
生体分子構造解析学特論
シンクロトロン光研究センター

渡邉 信久

第6回

さて，位相問題の説明で区切りが悪かったけど，最後で
す．本当は全部で7回でやるのがいいのかな…
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講義スケジュール
• 1：混沌の時代から繊維写真の時代

• 2：サイクロール説

• 3：二次構造の解明

• 4：DNAの構造

• 5：結晶構造解析法の発展

• 6：高分解能構造解析の始まり

世界で「最初」の結晶構造解析を実現するということ
で，1958年にミオグロビンの6Å分解能の構造解析が成
されましたが，それは先程見たように「ソーセージ」状
な訳で，当然，もっと詳細な構造が知りたいということ
になります．
特に，先週の課題で読んでもらったように，結晶性が良
くないために解析出来ないということではなく，原理的
には実施可能で，問題は手間や計算量のことですから，
急速に進みます．
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High-resolution protein 
structure analysis

postscript: next 50 years of protein crystallography

高分解能の構造解析の歴史が始まりました．その後の50
年の始まりです．
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key paper

Nature (1960) 185, 422-427

myoglobin の
2Åの構造解析

© 1960 Nature Publishing Group

Nature (1956) 177, 476-477

© 1956 Nature Publishing Group

© 1956 Nature Publishing Group

Virus の構造予測

上の論文は，ミオグロビンの2Åの構造解析ですから当然
key paperで良いとして，「その後の50年」となるとい
くらでも話題があります．
ちょっと悩むのですが，key paper はこれにしました．
まずは，これまでの続きのミオグロビンからです．
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key paper

Nature (1960) 185, 422-427

© 1960 Nature Publishing Group

ミオグロビンの2Å分解能の構造解析ですが，この論文は
1960年です．さっき見て来た6Åの解析の論文が1958年
でした．
ということは，この間わずか2年のことです．
PerutzがBarnalのところでヘモグロビンを始めてから21
年，Kendrewがミオグロビンを始めてからでも10年で
す．それと比較したらえらい勢いです．
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© 1960 Nature Publishing Group

p.422

この論文の最初のページですが，実は前の421ページま
でがPerutzのヘモグロビンの5.5Åの論文です．
で，そのヘモグロビンの構造とミオグロビンの構造を比
較して，その間の共通性を指摘しています．

そして，ミオグロビンについては，2Å，つまり高分解能
の構造解析という「第二ステージ」に進む訳です．

そうしたら，何が分ったかというと「とても複雑なこ
と」，そして，そんな構造を詳細に検討するには何ヶ月
もかかるだろうということです．
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Ancient  history 185 

Fig. 2. Bror Strandberg (left) and Dick Dick- 
erson  (right) returning from the EDSAC I I  
computing center carrying the paper tape sort- 
ing board for the myoglobin 2-A data set. In- 
dividual strips of tape  contained intensities 
from  minimum to maximum I ,  and were 
sorted manually on h and k by thumbtacking 
them to the proper square on a grid drawn on 
the sorting board (high tech!).  Tape strips for 
native myoglobin and the various heavy atom 
derivatives were tacked  together  and later 
were read through a tape reader again to pro- 
duce  one  long master data  tape. 

was completely dry,  and  an efflorescence  of  dried salt 
covered the  outside  of  the  tube. I was stunned. I walked 
into Kendrew’s office,  explained briefly what  had  hap- 
pened,  and tendered my resignation. 

Kendrew didn’t shout  at me and didn’t laugh  at me, 
which  would  have been even worse. Instead, he said 
calmly that of course I wasn’t going to resign over a  thing 
like that; we would  just  have to see where we were with 
the gold  derivative. As feared,  there were no  more vials 
of crystals in gold chloride,  and  the  project obviously 
could  not wait 2 years for  more gold to diffuse in. So we 
went with what we had already collected. Hence to be ac- 
curate,  the 2-A resolution structure analysis of sperm 
whale  myoglobin was not  carried out with three  isomor- 
phous derivatives, but with 2.75. 

