
 
2024.08.27 

 プラス電荷を失ったリシン側鎖がつくる新規な⽔素結合の発⾒ 

 − リシンについて教科書の常識を⾒直す。新たな分⼦間相互作⽤から創薬へ − 

  

 東京薬科⼤学薬学部の三島正規教授、⻘⼭洋史准教授、武⽥光広講師、永江峰幸助教、⼤阪⼤学
蛋⽩質研究所の宮ノ⼊洋平准教授、豊橋技術科学⼤学の広瀬侑准教授らの研究グループは、東京⼤
学先端科学技術研究センターの⽯北央教授（同⼤学院⼯学系研究科兼務）、⻫藤圭亮准教授、野地
智康特任助教、東京都⽴⼤学⼤学院理学系研究科の伊藤隆教授、甲斐荘正恒名誉教授と共同で、核
磁気共鳴法（NMR）（注 1）やタンパク質の量⼦化学計算(注 2)などを⽤いて、通常はプラス電荷を
帯びると考えられているリシンの側鎖が、シアノバクテリアの光センサータンパク質の中でプラス
電荷を失った状態で安定に存在すること、さらに⽔素結合のアクセプターとして働き、今まで知ら
れていなかった様式の⽔素結合を形成していることを発⾒しました。リシンの側鎖がプラス電荷を
帯びることは⾼校・⼤学で学習する⽣化学の常識です。この常識について再考を促すとともに、タ
ンパク質の⽴体構造形成メカニズムの解明、タンパク質と薬などの相互作⽤メカニズムの解明に役
⽴つことが期待されます。 

  

本研究成果のポイント 

 NMR や計算化学の⼿法を⽤いて、タンパク質中でリシン側鎖のアミノ基が通常の N+H3

（電荷を持つプロトン化状態）（注３）ではなく、NH2（電荷を持たない脱プロトン化状態）
で存在し、⽔素結合を形成していることを発⾒しました。 

 さらにこの⽔素結合では、リシン側鎖の NH2 が⽔素結合のアクセプターとなっていました。
よく知られている N+H3 の場合では⽔素結合のドナーとなっていることから、通常とは逆で
す。 

 今回発⾒した、リシンがアクセプターとしてはたらく様式の⽔素結合は、従来の膨⼤なタン
パク質の⽴体構造研究の中で⾒過ごされてきた可能性があります。今回の発⾒は、タンパク
質の⽴体構造形成や、薬をはじめとした多様なリガンド分⼦とタンパク質との相互作⽤の理
解を深めることに貢献し、薬の開発にも役⽴ちます。 

  



Ⅰ．研究の背景 

 ⽔素結合は、タンパク質中において、⽴体構造形成、タンパク質とリガンドの結合、プロトン移
動など、⾮常に重要な役割を果たしています。⽔素結合におけるドナー（供与体）と、⽔素結合に
おけるアクセプター（受容体）、そして⽔素原⼦で形成され(図１)、pKa 値（注 4）が⾼い部位
（例：塩基性の官能基）がドナーとして、pKa 値が低い部位（例：酸性の官能基）がアクセプター
となります(図 1)。タンパク質においては、通常、リシンやアルギニンの側鎖は（注 5）、プロトン
化されてプラス電荷を持つことからドナーとなるとされてきました。シアノバクテリアの RcaE は、
ピロール環を４つ含むフィコシアノビリン(PCB)分⼦を発⾊団として有する光センサータンパク質
です。特定の波⻑を吸収することで緑⾊光吸収型と⾚⾊光吸収型の間を変換し、それぞれ異なる⽴
体構造を形成することが知られていました(1)(2)(3)。今回、NMR とタンパク質の量⼦化学計算によっ
て、緑⾊光吸収型において RcaE 内部のリシンの側鎖のアミノ基が脱プロトン化してプラス電荷を
失った NH2 となること、またこの NH2 が⽔素結合のアクセプターとなり、PCB がもつ NH 基がド
ナーとなる⽔素結合を形成していることを明らかにしました（図 2）。従来、リシン側鎖の脱プロト
ン化は、アセトアセテートデカルボキシラーゼや、Exiguobacterium sibiricum ロドプシンで起こる
ことが⽯北、⻫藤らによって計算化学によって⽰されていましたが(4)(5)、脱プロトン化し、かつ⽔
素結合のアクセプターとなることが実験で⽰されたのは、これが初めてです。 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１  ⽔素結合 
X、Y は、それぞれ電気陰性度の⼤きな原⼦(共有電⼦対を強く引き付ける原⼦)。
H は⽔素を⽰す。 
 



 

 

 

 

