
生物化学序論 

シンクロトロン光研究センター 
渡邉 信久

シンクロトロン光研究センターの渡邉
です．化学生物工学科は兼務していて，
「協力講座」という感じです．

本籍はシンクロトロン光研究センター
なので，シンクロトロン放射光の利用
の話も沢山したいところですが，今日
は「生物化学序論」なので，蛋白質の
構造とその応用の話をして，最後に少
しだけシンクロトロンの話しもします．

•  タンパク質とは？ 
•  タンパク質の形とその意味 
•  タンパク質の形を観る方法 
•  タンパク質の形の情報の利用 
•  研究紹介 

–シンクロトロン，高圧構造解析

前半で，そもそも蛋白質とはどういう
もので，なぜその「形」を研究するの
か，つまり「形」の意味を復習し，で
は「形」はどうやって観るのか，そし
て「形」が分かったら，どういう意義
があるかを考えます．

後半で，研究室の紹介としてシンクロ
トロン放射光と，最近私が気に入って
やっている高圧結晶構造解析の紹介を
します．

タンパク質って何？

蛋白質
の白み鳥の卵

蛋

さて，まずは「タンパク質」ですが，
そもそもタンパク質って何ですか？
漢字で書くとこうです．
「蛋」はなんですか？
鳥の卵ですね．だから，蛋白は卵の
白身です．



タンパク質って何？

栄養？

子供が小さい頃なら，「父ちゃんの
研究テーマは蛋白質だよ」と言うと，
奴等は「栄養」として蛋白質を習っ
ているので，蛋白質の研究は「栄養」
の研究？と思います．
でも，皆さんはそうではないですよ
ね．．．．
蛋白質を英語で言うとなんですか？

タンパク質：プロテイン
Protein
proteios 「第一の」

体内で2番目に多い：動物の体重の1/6を占める
・生体内のあらゆる場所に存在する 
・固有の形と機能を有する

タンパク質が生命活動を支えている

蛋白質は英語で言うと「プロテイン」
ですね．
その意味は何ですか？
Proteinの語源は proteios ですが，そ
れは「第一の」ということです．
実際には体内で「1番」ではないです
が，2番目に多く，動物の場合は1/6

を占めています．例えば，私の体の
中でも，あらゆる場所で生命を支え
ています．
一番多いのは何？
水ですね．蛋白質も周辺の水分子が
とても重要です．最後の高圧力下で

タンパク質の色々
種類

酵素
構造体

リゾチーム

身近な例

ヘモグロビン

コラーゲン，絹糸

インスリン
物質輸送
ホルモン

タンパク質の果たす役割はまさに種々
雑多です．
たぶん，皆さんが聞いたことがある
だろうと思うタンパク質を機能と一
緒に書いてみましたが，どうでしょ
うか．
（コラーゲンのこと等，適当に話
す…）



小さい

タンパク質の大きさ
数10ナノメートルくらい

タンパク質の構造研究は，地球の上の 
ハムスターの生活を観察している感じ

さて，じゃあ，その蛋白質の大きさ
はどのくらいでしょうか．
「とても小さい」です．
どのくらい小さいかということです
が，「数10ナノメートル」しかあり
ません．

例えば，私が「地球」くらいの大き
さだったら，それを目安にすると，
蛋白質は，どのくらいの大きさで
しょうか？
蛋白質の研究は，大きさ比で考える
と，地球の上でハムスターが活動し

タンパク質を作る「ブロック」アミノ酸

アラニン 
Ala 
A

アルギニン 
Arg 
R

アスパラギン 
Asn 
N

アスパラギン酸 
Asp 
D

システイン 
Cys 
C

グルタミン酸 
Glu 
E

グルタミン 
Gln 
Q

グリシン 
Gly 
G

ヒスチジン 
His 
H

イソロイシン 
Ile 
I

ロイシン 
Leu 
L

リジン 
Lys 
K

メチオニン 
Met 
M

フェニルアラニン 
Phe 
F

緑：炭素 
青：窒素 
赤：酸素

プロリン 
Pro 
P

セリン 
Ser 
S

スレオニン 
Thr 
T

トリプトファン 
Trp 
W

チロシン 
Tyr 
Y

バリン 
Val 
V

L体のみ

蛋白質は，20個のLアミノ酸で出来
ていますが，これはいいですよね．
名前や一文字表記は「テスト」に出
たりしますか？

こうしたアミノ酸が結合して蛋白質
になります．
その結合を何と言う？

アスパラギン酸とフェニルアラニン
を例にしますが，

ペプチド結合

アスパルテーム 
（パルスイート）

アスパラギン酸 
Asp 
D

フェニルアラニン 
Phe 
F

H2O

このようにアミノ酸が脱水縮合して
結合していきます．
アスパラギン酸とフェニルアラニン
がペプチド結合している化合物は，
ここがメチル基だとアスパルテーム
ですね．

聞いたことがある人？
人工甘味料ですよね．コカコーラゼ
ロとかにも使われているはずです．



ポリペプチド
さて，こうしてアミノ酸がどんどん
繋って，ポリペプチドとなったもの
が蛋白質です．
並び順が重要で…

ポリペプチド
タンパク質はアミノ酸がペプチド結合

でつながった一本の鎖

K A
A
C
H
A
N
H
A
R
A
H
E T

T A

例えばこれをさっきの一文字表記で
書くと，こうです．
これちょっと読んでみて？（真面目
に Lys，Ala…というのを期待）
これは「母ちゃん腹減った」配列で
す．蛋白質は一本鎖で，この「母ちゃ
ん腹減った」の並び順に意味がある
わけです．
ちょっとデータベースを検索した感
じでは，残念ながらこの配列は生物
には無いようです．検索するには
ちょっと短いですし…

こうしたアミノ酸配列の情報は，

アミノ酸の並び方の情報はDNA 
に書かれている
転写 翻訳

セントラルドグマ 
（中心原理）

DNA RNA タンパク質

ご存知のようにDNAに書かれていま
す．DNAから情報が転写，翻訳され
て蛋白質になります．
翻訳にかかわる「装置」は何です
か？ 
少し前のノーベル賞でした．２００
９年ですね．

あと，余談ですが，親から子に「伝
わる」ものは何ですか？
転写や翻訳をしている装置(蛋白質)も
生殖細胞にそのまま伝わります．
だから親から子に「伝わる」ものは



タンパク質の構造の階層

アミノ酸残基の並び順

局所的なポリペプチド鎖の構造

タンパク質全体の折りたたみ方

一次構造

二次構造

三次構造

さて，蛋白質の構造には「階層」が
あります．
これも十分に教わっていると思いま
す．

一次構造
始まり

終わり 254個

MANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKPGG 
WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGTWGQPH             
GGGWGQPHGGSWGQPHGGSWGQPHGGGWGQ 
GGGTHNQWNKPSKPKTNLKHVAGAAAAGAV            
VGGLGGYMLGSAMSRPMIHFGNDWEDRYYR 
ENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVN             
ITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMERVVE 
QMCVTQYQKESQAYYDGRRSSSTVLFSSPP             
VILLISFLIFLIVG 