Space  forbids saying  much about how the  data were 
collected,  derivatives  refined, and phases  analyzed. The 
final calculation of the three-dimensional electron density 
map  on EDSAC I1 was an all-night party. Dave Phillips 
and some of his group came up (sorry,  down)  from  Lon- 
don  for  the event.  (One heavy atom  data set had been 
collected at  the Royal  Institution.)  It  took  literally all 
night to calculate  the  map. John was sufficiently worried 
about  machine  errors  that he  then  repeated the  entire 
Fourier  synthesis  calculation on a defense computer  to 
which he had access at a  military base. We plotted  the 

map sections on Plexiglas sheets, stacked the sheets over 
a light box,  and threw a cocktail  party at  dusk  on  the 
Peterhouse  lawn to celebrate. I vividly remember Sir 
Lawrence Bragg, director  of  the Royal Institution  and 
the  man who  had  brought  Perutz and Kendrew to  Cam- 
bridge,  taking the elbow  of  guests at  the  party  and  pro- 
pelling them to the light box,  pointing  at an a-helix  that 
ran obliquely through  the map sections, and saying excit- 
edly: “Look! See, it’s  hollow!’’ Hollow it  was indeed, and 
striped with a barber pole pattern  that was clearly resolv- 
able  into a -NH-C,-CO- polypeptide  backbone. As a 
genuinely unexpected dividend,  at 2.0 A you could even 
use the  carbonyl  groups  to figure out which way the 
backbone  chain  ran.  A  small  thing  today,  perhaps;  but 
in 1958 who knew what to expect? It had never been 
done before. 

The  map was calculated in August 1959. I literally 
threw the  maps  on Kendrew’s desk and ran  for  the  boat 
train to Southampton.  Bror  Strandberg stayed 3 months 
longer and helped interpret  the  map in detail.  Herman 
Watson  joined the  group  and carried on  the interpre- 
tation. 

One interesting  postscript: J.D. Bernal of Birkbeck 
College once  remarked that you would never be  able to 
interpret  the three-dimensional  Patterson  map of a  pro- 
tein unless you built a model big enough to walk through. 

p.423

Dickerson, RE, Protein Science (1992) 1, 182-186

myoglobin 2Å data set

さて，6Åまでの回折点は400個でした．それが2Åになると9,600になりま
す．
忘れてはいけないのは，MIR法で位相を決めないといけないので，データ数
は9,600じゃなくて，それの重原子誘導体分もあります．当時としては，そ
れは大変な「データ量」であった訳です．
今時，GBやTBのデータを「見て」いますから，それで「たくさん」だなって
ピンと来ないかも知れません．
この写真は，紙テープに打ち出したミオグロビンの回折強度データの一式を
計算機センターから「持って」帰っているところです．
(そういえば，私が子供の頃は，駄菓子屋で，こういうデータテープの切れっ
端をおもちゃとして売っていました．ウルトラマンごっことか用だったか
な…)
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p.423

© 1960 Nature Publishing Group

© 1960 Nature Publishing Group

あと，これも，今の皆さんにはピンと来ないかも知れません．
(測定をやったことがある人も，そうでない人もですが…)
この解析のための回折データ収集には，「22枚のプリセッション写真を撮影した」そして「それぞれ
に1個ずつ結晶を使った」と書いてあります．一個一個ガラスキャピラリーに結晶を封入して，それぞ
れちゃんと結晶の方向を決めて，回折写真を撮影している訳です．なかなかの忍耐力ですよ．今なら，
うまく行けば，たった一個の結晶で，しかも結晶の方向なんか全く意識しないで構造解析してしまう
ことが可能な場合もあります．

たくさんのデータ量ですから，手でちまちまやっている訳に行かない訳で，計算プログラムも，どん
どん発展していく訳です．
(ここに”graphically”って書いてあるのは，「図を描いて」やるんじゃなくて，という意味ですよ…)

