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〈要 約〉

　タンパク質の性質は水素原子の位置や価電子の分布などの微細な構造により規定される．しかしながら，通常のタンパク質のX線結晶構造解析における3.0～1.5Åという分解能ではそのような構造の情報は得られない．筆者らは，紅色光合成細菌の一種であるThermochromatium tepidumに由来のする高電位鉄硫黄タンパク質について，タンパク質としてはこれまで最高である0.48Åという分解能でX線結晶構造解析し，電荷密度を解析した．その結果，金属タンパク質としてはじめて，ペプチド鎖の部分および鉄硫黄クラスターの価電子を可視化することに成功した．これにより，鉄硫黄クラスターの電子の構造および電子伝達タンパク質における電子の貯蔵や授受の機構について考察することが可能になった．

はじめに

　通常のタンパク質のX線結晶構造解析において分解能は高くても1.5Å程度であり，個々の原子を分離して観測できるわけではない．このため，アミノ酸配列の情報をもとにおのおののアミノ酸残基の構造を電子密度にあてはめてタンパク質の構造を組みあげている．また，精密化計算においては，ポリペプチド鎖や側鎖の構造の結合距離や結合角に強い束縛条件を課している．したがって，タンパク質において原子個々の性質までの議論はできず，タンパク質の機能に密接に関与する価電子や水素原子も観測されない．このため，機能部位の化学的な性質は小分子化合物において得られた既存の常識にもとづき推定し，対象となるタンパク質の変異体を解析することによりその推定を確認することが一般的な手法になっている．

　筆者らは，これまで，好熱性の紅色光合成細菌Thermochromatium tepidumに由来する光合成に関連するタンパク質を構造生物学的に研究してきた1,2)．高電位鉄硫黄タンパク質はシトクロムbc1複合体から反応中心複合体への電子伝達をつかさどるタンパク質であり，アミノ酸83残基とFe4S4クラスターから構成される．高電位鉄硫黄タンパク質についても1.5～0.7Åという高分解能の構造を解析してきた1,3,4)．しかしながら，酸化還元反応や電子伝達の分子機構を構造情報から直接に議論するには，価電子や水素原子を含めたさらに微細な構造を決定する必要があった．このような解析は小分子化合物でも容易なことではなく，タンパク質については，クランビン5) やアルドース還元酵素6) といったごく少数の例をのぞきほとんど例がなかった．

1．X線結晶構造解析

　T. tepidumから精製した還元型の電位鉄硫黄タンパク質を使用し，0.8×0.2×0.1 mm3という大型の結晶を作製した．X線回折データは大型放射光施設SPring-8のビームラインBL41XUにおいて測定した．その際，物質による吸収が少なく，高分解能の反射の測定が容易な高エネルギーのX線を用いた．また，高分解能の回折データほどX線の照射の影響がより顕著に現われるため，X線の吸収線量を通常のX線回折実験で許容される値の1/100分にまで抑えた．その結果，X線による影響がほとんどみられない0.48Åという超高分解能での回折データセットの収集に成功した．これは，タンパク質としてはこれまでもっとも高い分解能でのX線回折データであった．

　通常の球状原子モデルを用いて構造を精密化した．異方性温度因子を導入し，水素原子もくわえて，精密化の最終段階においては原子間の距離についての束縛をはずした．この段階でのRwork値およびRfree値は8.24％および8.63％であった．この段階において，おのおのの原子のまわりに球状原子モデルでは説明できない残余の電子密度が観測された．そこで，このモデルをもとに，多極子原子モデルを導入して電荷密度を解析した．この解析においては，個々の原子の電子密度は内殻の電子によるものと価電子によるものとに分けられる．非球状の分布をもつ価電子の密度は球面調和関数を使用して多極子展開される．精密化計算により必要な係数の値を決定した．電荷密度の解析の結果，Rwork値およびRfree値は7.16％および7.80％に低下した．最終的な構造モデルには，すべてのアミノ酸残基の水素原子のみならず，水分子の水素原子42個も含まれた（PDB ID：5D8V）．

2．ペプチド結合の高精度の解析

　タンパク質の主鎖におけるペプチド結合はその二重結合性のため平面の構造をもつ．通常のX線結晶構造解析においては，平面の構造を維持するような束縛のもと構造を精密化する．今回，すべてのペプチド結合について二面角が正確に決定され，ペプチド結合の平面性についての実験的な知見を得られた．平面の構造において二面角の値は180度になるが，180度から10度以上ずれているペプチド結合はFe4S4クラスターを結合するCysの付近に多く存在した．また，主鎖のアミド基の水素原子についても，これらのペプチド結合において標準的な位置からはずれたところに存在した．高電位鉄硫黄タンパク質の4つのCysのうち3つがこのようなゆがんだペプチド結合を形成していた．