一次構造は，こんな感じのアミノ酸
の並び方です．
さっきも見たように，このアミノ酸
の並び順，つまり「一次構造」が
DNAに書かれている訳です．

二次構造

コラーゲン 絹糸（フィブロイン）

αへリックス βシート

二次構造も，皆さん良くご存知と思
います．
二次構造って何？
αヘリックスとβシートですよね．こ
れらの形成には水素結合が重要です．

普通は，模式的に，こんなふうに描
きます．
（なぜα，βって言うの？）

代表的な蛋白質は，コラーゲンやフィ
ブロインです．
さっきの「かあちゃん腹減った」配



Ball-and-Stick Ribbon
アセトアルデヒド脱水素酵素

三次構造
さらに，それが「三次構造」を形成
します．
いわゆる「構造」は，これです．こ
の例はアセトアルデヒド脱水素酵素
です．
これ何をする酵素？
一年生はこの酵素蛋白質にはまだお
世話になってはいけないですが，私
にとっては重要な酵素ですね．

形の複雑さ
リゾチーム

N末端
C末端

一本の鎖

さて，では，蛋白質の「形」の複雑
さですが，比較的小型の蛋白質「リ
ゾチーム」を例に見てみましょう．
これが リゾチームの一次構造です．
N末からC末まで129残基の「一本の
鎖」ですが，4箇所のS-S結合があり
ます．
S-S結合って大丈夫？

形の複雑さ

タンパク質は数千以上の原子からなる巨大分子

炭素 613 
窒素 193 
酸素 185 
硫黄   10 
水素 971

リゾチーム

原子数で言うと，こうです．
リゾチームは「比較的小型の蛋白質」
ですが，それでも数千原子からなる
巨大分子です．



リゾチーム

形には意味がある
さて，ではそんな「巨大分子」が，
なぜそういう構造，つまり「形」な
のかということになります．
これでは分かりにくいので…

形には意味がある
こうして見ると，

何か気がつくことは？

形には意味がある
ここに「窪み」がありますね．



形には意味がある
実は，ここにこんなふうに「基質」
が結合します．

基質って大丈夫？

リゾチームの酵素反応

細菌 

糖鎖 
リゾチーム 

細胞壁 

（リゾチームの復習）

糖鎖を加水分解で切断する酵素なので，
細菌の細胞壁を壊す働きが期待出来る．

リゾチームの酵素反応

細菌 

糖鎖 
リゾチーム 

細胞壁 

「塩化リゾチーム配合…」

こんなふうに，リゾチームの「形」つ
まりこの場合は「くぼみ」の部分は，
基質である糖鎖をそこに捕らえて，切
断するというリゾチームの機能にとっ
て重要な意味があるわけです．

以前は風邪薬にも「その効果」も期
待してリゾチームが使われていて，
「塩化リゾチーム配合」って聞いた
ことがあるはず．
（しかし，一昨年から厚労省もその
機能を期待しての使用は中止させて
いる．）



形を決めるもの
タンパク質の形（三次構造）は，アミノ酸の並び順
（一次構造）が決まれば一義的に決まる(1973)

アンフィンセンのドグマ

(1972：ノーベル化学賞)

1982：プルジナー 
「プリオンの発見」 

1997：ノーベル生理学・医学賞

それはそうだが，そう単純でもない．．．

さて，では蛋白質の「形」を決めて
いるのは何でしょう．

リボヌクレアーゼAという酵素タンパ
ク質は，尿素で変性させたり，元に
戻したり出来たので， アミノ酸の配
列(一次構造)が決まれば，「形」は
決るという考えがあります．

しかし，実際にはそう簡単ではあり
ません．たぶん，皆さんも具体的に
納得出来るのは，これではないでしょ
うか．

プリオンの一次構造
始まり

終わり

254個

MANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKPGG 
WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGTWGQPH             
GGGWGQPHGGSWGQPHGGSWGQPHGGGWGQ 
GGGTHNQWNKPSKPKTNLKHVAGAAAAGAV            
VGGLGGYMLGSAMSRPMIHFGNDWEDRYYR 
ENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVN             
ITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMERVVE 
QMCVTQYQKESQAYYDGRRSSSTVLFSSPP             
VILLISFLIFLIVG 

この一次構造は，さっきも見せまし
たが，実はこの配列はプリオンの一
次構造でした．

この蛋白質の三次構造はどうかとい
うと，

プリオンの三次構造
狂牛病

正常 異常

実はプリオン蛋白質の三次構造は「唯
一」ではないです．

左の構造が「正常」ですが，これが
「異常」な右の構造になり，このベー
タシート構造でどんどん集まってし
まってアミロイドを形成してしまう．
これが狂牛病の原因です．
このプリオン(狂牛病)のため，90年
代にイギリスとかに行ってた人は，
随分長い間献血が出来ませんでし
た．



百聞は一見にしかず…
タンパク質の形を観る方法

Ｘ線結晶構造解析

NMR（核磁気共鳴）

電子顕微鏡

中性子結晶構造解析

分解能が悪い

大きい結晶が必要

というわけで，構造屋の私達にとっ
ては幸いなことに…
蛋白質の構造は「実際に見てみない
と」いけないということになります．
これまでは，原子レベルの構造解析
をするには，一般的にはＸ線とNMR
でした．

中性子は非常に大きい結晶が必要で
したが，茨城にJPARKも出来て，少
し小さい結晶でもなんとかなるよう
になって来ています．
実は電子顕微鏡もここ数年でどんど

百聞は一見にしかず…
タンパク質の形を精密に観る方法

1万 10万 100万

NMR

Ｘ線結晶構造解析

分子量

蛋白質の形を精密に観る方法として
は，一般的にはＸ線とNMRですが，
この2つでは，NMRは解析出来る分
子の大きさに制限があり，まあ非常
に頑張って分子量4万くらいまです．
これに対して，Ｘ線結晶構造解析は
原理的には「結晶になりさえすれば」
大きさに制限はありません．「結晶」
の話はあとでします．

さて，一般に小さいものの構造を見
るには，

百聞は一見にしかず…

タ
ン
パ
ク
質

タ
ン
パ
ク
質

レンズ

とは言うものの…

が無い！Ｘ線には
×

拡大してやれば良いわけです．

しかし，Ｘ線も光ですが，Ｘ線領域
では使用可能なレンズがありません．

で，どうやるのかですが．
知っていますか？



「回折」を利用する

スリット 
（結晶）

光

適当なレンズが無いので，回折現象を
使って構造回折をします．
回折とは…

スリット 
（結晶）

回折波

「回折」を利用する

光

例えばスリットに光が当ると，こんな
ふうにそこで波が干渉して起こる現象
ですね．

観測する光（X線）の波長と物質の構造の大きさは同じくらい

「回折」を利用する
二つの波だと，こんなふうに干渉して
縞々になります．



実像と回折像
一次元の場合

レーザー

スリット
回折像

中学校か高校で，こういう実験をし
たことがあると思います．
例えば，こんなスリットに光を当て
ると，こんな回折像になり…

実像と回折像
一次元の場合

「化学結晶学」C.W.Bunn 培風館(1970)

こんな（下）スリットだと，こんな
回折像になります．

ここで分るように，回折パターンは，
実空間の「構造」を反映しています．

ですから，何らかの方法で，右の回
折パターンから左の元の「構造」を
導くことは出来そうです．

実像と回折像
二次元の場合

「化学結晶学」C.W.Bunn 培風館(1970)

これは二次元の例ですが，この場合
は，右のような回折パターンが得ら
れます．
右の回折パターンから元の左の「構
造」が「解析」できれば良いわけで
す．
（今日は具体的な理屈の話しはしま
せん…）