(“best phase”などの詳細は今回は説明しない…)
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p.423
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そうして，9600×重原子分のデータを処理し，フーリエ計
算して電子密度分布を計算しますが，その「結果」を，どう
やって使うのかが問題です．つまり，どうやって蛋白質の構
造にするかです．これも，やはり今ではピンと来ないかも知
れません．
今なら三次元グラフィクス上でモデルを組むのですが，当時
はどうしたかというと，こうやって棒を立てて電子密度が高
いところに印を付け，そこに原子があるということを考えな
がら，こんなふうにして，1Åが5cmとなるような大きさ
で，手で立体モデルを組み立てていった訳です．
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John Kendrew with model of 
myoglobin in progress 

Kendrew’s wire forest model

1Å = 5 cm

実際のモデルの大きさは，これが分り易いでしょう．
Kendrewの大きさが物差しです．
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p.425
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© 1960 Nature Publishing Groupさて， さっき見たように，詳細な検討はまだ時間がかかるので先
のこととして， こうして6Åから2Åの高分解能の構造解析になっ
て，いったい何が可能になったかを見ています．
この図はヘリックス部分の電子密度分布を円筒状に投影したもの
です．主鎖の流れと，そこから枝状に電子密度が伸びている，つ
まり主鎖カルボニルの酸素が見て取れます．これでヘリックスの
方向が分る．ポーリングのαヘリックスの時にOHPシートでヘ
リックスを巻いてみましたが，あれを持っていたら見てみて下さ
い．6Å分解能のソーセージモデルでは，そんなことは決っして出
来なかった訳です．
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こんなふうにして，6Åでは「ソーセージモデル」だった
ものが，2Åの解析では，ちゃんと原子位置が特定された
「分子モデル」が構築できた．こうして，1960年．いよ
いよ「高分解能」の構造解析が可能な時代が始まりまし
た．
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Earliest Primary Reports of Macromolecular Structures

1958: Myoglobin Kendrew JC, Bodo G, Dintzis HM, Parrish RG, 
Wyckoff H, Phillips DC.  Nature 181, 662-6.

6 Å

1965: Lysozyme Johnson LN, Phillips DC. Nature 206, 761-3.6 Å

1967: Ribonuclease Wyckoff HW, Hardman KD, Allewell NM, Inagami T, 
Johnson LN, Richards FM. J. Biol Chem. 242, 3984-8.

3.5 Å

1968: Papain 2.8 Å Drenth J, Jansonius JN, Koekoek R, Swen HM, 
and Wolthers BG. Nature 218, 929-32.

1971: Insulin Blundell TL, Cutfield JF, Cutfield SM, Dodson EJ, 
Dodson GG, Hodgkin DC, Mercola DA, Vijayan M. 
Nature 231, 506-11.

2.8 Å

1971: Protein Data Bank established at Brookhaven National Laboratory

1960: Heamoglobin Perutz MF, FRS, Rossmann MG, Cullis AF, Muirhead H, 
Will G, North ACT.  Nature 185, 416-22.

5.5 Å

こうして高分解能の構造解析が「可能になった」訳です．その後，構
造解析に成功した初期の蛋白質には，こんなのがあります．
後でいくつか，これらの論文の図をざっと見てみますが，いわゆる構
造解析の「結果」としては，現在とそれほど変らない状況が急速に発
展しているように思えます．ただし，勘違いするといけないですが，
実際の構造解析の手間は，今とは較べものになりません．結晶が出て
から構造になるまでに，数年を費すような時代がしばらく続きます．

こうした中，1971年には，解かれた構造をデータベースにして活用す
るPDBが設置されています．
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1968: Papain

©          Nature Publishing Group1968 ©          Nature Publishing Group1968

Drenth J, et al. Nature 218: 929-32.

Fig. 1. Pair of stereoscopic photographs of 
the electron density map.

これはDrenthが主著者の1968年のパパインの論文にあ
るミニマップの写真です．
2.8Åの解析です．
論文の図は平行法になっていますが，このスライドは交
差法の配置にしてあります．
ちゃんと立体的に見えますか?
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1968: Papain
Drenth J, et al. Nature 218: 929-32.

Fig. 4. Perspective drawing of the main 
chain conformation.

©          Nature Publishing Group1968

これが，その論文にあるパパインの主鎖の構造の図で
す．
現在の構造解析の論文の絵と，そんなに違いは無いで
しょう．
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1971: Insulin
Blundell TL, et al. Nature 231(5304):506-11.

