

1.　はじめに
無機・有機・タンパク質にかかわらず，単結晶X線

構造解析の原理は同一である．したがって構造解析の
ステップも同一であるが，低分子構造解析とタンパク
質構造解析では，各ステップの実行方法に大きな差異
がある．単結晶X線構造解析の中心問題とされる，位
相問題を解決する位相決定法も大きく異なっているス
テップの1つである．
低分子構造解析における主な位相決定法は，回折強
度の統計処理により位相を推定する直接法である．一
方タンパク質構造解析では，直接法による位相決定が
困難であるため，実験的に位相を決定する．直接法は
回折強度の強弱を手掛かりとする位相関係式を用い
て，おおまかに割り当てた位相を改良していく方法で
ある．したがって比較的大きな格子を持ち，原子種や
結晶内での電子分布の偏りが限定されるタンパク質結
晶では，回折強度の強弱が低分子結晶と比較して少な
くなるので，原理的に直接法を適用しにくいためとも
説明できる．
タンパク質構造解析における実験的な位相決定法と
して，考え方の基礎となるのは重原子多重同型置換法
（MIR法：Multiple Isomorphous Replacement method） で
ある．MIR法は重原子を導入することにより生じたわ
ずかな位相のずれを利用して，目的とするタンパク質
（Native） の位相を導出する方法である．本稿では重原
子多重同形置換法と，異常分散の波長依存性を利用す
る，多波長異常分散法（MAD法：Multiple Anomalous 
Dispersion method）について解説する．

2.　重原子誘導体の作成
2.1.　ソーキング
実験的な位相決定の第1段階は重原子誘導体結晶の
作成である．重原子誘導体の古典的な作成方法は，
Nativeタンパク質の結晶を重原子溶液に浸すソーキン

グと呼ばれる方法である．ソーキングの手続き自体は
簡単であるが（図1（a）），重原子の種類，濃度，ソー
キング時間など，変更すべきパラメーターは多数あ
り，多大な労力が必要となる．重原子が導入されたか
否かは実際にデータを測定して評価する必要があり，
1つの誘導体の取得に最低でも数回，運の悪い時には
数十回もソーキングから測定・評価までを繰り返さな
ければならない場合が多いためである．
重原子誘導体の作成の変法として，気化ヨウ素を用

いる方法がある（1）．特に固体のヨウ素を使用する方法
は極めて簡便である．ヨウ素の断片を顕微鏡下で適当
な大きさに切断し，結晶化ドロップの近辺にグリース
等で貼り付け再封するだけである（図1b）．ヨウ素溶
液やヨウ素とヨウ化カリウムの混合溶液を用いてもよ
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図1.　 重原子誘導体の作成手順の模式図．（a）通常の重原子誘
導体の作成方法．（b）気化ヨウ素を用いた重原子誘導体
の作成方法．ヨウ素片をグリース等でカバーグラスに貼
付し封じる．ヨウ素片の代わりにヨウ素溶液やヨウ素＋
KI溶液を用いることもある．

Technical note
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い．気化ヨウ素を用いた重原子誘導体の作成方法は，
他の方法にはない利点を持っている．
・ 導入が進行するに従い結晶が黄変するため進捗の
確認が容易
・ いつでもソーキングを停止・再開することができ
る
・ 溶媒に露出したチロシン残基のみがヨウ素化され
る
・ 同形性がよい
・ 位相決定の際にヨウ素の高い電子密度と大きな異
常分散を利用することができる
同形性がよい理由として考えられるのは，重原子溶
液を直接結晶化ドロップに加えないため，浸透圧など
の結晶周りの環境の変化が少ないことや，溶媒に露出
したチロシン残基のオルト位もしくはメタ位のみがヨ
ウ素化されるので，タンパク質分子自体の構造変化に
起因する直接間接の分子間接触への影響が少ないため
と推定される．ヨウ素が存在するところがチロシンで
あるため，モデルの構築の手掛かりともなる．気化ヨ
ウ素を用いる方法の欠点は，PEGを沈殿剤としている
場合，および溶媒に露出したチロシン残基が不在の場
合に用いることができない点である．PEGを含む結晶
化ドロップに吸収された気化ヨウ素は，ドロップ内で
結晶化してしまう．

MAD法による位相決定では，通常セレノメチオニン
を遺伝子工学的に導入するため，重原子のソーキング
は不要である．データ測定の質にも依存するが，150
アミノ酸残基ごとに1個程度のセレンが存在すれば，
位相決定が可能であるとの報告がなされている（2）．

2.2.　蛍光X線測定による重原子導入の可否判定
2.1節で重原子誘導体作成の困難さの 1つとして，
導入の可否は実際にデータを測定して評価する必要が
あると述べた．これを回避する方法として，蛍光X線
（XRF: X-ray Fluorescence）を測定する方法がある．単
結晶用の蛍光X線測定アタッチメント （図2（a）） は，既