食塩(NaCl)の結晶の模式図

三次元の場合
結晶を作れば，分子を規則正しく並べられる

三次元の場合ですが，三次元で規則
的に分子を規則的にならべるには「結
晶」を作れば良いわけです．
これは，NaClの例です．ただ，タン
パク質の場合は，

ところが，タンパク質分子は
複雑な形をしている

免疫グロブリンλの一部

三次元の場合
結晶を作れば，分子を規則正しく並べられる

分子が結構複雑な形なので，それを3

次元的に並べて「結晶」にするのは
結構大変です．
例えば，こんな分子が規則的に並ぶ
かなと考えてみると，大変そうで
しょ…

三次元の場合
結晶を作れば，分子を規則正しく並べられる

でも，頑張れば，それが可能です．



リゾチーム結晶の成長の様子

Newcaslte Structural Biology 
Laboratory (@YouTube)

5 mm

10億～100億個のタンパク質分子が規則正しく並んでいる

これはさっき「形」の例で見た蛋白
質リゾチームの結晶の例です．
こんなふうに，うまく条件をみつけ
れば，複雑な形をした蛋白質でも，
奇麗に三次元的に並んで結晶になり
ます．

さっき見たように結晶は，3次元に分
子が規則正しく並んだ「回折格子」
として働きますが，結晶中には10か
ら100億個の分子がずらっと並んでい
ることになります．

タンパク質結晶と回折
三次元の場合

1mm

Ｘ線

実際蛋白質の結晶にＸ線を照射する
と，こんな回折パターンが得られま
す．

三次元の場合

タンパク質結晶と回折
結晶は三次元ですから，実験では，
結晶をくるくる回しながら，このよ
うな回折パターンをどんどん測定し，
それから分子の構造を解析するとい
うのが「蛋白質結晶構造解析」とい
うことです．



どんな風に見える？
Ｘ線結晶構造解析で見え
るのは電子密度分布

実際には，Ｘ線が相互作用するのは
結晶中の電子なので，構造解析で見
えるのは結晶中の電子密度分布です．

どんな風に見える？
Ｘ線結晶構造解析で見え
るのは電子密度分布

電子は原子にまとわりついているわ
けですので，電子密度の高いところ
に原子を置いていくことで「構造」
が決定されます．

どんな風に見える？
Ｘ線結晶構造解析で見え
るのは電子密度分布

こうして分子全体の原子配置（構造）
を決めて…



どんな風に見える？
Ｘ線結晶構造解析で見え
るのは電子密度分布

アミノ基転移酵素

ある蛋白質の構造解析出来た！となる
訳です．

構造解析の現在 登録数

Protein Data Bank
http://www.pdbj.org/

2017.1.12 現在

125,795 構造

さて，現在では，どんどん蛋白質の
構造が解析されています．
構造解析された蛋白質の構造は，デー
タベースに登録されていますが，こ
のグラフは年間に登録された構造の
数をプロットしています，
皆さんが生れたのは何年？
その頃は，まだ１万種類くらいの蛋
白質の構造しか分っていませんでし
た．それが今では１２万を越える構
造が登録されています．
（本多先生の方の授業をやった 
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構造の応用例

さて，後半は，こうして解析した構造
が何に使われるかの例を見てみること
にします．
分かり易い「例」は薬です．



薬の話
さて，話を進める前にちょっと復習し
てみましょう．そもそも「薬」とはな
んでしょうか？

(何人かに質問する)

そもそも薬とは?

病気や傷を治療・予防するために
服用または塗布・注射するもの． 

(広辞苑)

広辞苑によると：薬とは「病気や傷を
治療・予防するために服用または塗布・
注射するもの」ということです．で
は，いったいなぜ「薬」は「薬」なん
でしょうか．そんなことは既に分り切っ
ている？
家族（弟や妹とか）に「薬って何？ど
うして効くの？」って聞かれたら，名
大生としてはどう説明するの？
(何人かに訊いてみる)
話を進める前に，まず最初に薬が働く
メカニズムの簡単な整理をしておきま
しょう．

薬のメカニズム
阻害剤型

アクチベータ型
インヒビター型

drug

substrate

drug

substrate エフェクター型

薬は，酵素等の生体高分子に作用しま
す．おおざっぱに言って酵素阻害剤と
して働くものと，何等かの方法で酵素
の活性調節をするものがあるかと思い
ます．この絵はストライヤーの生化学
の教科書の絵をちょっと改造したもの
ですが，上の例のように阻害剤として
標的蛋白質の活性部位に直接結合して，
肝心の基質を結合出来なくしたり，あ
るいはこのように例えば酵素のどこか
に結合してアロステリックに活性部位
の構造を変えて酵素の活性を上げたり
下げたりするようなものがあります．



アスピリン
今日，例として見てみるのは痛みや炎
症の薬「アスピリン」です．
アスピリンって聞いたことが無い人が
居るかな？

Aspirin

O

O OH

O

これがアスピリンです．アスピリンは
年間4万トンも消費される超ロングセ
ラーのヒット商品です．(4万トンと
いっても想像出来ませんが)．

ところで，「痛み」や「炎症」って何
ですか？そのメカニズムは？
まずは，そこから復習します…

COX cyclooxygenase

細胞膜

シクロオキシゲナーゼ

アラキドン酸カスケード

細胞が炎症などの刺激を受けると，細
胞膜中のアラキドン酸が遊離し，それ
がシクロオキシゲナーゼ(COX)によっ
て変換されて，さらにその後のいくつ
かのプロセスを経て，生理活性脂質で
ある様々なプロスタグランジンが産生
されます．以前はCOXはプロスタグラ
ンジン合成酵素と呼ばれていました．
プロスタグランジン類は，少しずつ構
造が違い，それぞれが様々な強い生理
活性を持ちます．今話題にしようとし
ている発熱や炎症との関係では，プロ
スタグランジンE2が，炎症時の発熱



Aspirin の COX 阻害メカニズム

 Nat .Struct. Biol. , 2, 637(1995) 

PDB ID: 1PTH

COXの構造がアスピリンとの複合体と
してＸ線結晶構造解析されています．

これはどうやってやられたかというと，
結晶が成長した結晶化ドロップに
100mMのブロモ-アスピリンを加え
て，18度で24時間インキュベートす
ることで，複合体にしています．
もしも興味があったら，この論文を見
て下さい．

 Nat .Struct. Biol. , 2, 637(1995) 

PDB ID: 1PTH

複合体として構造解析してみると，こ
のように，トンネルのようになってい
る中心部分のところにアスピリンが結
合していました．

拡大してみると．

O

O OH

O

Aspirin
こんな感じです．
(何か変ではないですか?)
加えたのはアスピリンですが，見えた
のはサリチル酸です．
後ろに見えているのはヘムです．
(ヘムって知ってるのかな？)



O

O OH

O

Aspirin
どんな所に結合しているかをイメージ
しやすいように，COXの分子表面を描
いてみます．
こういう表示は見たことがありますか？

プラスの電荷を持つはずの残基が青，
マイナスの電荷を持つはずの残基が赤
で示されています．
中心の窪みにアスピリンが見えます．
やはり拡大してみると，

こんな感じ…

O

O OH

O

Aspirin COXの空洞のなかにアスピリン(この
場合はサリチル酸)が結合していまし
た．こうしてアスピリン(この場合は
サリチル酸)が穴を塞いでしまうため
に，基質であるアラキドン酸が，この
穴を通って活性部位にやって来れない
という訳です．



COX

アラキドン酸カスケード

cyclooxygenase

細胞膜

シクロオキシゲナーゼXAspirin

こうしてアスピリンがCOXに結合し
て，その反応を阻害するため，アスピ
リンには消炎・鎮痛作用があるという
訳です．

構造を利用した創薬

Neuraminidase and Tamiflu
http://www.roche.com/research_and_development/innovation_and_technologies.htm