Fig. 3. The atomic position in the insulin molecules.

これはBlundellのインスリンの構造解析です．
2.8Åの構造解析ですから，各アミノ酸の構成原子の位置
が決まって，こういう絵が描けることが分ります．
皆さんが，日常見ている論文の絵と同じレベルの解析が
出来るようになっていることが分ってもらえれば良いで
しょうか．
ただ，繰り返しになりますが，まだこうした一つの構造
解析に何年もかかった，そういう時代がしばらく続きま
す．
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その後の蛋白質結晶学

さて，最後に，その後の展開を見てお仕舞いにしましょ
う．
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✴ より大きいもの
- ウイルス粒子

✴ より複雑なもの
- リボソーム

✴ より重要なもの
- 膜蛋白質，疾病関連蛋白質

✴ より精密な解析
- プロトン伝達，電子伝達

その後の蛋白質結晶学の展開の方向は，大きくみて，こ
んな感じの方向だったのではないでしょうか．
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ウィルスの構造解析

一つだけ例を見ておきます．この講義のスタイルで見る
ので，「歴史」としての見方ですが…
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key paper

Nature (1956) 177, 476-477

© 1956 Nature Publishing Group

© 1956 Nature Publishing Group

これを最後のkey paperにしました．
1956年に，やはり Cavendish に居た Casper が，Ｘ線
回折写真からトマト矮化病ウィルスの構造を推測した論
文です．
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p.476
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Fig. 1

© 1956 Nature Publishing Group

もちろん構造解析が出来ていた訳ではありません．
こんなふうに．回折写真の「パターン」を解釈して，ウィルス粒
子が点群532の対称性を持っていることを推測しています．
そしてウイルス粒子のコートタンパクの数は12の倍数，あるいは
60の倍数だろう，たぶん300以上だろうと推測しています．
1956年というのは，どういう時代ですか?
まだ，やっとミオグロビンの構造がなんとかなりそうな時代に，
もうウィルスの構造解析を目指して研究がされていたんだ，とい
うことを見ておいて下さい．どうですか? (それが私の今回の講義
の主題ですが…)
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Nature (1977) 265, 509-513

©          Nature Publishing Group1977

Fig. 2

その後，1977年には，5.5Å分解能のこんな電子密度図
が得られ，コート蛋白質の配置が推測されています．
さっきの論文で532対称が推測されていましたが，ここ
に5回軸が，ここに3回軸がありますね．
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Fig. 1

©          Nature Publishing Group1978

Fig. 2

Nature (1978) 276, 368-373

そして，1978年には，2.9Åの電子密度分布図が得られ，
23



Fig. 3

Nature (1978) 276, 368-373

©          Nature Publishing Group1978
©          Nature Publishing Group1978

コート蛋白質のサブユニットの構造も分って来ました．
ステレオ図ですが，このスライドも論文のを「交差法」
のステレオに修正してあります．
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Structure of Tomato Bushy Stunt Virus 
V.t Coat Protein Sequence Determination and its Structural Implications 

P. HOPPER~$, S. C. HARRISON’ AND R. T. SAUER' 

1 Department of Biology 
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA 02139, U.S.A. 

‘Department of Biochemistry and Molecular Biology 
Harvard l,‘niversity, 7 Divinity Avenue, Cambridge, MA 02138, U.S.A. 

(Received 1 February 1984) 

CVe report the chemically determined sequence of most of the polypeptide chain of 
the coat protein of tomato bushy stunt virus. Peptide locations have been 
determined by comparison with the high-resolution electron density map from 
X-ray crystallographic analysis as well as by conventional chemical overlaps. 
Three small gaps remain in the 387-residue sequence. Positively charged side- 
chains are concentrated in the N-terminal part of the polypeptide (the R domain) 
as well as on inward-facing surfaces of the S domain. There is homology of 
S-domain sequences with structurally corresponding residues in southern bean 
mosaic virus. 