3．鉄硫黄クラスターの価電子の分布および電荷

　Fe4S4クラスターは高電位鉄硫黄タンパク質の4つのCysの側鎖のSγ原子と共有結合し，あわせてFe4S4(Cys-Sγ)4クラスターを形成する．電荷密度の解析の結果，鉄原子のまわりには3d電子に対応する電子密度，硫黄原子のまわりには3p電子に対応する電子密度が観測され，多極子原子モデルによる精密化に取り入れた（図1）．鉄原子の3d電子と硫黄原子の3p電子の重なりはすべてのFe-S結合について同じではなく，Fe-S結合の距離が短い場合のほうが重なりはより小さかった．
　それぞれの原子についての電荷も決定された．その結果，鉄原子に関しては+0.9～+1.5，硫黄原子に関しては-1.6～-0.1という値になった．これらの値の絶対値は，その形式電荷より小さかった．もっとも小さな電荷をもつFE1に配位した硫黄原子の電荷の合計値は，ほかの鉄原子に配位した硫黄原子よりも明らかに小さな値になった．このことから，電子はFE1とそのまわりの硫黄原子に貯蔵されることが示唆された．
　atoms-in-molecules（AIM）理論7) にもとづくトポロジー解析により，電子の構造をくわしく解析することが可能である．結合にそった電子密度の鞍点における電子密度の大きさは，結合の強さと密接に関係する．Fe4S4(Cys-Sγ)4クラスターにおいて短い結合距離をもつFE1-S2結合およびFE2-S1結合においては，結合距離から予想される値より電子密度の鞍点における電子密度の大きさが低いことが判明した．このことは，FE1-S2結合およびFE2-S1結合は結合距離が短いにもかかわらず相互作用が弱いことを示した．

4．鉄硫黄クラスターとタンパク質との相互作用

　電荷密度の解析により，Fe4S4(Cys-Sγ)4クラスターとタンパク質とのあいだの非共有結合性の相互作用における価電子の役割についての知見も得られた．たとえば，Cys46のCys-Sγ原子の3p電子はPhe48およびThr79の主鎖の水素原子と，S3原子の3p電子はTrp78の側鎖の水素原子のひとつと，それぞれ相互作用しているようすが観測された（図2）．硫黄原子の3p電子と相互作用するタンパク質の水素原子の数と硫黄原子の電荷の値とのあいだには高い相関が存在した．Fe4S4(Cys-Sγ)4クラスターの硫黄原子とタンパク質の水素原子とのあいだの水素結合における共有結合性により，硫黄原子の負電荷が減少している可能性が示唆された．
5．サブクラスターの構造

　これまでの分光学的および理論的な研究により，還元型の高電位鉄硫黄タンパク質において六面体型のFe4S4クラスターは2つのひし形のFe2S2クラスターに分けられることが示唆されている．それぞれのサブクラスターにおいて2つの鉄原子は強磁性的に相互作用している．また，サブクラスターどうしは反強磁性的に相互作用している8)．これを，今回，解析された高電位鉄硫黄タンパク質にあてはめると，一方のサブクラスターはFE1，FE2，S3，S4から構成され，もう一方のサブクラスターは，FE3，FE4，S1，S2から構成されることになる．今回の電荷密度の解析により，それぞれのサブクラスターの内部の原子のあいだの相互作用は大きく，サブクラスターのあいだの相互作用は小さいことが実験的に示された．電荷の分布も考慮すると，電子の貯蔵にはFE1，FE2，S3，S4から構成されるサブクラスターが主要な役割を担うことが示唆された．

おわりに

　超高分解能での構造解析が汎用されるようになれば，これまでの手法では得ることのできなかった電子分布そのものの形状や水素原子に関する情報をタンパク質についても解析することが可能になる．これにより，量子化学による計算との直接的な比較が可能になり，理論的な研究の発展や実験と理論の連携の強化に寄与することが期待される．
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〈図説明〉
図1　Fe4S4(Cys-Sγ)4クラスターの静的変形電子密度図
図2　Fe4S4(Cys-Sγ)4クラスターの価電子とアミノ酸残基の水素原子との相互作用