薬がなぜ薬なのかということでアスピ
リンの例を見ましたが，今では病気の
原因となる蛋白質の構造情報を利用し
て，薬の開発が行なわれています．

これはロッシュのホームページにある
ノイラミダーゼに結合したタミフルの
様子です．構造解析が成功すれば，こ
のように分子レベルで結合の様子を理
解することが出来る．そうした構造情
報を今度は薬の開発・改良に利用する
ことが出来るというわけです．

HIV (AIDS)の最初の実用阻害薬

ロッシュ社 
1995年 FDA 認可saquinavir (Ro 31-8959)

ki = 0.12 nM

バイオアベイラビリティ（生物学的利用能） 

が低く，かつ体内で分解され易い…

偶然とハードワークの産物…

例としてHIV-1の薬の開発を少し見て
みましょう．
PR 阻害剤として，1995年に最初の薬
が認可されました．

これは，従来型の創薬です．

この薬には摂取しても実際に働かない，
分解も早いという問題点がありました．



Saquinavir との複合体の構造
(Ro 31-8959)

1991年

Krohn A., et al., J Med Chem, 34, 3340-42 (1991)

ロッシュ

薬としては今一の性能ですが，HIV-1 
PR と結合した複合体の構造が1991年
に分かりました．
これで，「薬」がどうやって機能して
いるかが分子レベルで分かったという
ことになります．

ーーーーーーーーーーーーーーーーー
ーーーーー
構造は1991年に解かれているはず
PDB登録は 1996 だが，J Med Chem 
の「編集者への手紙」は 1991

阻害剤複合体の結晶構造利用

Kaldor, SW, et al., Bioorg Med Chem Lett, 5, 721-726 (1995)
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In an effort to increase the affinity of 2 for HIV-1 protease, we examined substitution of the isophthalic 
acid benzene ring. A cartoon depiction of our modeling predictions is shown in Figure 2. We concluded that 
methyl substitution at position C would lead to a better enzyme inhibitor as a result of enhanced interactions with 
lipophilic amino acid sidechains in the P2 pocket of the enzyme. By contrast, methyl substitutions at positions A 
and B were viewed as counterproductive due to either mismatched interactions of polar and liphophilic groups 
(A) or prohibitive steric interactions (B). Methyl substitution at position D was not evaluated in our initial 
modeling exercises. 

The synthesis of the required substituted isophthalic acid amide derivatives required development of a new 
synthesis route. By way of illustration, 8 (C = methyl) was prepared through the use of palladium-catalyzed 
carbonylation chemistry (Scheme 3). Commercially available 3-iodo-4-methyl-benzoic acid was reacted with 
tetrahydroisoquinoline in the presence of carbonyldiimidazole to form the corresponding amide. Palladium- 
catalyzed carbonylation in the presence of methanol yielded methyl ester 10,10 which was hydrolyzed to provide 
acid 11. Finally, coupling with amino alcohol 5 gave access to 8. 

The four methyl substituted analogs of 2 were tested side-by-side with the parent compound in protease 
inhibition assays (Table 1). In accord with prediction, 8 (C = methyl) proved to be significantly more potent 
than 2, with an IC5o of 6 nM. Furthermore, 6 (A = methyl) and 7 (B = methyl) were markedly inferior 
inhibitors, with IC50s of 670 and 500 nM, respectively. Interestingly, 9 (D = methyl), an inhibitor not 
evaluated in our initial modeling studies, was a particularly poor inhibitor (IC50 > 1000 nM). In retrospect, it is 
possible that prohibitive interactions between this inhibitor's methyl group and its PI phenyl substituent may be 
responsible for this complete erosion in inhibitory activity. 

極性ポケット 
(Asp29, Asp30)

疎水性だが狭い

大きい疎水性ポケット 
(Val32, Ile47)

Structure-based Drug Design SBDD

「構造」が分かることの意味は，この
図で分かるでしょうか．
サキナビルとPRの結合の構造情報を
元にして，もっとうまく結合する化合
物を理論的に設計することが可能にな
る訳です．

阻害剤複合体の結晶構造利用

Kaldor, SW, et al., Bioorg Med Chem Lett, 5, 721-726 (1995)
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acid benzene ring. A cartoon depiction of our modeling predictions is shown in Figure 2. We concluded that 
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(A) or prohibitive steric interactions (B). Methyl substitution at position D was not evaluated in our initial 
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evaluated in our initial modeling studies, was a particularly poor inhibitor (IC50 > 1000 nM). In retrospect, it is 
possible that prohibitive interactions between this inhibitor's methyl group and its PI phenyl substituent may be 
responsible for this complete erosion in inhibitory activity. 
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The peptide-like nature, high molecular weight, and lipophilicity of 1 (MW = 609) were viewed as 
liabilities contributing to the compound's poor pharmacokinetic behavior. 4 Hence, the one remaining amino 
acid embedded in the structure, asparagine, became the focal point for our design efforts. The co-crystal 
structure of 1 complexed to HIV-1 protease indicates the the carboxamide side chain of the asparagine binds in 
the P2 pocket of the enzyme (Scheme 1). 2 Significantly, substitution of valine for asparagine at this position 
produces only a modest drop in inhibitory activity, suggesting that both polar and liphophilic sidechains are 
well-tolerated in this region of the enzyme. With this observation in mind, we elected to model carbocyclic rings 
into the P2 pocket of the enzyme which could be appropriately substituted to maintain both the lipophilic 
interactions with the P3 pocket and the backbone hydrogen bonds achieved with 1. Although saturated rings 
appeared problematic in modeling studies, isophthalic acid derivatives seemed well suited for the task. 5 In order 
to bias the molecule into a low energy conformation suitable for binding, a tertiary carboxamide was chosen for 
the P3 region of the inhibitor. It was thought that prohibitive ortho interactions would serve to orient this moiety 
orthogonal to the aromatic ring, thus aligning the carboxamide carbonyl to gain a hydrogen bond to the 
enzyme. 6 As a result of these modeling exercises, 2 (Scheme 1) emerged as our first synthesis candidate. 

Inhibitor 2 was prepared as illustrated in Scheme 2. 7a,b Treatment of isophthaloyl dichloride with one 
equivalent of tetrahydroisoquinoline followed by aqueous work-up delivered the acid 3. Preactivation of 3 as 
its corresponding pentafluorophenyl ester 4 followed by reaction with known amino alcohol 52 provided 2 for 
testing. 2 proved to be a moderate inhibitor of HIV-1 protease with an IC50 of 50 nM. 8 While this compound 
was substantially less potent than 1 (IC50 = 1.5 nM), it was viewed as a good starting point for further 
optimization efforts. To this end, the co-crystal structure of 2 complexed to HIV-1 protease was solved. 9 The 
inhibitor adopts the anticipated conformation and interacts with the P3 through P2' pockets of the enzyme in a 
manner highly analogous to 1. Significantly, the tetrahydroisoquinoline carboxamide portion of the inhibitor 
rotates orthogonal to the benzene ring to which it is attached to enable the predicted hydrogen bonding and 
lipophilic interactions with the P3 pocket of the enzyme. 

Scheme 2 

Cl Cl 

0 0 
4, R = C6F5 

0 0 

H~N "= 

H 
5 t-Bu 

o o ~ o~.. 
2 ~ Me'Me Me 

Reagents: a) tetrahydroisoquinoline, Et3N, Et20, -I0°C (67%); b) C6F5OH, EDC, THF, 0°C (22%); c) NMM, 
5, CH2C12 (50%). 