1. Introduction 

The three-dimensional structure of tomato bushy stunt virus, determined 
crystallographically to a resolution of 2.9 A, has been described in some detail 
(Harrison et al., 1978; Harrison, 1980; Olson et al., 1983). The coat protein subunit 
folds into three domains (R, S and P), with a connecting arm between R and S. 
The N-terminal, inward projecting R domain is flexibly tethered to the rest of t’he 
subunit: it therefore cannot be seen in the electron density map. The S domains of 
the 180 subunits form a tightly bonded shell, from which the P domains project in 
pairwise clusters. The connection from S to P is a hinge, with one orientation in 60 
of the subunits and another in the remaining 120. Figure 1 is a diagram that 
shows schematically how the subunits pack in the virus. A, B and C denote three 
similar but distinct packing environments. For a more detailed account, see Olson 
et al. (1983). 

The initial X-ray analysis relied on an amino acid sequence for the coat subunit, 

t Paper IV in this series is by Olson et al. (1983). 
: Present address: Department of Microbiology and Molecular Nology. Tufts Medical School. 
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AMINO ACID SEQUENCE OF TBSV 705 
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FIG. 2. Sequences of peptides from TBSV and their alignment in the polypeptide chain of the coat 
protein. Peptide names are based on cleavage methods. CN, cyanogen bromide; MT, maleylated 
tryptic; SP, staphylococcal protease; C, chymotrypsin; HA, hydroxylamine. Peptides sequenced as 
mixtures are identified by the names of both peptides in the mixture (e.g. MT2/MT3). The sizes of gaps 
were derived from the crystallographically determined electron density map. Arg60 and Arg259 were 
placed on the basis of the specificity of trypsin for cleaving after arginine in the maleylated protein. 
Arg59 and His70 were assigned on the basis of the CNl composition (Table l), the likelihood that 
peptide MT5 would not have a second arginine, and the X-ray map. Residues 107 to 109 were assigned 
using the MT7 composition and the X-ray map. 
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placed on the basis of the specificity of trypsin for cleaving after arginine in the maleylated protein. 
Arg59 and His70 were assigned on the basis of the CNl composition (Table l), the likelihood that 
peptide MT5 would not have a second arginine, and the X-ray map. Residues 107 to 109 were assigned 
using the MT7 composition and the X-ray map. 

J Mol Biol 177 (1984) 701-713

ちょっと補足しておかないといけないと思うのは，実は
このコート蛋白質のアミノ酸配列情報は，1984年のこの
時までありません．
現在のように，いろいろな生物の遺伝子が解読されてい
て，アミノ酸配列は既知である，というのとは随分と状
況が違います．
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CVe report the chemically determined sequence of most of the polypeptide chain of 
the coat protein of tomato bushy stunt virus. Peptide locations have been 
determined by comparison with the high-resolution electron density map from 
X-ray crystallographic analysis as well as by conventional chemical overlaps. 
Three small gaps remain in the 387-residue sequence. Positively charged side- 
chains are concentrated in the N-terminal part of the polypeptide (the R domain) 
as well as on inward-facing surfaces of the S domain. There is homology of 
S-domain sequences with structurally corresponding residues in southern bean 
mosaic virus. 

1. Introduction 

The three-dimensional structure of tomato bushy stunt virus, determined 
crystallographically to a resolution of 2.9 A, has been described in some detail 
(Harrison et al., 1978; Harrison, 1980; Olson et al., 1983). The coat protein subunit 
folds into three domains (R, S and P), with a connecting arm between R and S. 
The N-terminal, inward projecting R domain is flexibly tethered to the rest of t’he 
subunit: it therefore cannot be seen in the electron density map. The S domains of 
the 180 subunits form a tightly bonded shell, from which the P domains project in 
pairwise clusters. The connection from S to P is a hinge, with one orientation in 60 
of the subunits and another in the remaining 120. Figure 1 is a diagram that 
shows schematically how the subunits pack in the virus. A, B and C denote three 
similar but distinct packing environments. For a more detailed account, see Olson 
et al. (1983). 

