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試料、実験方法、利用の結果得られた主なデータ、考察、結論等を、記述して下さい。（適宜、図表添付のこと） 

Please report your samples, experimental method and results, discussion and conclusions.  Please add figures and 

tables for better explanation. 

1. 試料 Name of sample(s) and chemical formula, or compositions including physical form. 

pD7.9 溶液で調整したヒト由来-thrombin-bivalirudin 複合体の単結晶  

 

 

 

 

 

2. 実験方法及び結果 （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 method and results.  If you failed to conduct experiment as planned, please describe reasons. 

1. 中性子回折実験 

大型結晶はマクロシーディイング法により作成した。結晶の体積は 3.5 mm3であった。この結晶を直

径 3.5 mm の石英キャピラリー(Hirugenberg Mark Tube)に重水を含む人工母液とともに封入した。こ

のキャピラリーサンプルをゴニオメータヘッドにマウントして測定を行った。図１に測定時の iBIX の

検出器配置および結晶の様子を示す。測定は中性子の検出効率が 55％である改良片桐型検出器 30 台

を用いた。MLF における陽子の加速器出力は 300 kW であり、使用した中性子の波長範囲は 2.2 - 6.2 

Å である。測定は室温で行った。24 の結晶方向について、一方向あたり 7.7 時間測定した。全測定時

間はビーム停止時間を含めて 10 日間である。図２に測定で得られた TOF ラウエ回折像の一部を示す。

#22検出器で面間隔 dが 2.2 Å である反射が確認された。中性子回折データの処理は STARGazer ver. 

1.0.0-rc3 を用いて行った。ピークサーチは Intensity threshold with rebinning and filtering 法、格子

組み立ては real space indexing 法、積分は box sum 法を用いて行った。積分強度の統計処理および等

価反射の平均化は茨城大学 iBIX 装置グループの日下勝弘氏作成の Fortran プログラム Merge を用い

た。I/(I) > 0 の回折データを処理に使用した。結晶学的データをそれぞれ表 5.2.2-1 に示す。分解能

で反射数を 10 等分したときに最外核の average I/ average (I)の平均が 2 以上になる分解能を最大分

解能として見積もったところ、2.0 Å となった。等価反射の強度の一致度を示す Rmergeは 12%程度、

反射の測定収率は 88%(最外核は 77%)、等価反射の測定繰り返しの平均は 2.5 であった。これらの統 
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2. 実験方法及び結果（つづき） Experimental method and results (continued) 

 

  

  図１ 実験時の iBIX と試料の様子     図２ TOF 中性子ラウエ回折像（検出器#10） 

 

計値より得られた回折強度データが比較的良好であることが判明した。この中性子及びＸ線回折デー

タを用いて X/N 結合解析を行った。使用したプログラムは PHENIX ver. 1.8.3 である。結合長や角度

のパラメータはプログラムで用意されているものを使用した。また交換可能な水素原子は水素と重水

素の乱れ構造として扱い、その占有率を決定した。初期構造としてプロテインデータバンクに報告さ

れているＸ線構造(pdb_ID:2HGT)を使用した。Ｘ線および中性子回折データを PHENIX に入力し、交

差検定のために中性子回折データ数にして約 10%の共通するテストセットを選んだ。まず初期構造に

交換しない軽水素を発生させたのち精密化を行い、中性子散乱長密度図を見て、水和水の酸素を構造

に含めた。さらに精密化を繰り返しながら交換可能な水素原子を配置した。精密化の結果を表１に示

す。観測された構造因子と構造から計算される構造因子との一致度を表す信頼度因子 R がＸ線と中性

子の両方のデータに対して 20%前後と許容できる結果となった。 

 

                           図３ 得られた中性子散乱長密度図 

 

図 3 に今回の解析で得られた活性部位の構造を示す。His57 と生成物の間には水素結合が存在する。

一方、Ser195 の水酸基水素は V213 のペプチド酸素の方向に向いているが 2.5 Å の距離があり強い水

素結合は見られない。また His57 の水素と Ser195 の酸素の間も 2.8 Å であり水素結合は見られない。

現在、このタンパク質・生成物複合体の構造を基にこの複合体の生成過程を考察中である。 

  

表１  結晶学的データ 

 X-ray Neutron 

Space group, Z C2, 4 

a, b, c / Å 71.04, 72.02, 72.36 

° 100.5 

Resolution / Å 36-1.6 20.4-2.0 

Rmerge 0.033 0.119 

Rwork 0.165 0.172 

Rfree 0.180 0.230 

 