アグロン

Structure-based Drug Design SBDD

サキナビルとPRの結合の構造情報を
元にして，アグロンが，こうしたリー
ド化合物を開発します．
SBDDの時代の幕開けです．



構造情報を利用した創薬

アグロン

722 S.W. KALDOR et al. 

The peptide-like nature, high molecular weight, and lipophilicity of 1 (MW = 609) were viewed as 
liabilities contributing to the compound's poor pharmacokinetic behavior. 4 Hence, the one remaining amino 
acid embedded in the structure, asparagine, became the focal point for our design efforts. The co-crystal 
structure of 1 complexed to HIV-1 protease indicates the the carboxamide side chain of the asparagine binds in 
the P2 pocket of the enzyme (Scheme 1). 2 Significantly, substitution of valine for asparagine at this position 
produces only a modest drop in inhibitory activity, suggesting that both polar and liphophilic sidechains are 
well-tolerated in this region of the enzyme. With this observation in mind, we elected to model carbocyclic rings 
into the P2 pocket of the enzyme which could be appropriately substituted to maintain both the lipophilic 
interactions with the P3 pocket and the backbone hydrogen bonds achieved with 1. Although saturated rings 
appeared problematic in modeling studies, isophthalic acid derivatives seemed well suited for the task. 5 In order 
to bias the molecule into a low energy conformation suitable for binding, a tertiary carboxamide was chosen for 
the P3 region of the inhibitor. It was thought that prohibitive ortho interactions would serve to orient this moiety 
orthogonal to the aromatic ring, thus aligning the carboxamide carbonyl to gain a hydrogen bond to the 
enzyme. 6 As a result of these modeling exercises, 2 (Scheme 1) emerged as our first synthesis candidate. 

Inhibitor 2 was prepared as illustrated in Scheme 2. 7a,b Treatment of isophthaloyl dichloride with one 
equivalent of tetrahydroisoquinoline followed by aqueous work-up delivered the acid 3. Preactivation of 3 as 
its corresponding pentafluorophenyl ester 4 followed by reaction with known amino alcohol 52 provided 2 for 
testing. 2 proved to be a moderate inhibitor of HIV-1 protease with an IC50 of 50 nM. 8 While this compound 
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manner highly analogous to 1. Significantly, the tetrahydroisoquinoline carboxamide portion of the inhibitor 
rotates orthogonal to the benzene ring to which it is attached to enable the predicted hydrogen bonding and 
lipophilic interactions with the P3 pocket of the enzyme. 

Scheme 2 

Cl Cl 

0 0 
4, R = C6F5 

0 0 

H~N "= 

H 
5 t-Bu 

o o ~ o~.. 
2 ~ Me'Me Me 

Reagents: a) tetrahydroisoquinoline, Et3N, Et20, -I0°C (67%); b) C6F5OH, EDC, THF, 0°C (22%); c) NMM, 
5, CH2C12 (50%). 

SBDD Structure-based Drug Design 

最初の

(IC50 50 nM)
1997年

Nelfinavir (AG1343)

Viracept (Nelfinavir Mesylate, AG1343): A Potent, Orally Bioavailable Inhibitor
of HIV-1 Protease

Stephen W. Kaldor,† Vincent J. Kalish,‡ Jay F. Davies, II,‡ Bhasker V. Shetty,‡ James E. Fritz,†
Krzysztof Appelt,‡ Jeffrey A. Burgess,† Kristina M. Campanale,† Nickolay Y. Chirgadze,† David K. Clawson,†
Bruce A. Dressman,† Steven D. Hatch,† Deborah A. Khalil,‡ Maha B. Kosa,‡ Penny P. Lubbehusen,†
Mark A. Muesing,† Amy K. Patick,‡ Siegfried H. Reich,*,‡ Kenneth S. Su,† and John H. Tatlock‡
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Using a combination of iterative structure-based design and an analysis of oral pharmacoki-
netics and antiviral activity, AG1343 (Viracept, nelfinavir mesylate), a nonpeptidic inhibitor
of HIV-1 protease, was identified. AG1343 is a potent enzyme inhibitor (Ki ) 2 nM) and
antiviral agent (HIV-1 ED50 ) 14 nM). An X-ray cocrystal structure of the enzyme-AG1343
complex reveals how the novel thiophenyl ether and phenol-amide substituents of the inhibitor
interact with the S1 and S2 subsites of HIV-1 protease, respectively. In vivo studies indicate
that AG1343 is well absorbed orally in a variety of species and possesses favorable pharma-
cokinetic properties in humans. AG1343 (Viracept) has recently been approved for marketing
for the treatment of AIDS.

Introduction

The human immunodeficiency virus protease (HIVPr)
has emerged as a promising therapeutic target for the
treatment of AIDS due to the essential role this enzyme
plays in virus maturation. Inhibitors of HIVPr are
presently being used in therapy for the treatment of
AIDS.1 The best of these inhibitors combine potent
antiviral activity with good pharmacokinetics.2 Inhibi-
tor development has been facilitated by the use of
HIVPr-ligand cocrystal structure information.2-4 We
have previously described the application of protein
crystallography to the design and optimization of novel
nonpeptidic HIVPr inhibitors.4 In the course of this
structure-based work, inhibitor 1 was discovered (Figure
1). Compound 1, containing a novel 2-methyl-3-hy-
droxybenzamide group, was found to be a tight binding
inhibitor of HIVPr (Figure 1).4 While compound 1 was
considered interesting by virtue of its small nonpeptide
P2 group, it was not viewed as a viable drug candidate
due to its suboptimal antiviral activity (ED50 ) 970 nM)
and poor aqueous solubility. However, its relatively low
molecular weight (556 Da) and nonpeptidic structure
prompted further structure-activity studies in this
series. Using the crystal structure of compound 1 in
complex with HIVPr and other structural information
as a guide, we identified a compound with potent in vitro
antiviral activity and superior pharmacokinetics in a
variety of species.4,5 We report herein the identification
of 11a (Viracept, nelfinavir mesylate, AG1343), an orally
bioavailable inhibitor of HIVPr which is now being
marketed for the treatment of AIDS.6

Chemistry

The syntheses of compounds 11a-c are summarized
in Scheme 1. The unnatural amino acids 2a and 2b
were prepared from N-Cbz-L-serine by formation of the
corresponding ‚-lactone followed by in situ opening with

the desired sodium aryl thiolate as previously de-
scribed.4c,7 Protected amino acids 2a-c were converted
to the chloromethyl ketones 4a-c by treatment of the
respective diazoketone intermediates with hydrochloric
acid. Sodium borohydride reduction of the ketone
yielded the corresponding chloromethyl alcohols as a
mixture of diastereomers. The desired products were
obtained as the more polar isomers by radial chroma-
tography. Base-induced cyclization of the intermediate
chloro alcohols produced the corresponding amino ep-
oxides 6a-c. Terminal opening of the epoxides with the
known secondary amine 78 afforded the N-Cbz-protected
amino alcohols. Treatment with HBr-acetic acid liber-
ated the primary amines 9a-c in high yield. 2-Methyl-
3-hydroxybenzoic acid was obtained by treatment of the
diazonium salt of 2-methyl-3-aminobenzoic acid with
aqueous sulfuric acid. Carbodiimide-mediated coupling
of amines 9a-c with the benzoic acid followed by
mesylate salt formation yielded inhibitors 11a-c.