The initial X-ray analysis relied on an amino acid sequence for the coat subunit, 
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(b) FIG. 3. Diagrams of (a) P and (b) S domains, indicating main-chain hydrogen bonds involved in 
secondary structural elements and the amino acid sequence in single-letter code. These diagrams are 
related to the folded structure as shown in the inset Figures. See Figs 10 to 12 of Olson et al. (1983). 

In the C subunit of TBSV, the side-chain of Trp144 extends inward to contact 
Pro93 in the ordered arm, and its ring nitrogen hydrogen-bonds with Asn161 on 
the 2-fold related subunit. Both Pro93 and Asnl51 are also present in SBMV, but 
the reported orientation of the Trp side-chain in the SBMV model precludes the 
hydrogen bond with Asn (Rossmann et al., 19833). Another intersubunit bond 
that is conserved in the two viruses is His108 (His71 in SBMV) to Asn197 (Asn152 

こうして，こんなふうに，アミノ酸配列も含めて「構
造」が解析され，

26



310 Å

Hopper, P., Harrison, S. C., Sauer, R. T., J Mol Biol 177 (1984) 701-713

./. Mol. Hiol. (1984) 177, 701-713 

Structure of Tomato Bushy Stunt Virus 
V.t Coat Protein Sequence Determination and its Structural Implications 

P. HOPPER~$, S. C. HARRISON’ AND R. T. SAUER' 

1 Department of Biology 
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA 02139, U.S.A. 

‘Department of Biochemistry and Molecular Biology 
Harvard l,‘niversity, 7 Divinity Avenue, Cambridge, MA 02138, U.S.A. 

(Received 1 February 1984) 

CVe report the chemically determined sequence of most of the polypeptide chain of 
the coat protein of tomato bushy stunt virus. Peptide locations have been 
determined by comparison with the high-resolution electron density map from 
X-ray crystallographic analysis as well as by conventional chemical overlaps. 
Three small gaps remain in the 387-residue sequence. Positively charged side- 
chains are concentrated in the N-terminal part of the polypeptide (the R domain) 
as well as on inward-facing surfaces of the S domain. There is homology of 
S-domain sequences with structurally corresponding residues in southern bean 
mosaic virus. 

1. Introduction 

The three-dimensional structure of tomato bushy stunt virus, determined 
crystallographically to a resolution of 2.9 A, has been described in some detail 
(Harrison et al., 1978; Harrison, 1980; Olson et al., 1983). The coat protein subunit 
folds into three domains (R, S and P), with a connecting arm between R and S. 
The N-terminal, inward projecting R domain is flexibly tethered to the rest of t’he 
subunit: it therefore cannot be seen in the electron density map. The S domains of 
the 180 subunits form a tightly bonded shell, from which the P domains project in 
pairwise clusters. The connection from S to P is a hinge, with one orientation in 60 
of the subunits and another in the remaining 120. Figure 1 is a diagram that 
shows schematically how the subunits pack in the virus. A, B and C denote three 
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M.W. of major capsid protein : 40,527 Da (180 copies)

Total capsid protein : 7294.86 K Da

Resolution : 2.9Å

PDB ID: 2TBV

2.9Åの構造がなされました…PDBにもこのIDで登録され
ています．興味があったら見てみて下さい．そういえば
キャスパーが対称性からサブユニット数を300以上と予測
していましたが，実際には180でした．

余談ですが，たぶん，山根さんもRosmannの所に留学し
ていた時にはウィルスをやっていたはず…
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PDBの伸びグラフ

これで6回の講義を終ります．
こうして，蛋白質の構造解析が，どんどん進展して来ました．このグラフは，1971年にPDBが設立さ
れてからのPDBの登録数です．途中でも言いましたが，1990年ごろまでは，構造解析はかなり手間で
したが，放射光利用，実験装置，アルゴリズムやソフトの発展があり，今ではこんな時代です．

放射光のこと，実験装置のこと，最近の解析法のことは話しませんでした．
一応，後半で構造解析の「原理」も説明し，そして蛋白質結晶学が成立して行く課程の論文を読みな
がら，こうした研究がどういう経緯をたどったかをみたつもりです． 
研究とは，学問とは，という雰囲気も，ちょっとは感じてもらおう，というつもりでしたが，どうで
したでしょうか．．．
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