設の単結晶X線構造解析用装置に取り付けることがで
き，データ測定を行いながらXRFを測定することが
できる．結晶マウントの際には，重原子溶液部分から
のXRFシグナルの混入の可能性を排除するため，事前
に重原子誘導体結晶を重原子を含まない溶液に浸す，
バックソーキングを行う必要がある．上記の気化ヨウ
素を用いて作成された誘導体はこの点でも有利である．
導入されたヨウ素はチロシン残基側鎖の特定部位に共
有結合しているため，通常のソーキング方法で得られ
た誘導体でしばしば問題となる，バックソーキング時
に重原子が除去されてしまうという問題が発生しにく
いからである．
導入した原子種に相当するXRFが得られていれば，
結晶中に重原子が存在することになる（図2（b））．位
相決定に寄与する重原子誘導体は，重原子が存在する
だけでは十分ではなく，結晶全体にわたって特定のサ
イトに規則正しく結合している必要がある．占有率も
重要である．しかしながらXRFのシグナルが存在し
ない場合は，重原子が結晶中に存在していないことに
なるため，データ測定を待たずに棄却することができ
る．XRFアタッチメントを用いることにより，大幅な
省力化が可能となる．

3.　位相決定の原理
3.1.　MIR法
重原子多重同形置換法は，その名の通り，重原子を
含まないいわゆるNative結晶と，Native結晶を重原子
を含む溶液に浸して重原子を導入した誘導体結晶を作
成し，その位相のずれからNative結晶の位相を導き出
す方法である．
図3にMIR法による位相決定の原理を示す．構造因

子は波として考えることができるので，複素平面上で
考えると便利である．青色で表したのがNative結晶か
らの情報である．Native結晶の回折強度はデータ測定
により測定することができるが，位相は測定すること

図2.　 （a）単結晶X線構造解析装置用XRFアタッチメント．（b）Native結晶を10 mMのK2PtCl4溶液に10 minソーキングした後（a）に
て測定した結果．
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ができない．この状況は本来ベクトルである構造因子
の矢印の長さはわかるが，その終点の位置がわからな
いということに相当する．ここで重原子誘導体の出番
となる．
重原子の位置がわかると，重原子分の構造因子を計
算することができる．構造因子はベクトルとしてあら
わされるので，図3中Fh1のように書き込むことがで
きる．ただし重原子誘導体の重原子以外の部分につい
ては，その回折強度しかわからないので，重原子の構
造因子の終点を中心とする構造因子の振幅を半径とす
る円を描く（図3の赤円）．誘導体とNative結晶に由来
する赤円と青円の交点は，重原子誘導体とNative結晶，
重原子のみの構造因子のベクトル演算が満たされてい
る．しかしながら交点は2つ存在あり，位相角の可能
性は2つあることになる．そこで2つ目の重原子誘導
体を用意し，同様な作業を繰り返す．2つめの誘導体
についても，重原子の位置を決め重原子分の構造因子
を計算する （図3のFh2）．Fh2の終点を中心とする，重
原子誘導体の振幅を半径とする円を描くと，今回も2
つの交点ができるが，1つめの誘導体で得られた2つ
の交点と矛盾しないのは1つの交点のみとなる（図3
の太い矢印）．これで2つの位相角の可能性が1つに決
定できたことになり，したがってタンパク質結晶の位
相が決まったことになる．

3.2.　MAD法
MAD法はMIR法よりも新しい手法であるとの印象

を受けるが，理論自体はMIR法と同時期に構築され
ていた（3）, （4）．MAD法は異なる波長での測定が必要で
あるため，実用にはタンパク質構造解析用の放射光
ビームラインの出現が必須であったからである．

MIR法では原子種の違いや結合部位，占有率の違い
により構造因子が変化するのを利用するのに対し，
MAD法では異なる波長に対する異常分散が異なるこ
とにより構造因子が変化するのを利用する．
図4は異常分散源がある場合の，1回折点について
の位相関係を示している．この図からMAD法の位相
決定の原理（5）を導いてみる．異常分散源となる重原
子はすべて同一の元素であるとし，重原子全体の構造
因子をFH，異常分散に寄与しない部分をFA, FAと同じ
位相を持ち異常分散に寄与する波長依存部分をF′A, F′A
と90度位相が異なる異常分散に寄与する波長依存部
分をF″Aとすると，
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△ABCは直角三角形なので，3平方の定理を適用し
（1）式を代入すると，

図3.　 MIR法の原理図（Argand diagram）．特定の回折点につい
ての理想的な位相関係を示している．Fp：Nativeタンパク
質の構造因子，Fph1：1つ目の重原子誘導体の構造因子，
Fph2：2つ目の重原子誘導体の構造因子，Fh1：1つ目の重
原子誘導体の重原子のみの構造因子，Fh2：2つ目の重原
子誘導体の重原子のみの構造因子．|Fp|, |Fph1|, |Fph2|はそれ
ぞれNativeタンパク質，1つ目の重原子誘導体，2つ目の
重原子誘導体の構造因子の振幅で，回折強度測定により
測定することができる．

