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1. 実験目的(Objectives of experiment)  

本実験の主な目的は、次の 2 つである。 

(1) グルコースイソメラーゼ(GI)は糖を異性化する工業的にも重要な酵素であり、甘味料の工業的生産法の

改良ほか、バイオマス利用に応用されることが期待されている。これまで、X線は 100 構造以上、

中性子では 10 構造決定されているが、いずれも酵素反応が進行する自然な条件での結晶構造解析

されておらず、反応機構の詳細は不明であった。そこで、より自然な反応条件での糖と補因子金属

複合体の単結晶を用いて中性子構造解析を行い、反応機構を詳細に解明することを目的とした。 

(2) 最適な測定方位（ゴニオ角）の決定の支援を目的とした当社製ソフトウェア「Pirouette」の検証を行う。

Pirouette は、ブラグ反射の出現位置を予測した上で、それらを効率よく測定できるような測定方位を算出

する機能を有するソフトウェアである。ただし、反射の強度については考慮せず、反射出現位置が検出器

上に乗っていればその反射は測定できるものとみなして、最適化計算を行っている。 

 

2. 試料及び実験方法  

  Sample(s), chemical compositions and experimental procedure 

2.1 試料 (sample(s)) 
放線菌由来グルコースイソメラーゼ(E.C. 5.3.1.5)を重水バッファ（pD7.7）中で結晶育成し、グルコース、マグ

ネシウムをソーキングで導入し、3 者複合体の単結晶試料（大きさ：1.5mm×1.5mm×1.0mm）を得た。これを石

英キャピラリに封入して実験に用いた。 

 
2.2 実験方法(Experimental procedure) 

まず、本測定の候補となる試料をいくつかテスト測定し、それらの結果を比較して、本測定用の試料を決め

た。 
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J-PARC 陽子出力 200kW で正味約 12 日間の測定時間に対して、上記 Pirouette を用いてゴニオメーター

の方位の最適な組み合わせを計算して、その結果に基づいて室温測定を行った。データ処理は STAGazer を

用いて行い、分解能は 2.00Åとなった。のちほど、同じ結晶を KEK-PF BL-5A に持込み、X 線の室温測定も

行い、1.39Å分解能のデータを得た。これらのデータ測定、処理（HKL2000）をまとめたものを下左の表に示

す。（）内の数字は最外殻のものである。 

X 線と中性子のデータを用いて同時精密化（Phenix および Coot）を行い、下右の表のような解析結果となっ

た。なお、占有率を考慮していない分子数となっている。また、分子構造の描画は PyMOL を用いた。 

 

 

 Neutron X-ray 

Rwork 20.69 15.52 

Rmerge 23.53 16.43 

RMSD (bond) 0.009 

RMSD (angle) 1.330 

Amino acid 388 

Solvent 127 

Mg 2 

D-glucose (cyclic) 1 

D-glucose (linear) 1 

 
Neutron X-ray 

Beamline MLF BL03 iBIX KEK PF BL-5A 

Wavelength (Å) 3.0 ~ 5.7 1.00 

Space group I 222 

Cell ; a, b, c (Å) 94.09, 99.69, 102.92 

Resolution (Å) 2.00 1.39 

Rmerge (%) 24.81 (44.07) 5.9 (37.9) 

Completeness (%) 94.9 (86.0) 99.4 (100.0) 

Redundancy 4.04 (2.66) 8.0 (8.0) 

I/σ 3.69 (1.41) 55.9 (6.8) 

 
3. 実験結果及び考察 （実験がうまくいかなかった場合、その理由を記述してください。） 

  Experimental results and discussion．If you failed to conduct experiment as planned, please describe reasons. 

3.1 Pirouette 
Pirouette には Completeness のみを基準に最適化するモードと、Completeness と Redundancy を基準に最

適化するモードがあるが、前者を用いた。Pirouette の計算を実行する際には、UB 行列や測定方位数等を決

めておく必要があるのだが、UB 行列はテスト測定の結果から算出したものを用いた。測定方位数は、ビーム

タイムを考慮して 26 方位と定めた。Pirouette が算出したゴニオ角を用いた場合の Completeness 予測値を下

図に青色の棒グラフとして示した。横軸が分解能シェル、縦軸が Completeness である。ここで、Pirouette が算

出したゴニオ角を用いて測定を行うのではなく、ある刻み幅で等間隔にゴニオメーターを回転させて測定を行

うとした場合を比較対象として、そのときの Completeness 予測値を算出してみると、下図の黒斜線の棒グラフ

で示される値となった。 

 

両者の棒グラフを比較すると、いずれの分解能シェルにおいても Pirouette が算出したゴニオ角を使用した

場合の方が Completeness の値が高いことが読み取れる。もちろん、比較対象とするゴニオ角の選び方を工
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夫すればその差は縮まるが、そのような手間をかけることがなくなるという点で、Pirouette を用いることは有

用だといえる。 

 

3.2 中性子構造解析 
X-N 同時精密化の結果、酵素反応条件下での活性部位のヒスチジン残基のプロトネーション状態が観測さ

れ、基質が環状構造と線状構造の 2 つを取っていることも観測された。Mg 金属も基質の構造に対応したサイ

トにディスオーダーして

いる様子も合わせて観

測できた。右図の左側

には、活性部位の環状

基質に対してのアミノ

酸のプロトネーションを

含む相互作用を示し、

右図の右側には線状

基質に対する同様のも

のを示す。橙色の球で

示した Mg がそれぞれ

の基質と相互作用して

いることが分かる。 

右の図には、環状基

質をモデル(黄色)に置いたときに

生じる余剰電子密度（緑色の網）

に線状モデル(水色)を重ねた図を

示す。占有率はそれぞれ２：１の

割合で精密化されており、異性化

の前の状態のものか異性化後のも

のかは、水素の位置を精密に決め

ないとはっきりしないので、精密

な解析を計画している。 

今後、これらのデータを用いて、

基質の開閉の状態や異性化の有

無、周辺のアミノ酸や水和水の相互作用を詳細に解析することで、反応機構の解明が期待できる。 

 

4. 結論(Conclusions)  

(1) 中性子解析の結果、反応途中の活性部位のアミノ酸および金属原子の位置および基質に対する相互作

用が判明した。また、このような酵素反応が自然に起こる条件での結晶構造解析により、初めて基質の 2

つの分子構造が観測することができた。 

(2) Box sum 法の結果（Completeness）から、Pirouette に十分実用性があることが確認できた。 

 