Discussion

Initially, we focused on enhancing the aqueous solu-
bility and antiviral activity of 1. Superposition of the
enzyme bound conformations of 1 and Ro31-8959,2a

derived from their respective cocrystal structures, sug-
gested that the known tertiary amine-containing dipep-
tide isostere 9c8 could be combined with 2-methyl-3-
hydroxybenzoic acid to afford 11c. This resulted in a
slightly weaker enzyme inhibitor but markedly im-
proved antiviral agent when compared to compound 1

* To whom correspondence should be addressed.
† Eli Lilly and Company.
‡ Agouron Pharmaceuticals, Inc.
X Abstract published in Advance ACS Abstracts, October 1, 1997.

Figure 1. Structures of the lead HIV-1 protease inhibitor 1
and the optimized drug Viracept (nelfinavir mesylate, AG1343).
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complex with HIVPr and other structural information
as a guide, we identified a compound with potent in vitro
antiviral activity and superior pharmacokinetics in a
variety of species.4,5 We report herein the identification
of 11a (Viracept, nelfinavir mesylate, AG1343), an orally
bioavailable inhibitor of HIVPr which is now being
marketed for the treatment of AIDS.6

Chemistry

The syntheses of compounds 11a-c are summarized
in Scheme 1. The unnatural amino acids 2a and 2b
were prepared from N-Cbz-L-serine by formation of the
corresponding ‚-lactone followed by in situ opening with

the desired sodium aryl thiolate as previously de-
scribed.4c,7 Protected amino acids 2a-c were converted
to the chloromethyl ketones 4a-c by treatment of the
respective diazoketone intermediates with hydrochloric
acid. Sodium borohydride reduction of the ketone
yielded the corresponding chloromethyl alcohols as a
mixture of diastereomers. The desired products were
obtained as the more polar isomers by radial chroma-
tography. Base-induced cyclization of the intermediate
chloro alcohols produced the corresponding amino ep-
oxides 6a-c. Terminal opening of the epoxides with the
known secondary amine 78 afforded the N-Cbz-protected
amino alcohols. Treatment with HBr-acetic acid liber-
ated the primary amines 9a-c in high yield. 2-Methyl-
3-hydroxybenzoic acid was obtained by treatment of the
diazonium salt of 2-methyl-3-aminobenzoic acid with
aqueous sulfuric acid. Carbodiimide-mediated coupling
of amines 9a-c with the benzoic acid followed by
mesylate salt formation yielded inhibitors 11a-c.

Discussion

Initially, we focused on enhancing the aqueous solu-
bility and antiviral activity of 1. Superposition of the
enzyme bound conformations of 1 and Ro31-8959,2a

derived from their respective cocrystal structures, sug-
gested that the known tertiary amine-containing dipep-
tide isostere 9c8 could be combined with 2-methyl-3-
hydroxybenzoic acid to afford 11c. This resulted in a
slightly weaker enzyme inhibitor but markedly im-
proved antiviral agent when compared to compound 1

* To whom correspondence should be addressed.
† Eli Lilly and Company.
‡ Agouron Pharmaceuticals, Inc.
X Abstract published in Advance ACS Abstracts, October 1, 1997.

Figure 1. Structures of the lead HIV-1 protease inhibitor 1
and the optimized drug Viracept (nelfinavir mesylate, AG1343).
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さらに構造情報を利用して，より効果
的な化合物が設計され，
最終的にはネルフィナビル（薬名：ビ
ラセプト）として1997年に認可され
ました．

ここまでで，そもそも蛋白質とはどう
いうもので，なぜその「形」を研究す
るのか，つまり「形」の意味を復習し，
では「形」はどうやって観るのか，そ
して「形」が分かったら，どういう意
義があるかを例も含めて一通り見たつ
もりです．

研究紹介
１．シンクロトロン放射光 
２．高圧X線結晶構造解析

残りの時間で，自分の研究紹介をしま
す．

そもそもの私の本籍である「シンクロ
トロン放射光」のこと，そして，最近
こだわっている高圧結晶構造解析の紹
介です．

シンクロトロン放射光

＠あいちシンクロトロン光センター

研究紹介１
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editorial

Synchrotron radiation — an electromagnetic 
radiation emitted by electrons as they are 
caused to change direction by magnets while 
circulating in storage rings at nearly the 
speed of light — has revolutionized basic 
and applied research in many scientific and 
technological disciplines. This radiation can 
be a million to a billion times more intense 
than that produced by more conventional 
sources, such as X-ray tubes.

According to Lightsources.org, there 
are 47 synchrotron radiation research 
facilities based on electron storage rings 
(some with more than one ring) in 23 
countries currently in operation, under 
construction or being planned. The recent 
new sources are the Taiwan Photon Source 
(TPS), Solaris in Poland, Sirius in Brazil 
and the Synchrotron-light for Experimental 
Science and Applications in the Middle East 
(SESAME) in Jordan.

The construction and commissioning 
of the TPS was successfully completed in 
December 2014 by the National Synchrotron 
Radiation Research Center of Taiwan (see also 
the News & Views on page 292). The design 
of the TPS, a 3 GeV facility measuring 518 m 
in circumference, features small emittance, 
large beam current, and high brilliance, 
stability and reliability. Solaris — the first 
Polish synchrotron radiation facility, with 
a very close cooperation with the MAX IV 
project in Lund, Sweden — is scheduled for 
completion in 2015, whereas Sirius, scheduled 
to start commissioning in 2018 and to be 
opened to users in 2019, is a state-of-the-
art fourth-generation machine built by the 
Brazilian Synchrotron Light Laboratory 
(LNLS). The SESAME is constructing the 
first major international research centre in 
the Middle East as a cooperative venture 
by the scientists and governments of nine 
countries in the region, under the umbrella 
of UNESCO. The 2.5 GeV facility measuring 
130 m in circumference is expected to operate 
fully in late 2016 or early 2017.

Following the completion of these new 
facilities, Africa will become the only habitable 
continent that is without a synchrotron 
source. Limited mostly by distance and travel 
costs, dozens of African scientists currently 
perform experiments at facilities in Europe 
and elsewhere. A light source in Africa 
would enable thousands of African scientists 
and engineers to gain access to this superb 

scientific and technological tool, and help 
them to be competitive socially, politically and 
economically in the years to come.

“The creation of synchrotron facilities will 
help world-class basic and applied research, 
train graduate students without sending them 
abroad, attract scientists conducting research 
abroad to return, address regional biomedical 
and environmental issues, and promote the 
development of high-tech industry,” said 
Herman Winick from Stanford University and 
the SLAC National Accelerator Laboratory in 
California. “There will be less competition for 
beam time at foreign facilities, most of which 
are oversubscribed,” he stressed.

The call for an African Light Source (ALS) 
is pressing, resembling that of SESAME, 
which was created ‘bottom-up’ by scientists 
who persuaded their governments to join. 
“The need for an international synchrotron 
source in the Middle East, which SESAME 
will satisfy, was recognized by eminent 
scientists more than thirty years ago,” said 
Clarissa Formosa-Gauci, a representative of 
UNESCO’s Division of Science Policy and 
Capacity-Building. It was not until 1999 
that an international interim council was 
formed after a meeting of UNESCO in Paris, 
following the example of CERN, which was 
also founded under the umbrella of UNESCO.

When asked if UNESCO would play 
a similar role as a facilitator for the ALS, 
Formosa-Gauci said, “UNESCO welcomes 
the creation of synchrotron sources elsewhere, 
particularly in developing countries, and it 
is ready to offer its experience to help those 
countries wishing to do so.”

Triggered by the example of projects in 
Brazil, Taiwan and particularly Jordan, an 
interim steering committee has recently been 
launched. According to Winick, who is in 
the committee, “the committee is currently 
in the first phases of convincing African 
scientists, policy makers and stakeholders of 
the great value of this project.” There are of 
course obstacles, but “none that cannot be 
overcome,” said Winick with confidence.