図4.　 MAD法の原理図（Argand diagram）．特定の回折点につい
ての理想的な位相関係を示している．FB：異常分散を持
たない全原子の構造因子，FA：異常分散を持つ全原子の
異常分散に寄与しない部分の構造因子，FA：異常分散を
持つ全原子の異常分散に寄与しない部分の構造因子，FA′： 
異常分散を持つ全原子の異常分散に寄与する部分の構造
因子のうち，異常分散に寄与しない部分と同じ位相を持
つ部分の構造因子，FA″, ：異常分散を持つ全原子の異常分
散に寄与する部分の構造因子のうち，異常分散に寄与し
ない部分と90度位相が異なる部分の構造因子．
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また直角三角形△ABCと（1）式より
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（2）式と（3）式を代入すると，
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FT
－についても同様に計算し，a（λ）＝（ f′2+f″2）/（ f 0

2））, 
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（4）式において，特定の波長に対するa（λ）, b（λ）, c（λ）
は吸収スペクトルから求めることができるため，波長
に依存する未知数はFT

o, FA,（ϕT－ ϕA）の 3つである．
したがって2つ以上の異なる波長についてフリーデル
対が測定できれば，3つの未知数に対して4つあるいは
それ以上の方程式が得られるため，FT

o, FA,（ϕT－ ϕA）
を決定することができる．回折強度の最も大きな変化
は吸収端付近で起こるため，通常吸収端の直前（Edge）
と直後（Peak），吸収端から遠い（Remote）の3つの
波長で測定する．

4.　重原子位置の導出
MIR法でのNativeタンパク質の位相計算には，重原
子分の構造因子が必要となる．またMAD法で得られ
る位相はϕT－ϕAであるため，ϕTを計算するにはϕAを
差し引かなければならない．すなわちMIR法にせよ
MAD法にせよ，何らかの方法で重原子位置などの重
原子パラメーターを決定しなければならない．これは
重原子のみのサブ構造を決定することに相当する．

MIR法での重原子位置の決定には，重原子誘導体結
晶の回折強度からNarive結晶の回折強度を引いた
|Fph1|－ |Fp|を利用する．重原子誘導体の同型性が十
分高い場合，|Fph1|－ |Fp|は重原子分からの寄与のみ
を含むため，導出された構造は重原子のみの構造に相
当するからである．これは実空間で考えるとわかりや
すい．Nativeタンパク質の構造も重原子誘導体の構造
も，タンパク質部分を含むため位相を直接計算するこ
とは困難である．ところが重原子誘導体の構造から
Nativeタンパク質の構造を差し引いたものは，重原子
のみの構造となり劇的に単純になる（図5）．これで
あれば何とかして構造を決めることができそうだ．

1990年ころまでは重原子位置の決定は，重原子間
ベクトルの重ね合わせであるパターソン関数を計算し
手計算により行っていた．対象とする構造が単純であ
るうちはよかったが，対象とするタンパク質分子が巨
大化するにつれ，重原子が結合するサイトの数も増え
てきているため，手計算では対応しきれない．現在で
は SOLVE, SHELXD, SHARP, CRANK（6）など，パター
ソン関数を自動で解析するソフトウェアや直接法を用
いるのが一般的になっている．

5.　まとめ
MIR法は，Native結晶と2種類の異なる重原子誘導

体結晶の回折データが測定できれば，位相を決定する
ことができる．しかしながら位相決定に寄与する1つ
の重原子誘導体の作成も，条件の検索や複数回にわた
る測定・評価が必要であり最も労力がかかる段階で
ある．測定装置が進歩した現在でもこの状況は変わら
ない．しかしながら現在では，1つの重原子誘導体が
得られれば，SIR法（Single Isomorphous Replacement 
method） やSIR法と異常分散を組み合わせたSIRAS法，
SAD法 （Single-wavelength Anomalous Dispersion method）
による位相決定も可能となっている．特にタンパク質
中のS–S結合や，メチオニンの側鎖に含まれる硫黄の
異常分散を利用したSAD法が適用できる場合は，Na-
tive結晶のみで位相決定が可能となる．

MAD法は異なる波長での複数回のデータ測定が必

図5.　 （a）重原子誘導体に対する構造，（b）Native結晶に対す
る構造，（c）重原子のみの構造．
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要であるものの，必要な重原子誘導体結晶は1つでよ
いという利点を持つ．したがってMAD法は，Native
結晶の取得が原理上もしくは技術上困難であるため
MIR法が適用できない場合や，もともとタンパク質に
金属が含まれる場合などにも有効である．またMAD
法は原理上，同形性の良否の影響を受けないため，位
相の質はすなわちデータの質である．一般的には計数
率の大きい放射光での測定は，信頼度の高いデータを
測定することができるため，MAD法で決定した位相
は質が高く，構造解析の次のステップであるモデルの
構築も容易となる傾向がある．
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