“I am urging a competition for the host 
country. Following the example of SESAME, 
the country offering the most will be 
successful. I expect that at least six countries 
will join, perhaps ten or more,” said Winick.

“Accelerator technology is still evolving. 
3 GeV seems to be the optimal electron 
energy. A circumference of 500 m or more 
is desirable, but a smaller facility, at a lower 
price, should also be considered. A study 
should be made by the African scientists to 
determine the best design,” said Winick about 
the scale of the ALS. “It would take a decade 
or more for a project similar to SESAME to 
be facilitated in Africa,” he added.

“The scientific community using 
synchrotron sources is growing faster than 
the number of beamlines. This will continue. 
I hope that the USA, as one of the leaders in 
synchrotron radiation sources and science, 
will join on this,” urged Winick.

Access to a nearby synchrotron source 
brings many benefits, not only to developing 
countries but also to technologically 
advanced countries. The active involvement 
of scientists and the full support of 
UNESCO and governments are vital. ❐

New synchrotron sources are being commissioned and built around the globe, with an emphasis on 
developing countries. Given the obvious benefits, the trend is encouraging.

Synchrotron sources accelerate
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Locations of synchrotron light sources in the world. Data taken from Lightsources.org.
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47施設 / 23カ国

国際光年

世界の放射光施設

高エネルギー 
加速器研究機構 
PF （2.5 GeV） 
AR （6.5 GeV）

自然科学研究機構 
分子科学研究所 
UVSOR （0.75 GeV）

大型放射光施設 
SPring-8 （8 GeV）

兵庫県立大学高度産業科学技術研究所 
NewSUBARU（1.5 GeV）

立命館大学 
AURORA （0.6 GeV）

広島大学 
HiSOR （0.7 GeV）

佐賀県立九州シンクロトロン光 
研究センター　（1.4 GeV）

小型施設

中型施設

大型施設

国内のシンクロトロン放射光源

あいちシンクロトロン光センター 
（エネルギー1.2 GeV）

9光源 / 7カ所
（+1:SACLA）

日本の放射光

あいちシンクロトロン：2013年3月
開所

あいちシンクロトロン光センターの位置
名大

場所

東山線 → リニモ



あいちシンクロトロン光センター

リニモ

陶磁資料館南駅

愛・地球博記念公園

リニモの陶磁資料館南駅．ダッシュす
れば「2分！」
この施設のアクセスの良さは，たぶん
日本一
（ただ，名大からは40分かかる…）

あいちシンクロトロン光センター概観

70 m55 m

偏向電磁石 　（超伝導）（常伝導） 
磁場強度：5 T　 / 　1.4 T　　

エネルギー：1.2 GeV 
　　蓄積電流：300 mA 
　　周長：72 m

ちょっとした体育館くらいの大きさ

茶色の輪っかは天井クレーン

シンクロトロン放射光とは
• 極めて明るい 
• 細く絞られ拡がりにくい 
• X線から赤外線までの広い波長領域を含む

空気中に取り出したシンクロトロン放射光

放射光の性質



実験ホールのビームライン配置図
		SAXS					　					 	X-ray		

reflec,vity

VUV	spectrometry	
(undulator	BL)

				So>	X-ray	XAFS			

Powder	Diffrac,on			

				Hard	X-ray	XAFS										

		Co.	dedicated										

				Hard	X-ray	XAFS										

		So>	X-ray		
spectrometry		

Protein	Xtallography	(Nagoya	U)	

10本（実は11本）のビームラインがあ
る．

「名大ビームライン」もある！ 

蛋白質結晶構造解析用ビームライン 
BL2S1（名古屋大学ビームライン）

2015年5月 
供用開始

そこに蛋白質結晶構造解析用のビーム
ライン BL2S1 が名大予算で建設され
た．
2015年の5月から供用開始してい
る．

BL2S1の回折計

ビーム性能

エネルギー 7～17 keV (1.8～0.7 Å)

光子数
1.9 x 1010 @11.1 keV (1.12 Å) 

8.0 x 109 @16.5 keV (0.75 Å)
ビームサイズH 0.19 x V 0.18 mm2 

実験ハッチ内の，回折計と検出器



実際の回折写真の例
110枚

（1°/ 1枚）

CCD検出器

実際に撮影出来る回折写真の例（実際
はムービーで110枚分を見せる）

高圧下でのタンパク質 
結晶構造解析

研究紹介２
最後は，高圧結晶構造解析の例

高圧Ｘ線結晶構造解析

2000年頃から開発進む…

•蛋白質周辺の水分子の構造
•蛋白質の揺らぎと機能

•蛋白質の圧縮率

•蛋白質の耐圧性

～1 GPa 

「高圧」やってみようとしていること

ダイナミックス
１GPa程度まで：　変性，水のこと

今日は分かり易い例として耐圧性に着
目



蛋白質の圧力効果

500 1000 (MPa)20050常圧

多量体の解離 変性
水分子の侵入 
コンフォメーション変化

生物圏の圧力領域  
~100 MPa （マリアナ海溝水深10,898 m）

蛋白質に圧力（ここでは静水圧です）
を掛けていくと，まず，もしも多量体
蛋白貿だと，解離が起こり，さらに圧
力を掛けていくと，分子内部に水が侵
入を始め，やがて圧力変性が起こりま
す．

ただし，地球上の生き物の生きている
環境では，マリアナ海溝でも約１万１
千メートルですので，およそ100MPa
が圧力の限界ということになりす．こ
の圧力ではまだ変性してまうというこ
とはないはずですが，地上などの常圧

高圧下の結晶 
構造解析法

ダイヤモンドアンビル・セル
（DAC）

48 mm

まず，どうやって高圧実験をするのか
ということで，ダイヤモンドアンビル
セル（DAC）の話から始めましょ
う．
これが，DACです．２年半前に作った
ばかりの時の写真なので随分きれいで
すが，直径が５センチ程度でこんな形
をしています．
このDACは上下２分割になっていて，

DACの構造
内部はこんなふうになっています．
ここに見えているのがダイヤモンドで
すが，拡大すると，



DACの構造

1mm

先端部（キュレット面）が，平面に切
り出してあり，そこで加圧しますが，
このDACの場合は先端部の直径は1ミ
リです．
先ほども示しましたが，蛋白質は
1GPa程度以上かけると変性してしま
いますので，我々の場合は精々2GPa
もかけられれば良いのと，蛋白質結晶
の大きさのことがありますから，1ミ
リにしました．
高圧物性用のDACでは，20GPaとか
うんと高圧にする必要があるので，こ

DACの模式図

ダイヤモンド 
アンビル

蛋白質結晶

金属ガスケット 1 mm

ちょっとダイヤモンドが大きく描かれ
てますが．．．
こんなふうに上下の2個のダイヤモン
ドでガスケットをはさんで，その中に
蛋白質結晶を入れてあります．加圧し
ないといけませんから，結晶の周辺に
は圧力媒体としての溶液が一緒に封入
されています．
実際の様子は，

DAC試料室内部の蛋白質結晶

0.7 mm

試料室の内部

タバコフィルター



加圧方法
このようにダイヤモンドの上下を押し
てやって，

加圧方法
圧力を掛けてやる．それだけです．
X線回折実験は，このまま．．．

測定方法

X線

こうして，ダイヤモンドを通して直接
X線を照射して行うことになります．
後でも話しますが，結晶に静水圧を掛
けていく実験ですので，測定は全て室
温で行います．放射線損傷には注意し
ないと，何をやっているのか分からな
いということになる可能性もあります．



高圧下結晶構造解析の例 
イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素 (IPMDH)

さて，ではこれを使って何をやるかと
いうことですが，我々の所では，最初
の研究対象としてIPMDHを選択しま
した．

イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素 
(IPMDH)

3-isopropylmalate 2-isopropyl-3-oxosuccinate

NAD+ NADH

IPMDH
H3C

CH3 OH

OH

O

OHO

H3C

CH3 O

OH

O

OHO

IPMDHは，核酸の代謝に関与する酵
素で，こういう反応を触媒する酵素で
す．

常圧菌：Shewanella oneidensis MR-1 
Oneida湖（平均水深 6.4 m）

好圧菌：Shewanella benthica DB21MT-2 
マリアナ海溝 10,898 m

さて，今回構造解析を行ったIPMDH
は，この2つの細菌由来のものです．
Shewanella benthica DB21MT-2
は，マリアナ海溝の堆積物から分離さ
れ，水深１万メートル，つまり100 
MPaで生育可能ですが，常圧から50 
MPaではほとんど生育出来ず，10度で
の生育至適は圧力は70 MPaという絶
対好圧菌です．
一方の Shewanella oneidensis MR-
1はアメリカの Oneida湖で採取され
た低温菌で，鉄還元菌として微生物燃



深海微生物由来酵素の圧力適応
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Hamajima, Y., et al., Extremophiles, 20, 177-186 (2016). 

好圧菌由来

常圧菌由来

イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素 (IPMDH)

こうです．
横軸が圧力で，縦軸が常圧（大気圧）
条件と比較した酵素活性です．
両者とも圧力が上がると活性は下がっ
ていくのですが，１万メートルの深海
に対応する100MPaでは，常圧菌 
oneidensisでは70％程度に活性が下
がってしまうのに対して，絶対好圧菌 
benthicaの方では95％程度を保持し
ています．両者の一次配列の相同性は
85％程度とほとんど同じです．なぜ
この差があるのか，原因は何か知りた

放射光施設での高圧実験
PF-AR NW12A 0.7Å (17.7 keV)

0.1 mm

＠筑波の

IPMDHは結晶性は悪くない結晶が得
られます．今回使用したのはIPM複合
体です．
DACによる実験では，入射X線も出射
X線もダイヤモンドを通過しますか
ら，波長が短い必要があります．この
実験ではPF-ARのNW12Aを使用して
います．通常のクライオ実験用の先端
部をDACマウント用に作り直した物
に交換しています．
あいちシンクロトロンの名大ビームラ
インBL2S1でもできます．

回折写真の例

8.0$Å�

4.0$Å�

2.0$Å�波長：0.75 Å

こんな回折写真が DAC を通して撮影
出来…



高圧力による構造変化

常圧 
0.1 MPa 

高圧 
650 MPa 

構造回折写真すると，常圧と高圧力下
で構造も変化していることが分かりま
す．（実際は morph ムービー）

常圧菌由来IPMDHの水和水

0.1 MPa

2Å以上の分解能があるので，分子表
面の水和水を観察することが出来ます．

これは0.1MPaでサブユニットの水和
水を描いています．
184個観察されていますが，同様に各
圧力で解析すると，

常圧菌由来IPMDHの水和水の構造
0.1 160 340

410 580 650 MPa

こんな感じになっていました．
この水和水を詳細に調べたところ，こ
こに赤で示した水分子は，IPMDHの
圧力効果と酵素の耐圧性に重要である
といことが分かりました．



580 MPaの構造詳細

P108
L305

S266

580MPaでは，この様に3つの差電子
密度のピークが観測されました．

水素結合ネットワーク

P108
L305

S266

H309

L106

侵入した３つの水分子の周辺の水素結
合ネットワークを示した図です．
元々は溝の底のこの部分は，全体とし
てはPro108，Leu305，Leu106など
の疎水性残基によって非極性の表面を
形成しています．そこに水分子が割り
込んで，Ser266やHis309の側鎖，
Leu106の主鎖などと水素結合を形成
しています．これらの水素結合は，新
たに出来た「くぼみ」の内部の水分子
の局在を安定化していることが示唆さ
れます．

Ser266 側鎖の役割

O

ドメイン1
ドメイン2

L305 P108

S266 A266
CH3..

ドメイン1
ドメイン2

L305 P108

常圧菌由来 IPMDH 好圧菌由来 IPMDH

高圧下では，部分モル体積を減少させ
るために，「くぼみ」に水分子が侵入
してきます．
そうして，先ほどまで見て来た様に，
常圧菌由来のIPMDHの場合は水と
Ser266の側鎖で水素結合を形成し，
侵入した水分子が繋ぎとめられます．
一方で好圧菌由来IPMDHは266番目の
残基がAlaなので，



Ser266 側鎖の役割

O

ドメイン1
ドメイン2

L305 P108

S266 A266
CH3..

ドメイン1
ドメイン2

L305 P108

常圧菌由来 IPMDH 好圧菌由来 IPMDH

水分子が侵入して来ても水素結合でき
ず，「くぼみ」内部に安定に局在しに
くく，結果的に高圧下での水分子の侵
入が生じにくくなっていると考えられ
ます．

Ser266 側鎖の役割

ドメイン1
ドメイン2

L305 P108

A266 A266
CH3

ドメイン1
ドメイン2

L305 P108
CH3

S266A変異体

?
常圧菌由来 IPMDH 好圧菌由来 IPMDH

ということは，常圧菌由来IPMDHの
Ser266をAlaに変異してやれば，どう
なるでしょうか．
耐圧性酵素になるのではないか，と予
想しました．
そうして，Ser266をAlaに一残基置換
した変異体の高圧下の活性を測定して
みました．

Ser266 側鎖の役割
S266の位置

分子全体の構造からすると，この１残
基だけを Ser→Alaの置換をしてみ
た，ということです．



S266A変異と耐圧性
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この青の，常圧菌S. oneidensis MR-
1のSer266をAlaに変えた変異体で
は，紫で表したデータのようになりま
した．
このように，高圧下の活性は好圧菌由
来IPMDHと同程度で維持されていま
す．

つまり，IPMDHは266番目の一残基の
みの変異で，耐圧性が向上していると
いうことが分かりました．

Ser266 側鎖の役割
S266の位置

活性部位からは遠いわずか１残基
（364残基の）の変異が，IPMDHの耐
圧性に関与していた！という訳です．

高圧結晶構造解析の結果が，蛋白質の
耐圧性のメカニズムに迫れた例です．

•  タンパク質とは？ 
•  タンパク質の形とその意味 
•  タンパク質の形を観る方法 
•  タンパク質の形の情報の利用 
•  研究紹介 

–シンクロトロン，高圧構造解析

今日のお話はこういうことでした．

前半で，そもそも蛋白質とはどういう
もので，なぜその「形」を研究するの
か，つまり「形」の意味を復習し，で
は「形」はどうやって観るのか，そし
て「形」が分かったら，どういう意義
があるかを考えました．

後半では，形を観る手段の実際として
のシンクロトロン放射光と，ちょっと
変わった構造解析法として高圧結晶構
造解析の例を話しました…
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何　大きさ　構成要素 

•  タンパク質の形とその意味 

構造の階層　構造の意味 

•  タンパク質の形を観る方法 

構造解析法と原理 

•  タンパク質の形の情報の利用 

構造情報は何に役立つ？ 

•  研究紹介 

１）シンクロトロン放射光 

２）高圧結晶構造解析
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