Ⅱ．研究の成果 

 まず RcaE の緑⾊光吸収型における RcaE の X 線結晶構造(3）から、PCB の D 環の N 原⼦と Lys261
側鎖の N 原⼦との原⼦間距離が 3.07 Å と⾮常に近く、おそらく⽔素結合を形成していることが予
想されました。通常よりも広範囲の 15N 核の化学シフトをカバーする 1H-15N 異種核単量⼦コヒーレ
ンス（HSQC）NMR 測定を⾏ったところ、緑⾊光吸収型において、1H で 0.69 ppm、15N で 27.4 
ppm という異常に⾼磁場の化学シフトをもつ信号が観測されました（図 3）。また各種多次元 NMR
実験から、この信号が Lys261 側鎖のアミノ基（NH2 もしくは N+H3）であることが帰属できまし
た。次に、この特異な Lys261 の側鎖アミノ基に由来する信号を利⽤して、そのプロトン化状態を
解析しました。実験としては、N 原⼦に対して何個のプロトンが共有結合しているのか決定するこ
とが可能な 1H カップル 1H-15N 異種核インフェーズ単量⼦相関（HISQC）測定を⾏いました。する
と、信号は 3 本に分裂し（図 4）、N 原⼦に対して２個の⽔素が共有結合していることが⽰されまし
た。すなわち脱プロトン化し、プラス電荷を失った NH2 状態で存在していることが明らかになりま
した。しかし、ここまでの実験では、この NH2 が担う相互作⽤については分かりません。そこで、
さらに⽔素結合相⼿を決定できる⽅法である⽔素結合経由の J 結合（注 6）によって信号が発⽣す
る HNN 相関分光法（HNN-COSY）を測定しました。この測定から、PCB の D 環の NH と Lys261
側鎖の N 原⼦の間の h2JNN を経由した信号を検出できたことから(図 5)、D 環の NH（供与体）と
Lys261 の側鎖の N 原⼦（受容体）との間の⽔素結合の存在が直接⽰されました。 

図 2  リシン側鎖が NH2、アクセプターとなる新規な⽔素結合 
タンパク質の量⼦化学計算によって最適化された RcaE の構造を⽰す。PCB
を灰⾊、４つのピロール環を A~D で⽰す。リシン側鎖（Lys261）を濃いピ
ンク⾊、⽔素結合を⾚⾊の破線、⽔素原⼦はシアンの球で⽰す。 



 

 

 

 

 

 

 

図 3  1H-15N HSQC  
緑⾊光吸収型において、1H で 0.69 ppm、15N で 27.4 ppm という異常に⾼磁場の化
学シフトをもつ信号が観測される。⿊丸で囲み⽮印で⽰す。これが Lys261 の側鎖の
N に由来する信号であった。 
 

図 5 HNN-COSY  
PCB の D 環の NH 基と、Lys261 の N 原⼦の間
に信号（交差ピーク、⾚）がはっきりと観測さ
れている。これは⽔素結合の存在を⽰してお
り、また、そのドナーとアクセプターを⼀義的
に決定できる。 
 

図４HSQC と HISQC  
1H カップル HISQC では、結合してい
る⽔素の数によって信号が分裂する。 
 



 

 また、タンパク質の量⼦化学計算によって得られた NH2 状態の Lys261 側鎖の 15N の化学シフト
は 26.4 ppm で、実験的で得られた値 27.4 ppm とよく⼀致しました。⼀⽅、計算で得られた N+H3

状態の化学シフトは 34.3 ppm であり、NH2 状態の計算および測定された化学シフトとは明確に異
なりました。脱プロトン化した Lys261 の N 原⼦と D 環の NH 基の間の⽔素結合のポテンシャルエ
ネルギープロファイルは、プロトンが主に D 環部分に局在していることを⽰していました。すなわ
ち、緑⾊光吸収型のタンパク質環境での D 環の pKa 値は Lys261 の pKa 値よりも⾼いことが⽰され
ており、Lys261 の N 原⼦は量⼦化学計算による最適化構造では脱プロトン化されたままでした。
このように計算結果は、リシン側鎖が脱プロトン化し、アクセプターとなる⽔素結合の存在を⽀持
するものでした。 

  

Ⅲ．今後の展開 

 今回発⾒したリシンがアクセプターとなる⽔素結合の形成は、タンパク質内部の環境が⾮常に疎
⽔的でリシン側鎖の脱プロトン化を促進していることが⼀因と考えられます。したがって、疎⽔性
が強い環境においては、従来知られていた⽔素結合とは異なる未知の相互作⽤がタンパク質内部、
あるいはタンパク質とリガンドとの分⼦間相互作⽤として⽤いられている可能性があります。従来
の膨⼤なタンパク質の⽴体構造研究のデータの中で⾒過ごされてきた可能性も含め、RcaE 以外の
タンパク質でも実際にこのような⽔素結合が形成されるのか、丹念に調査する必要があります。そ
のような研究は、タンパク質の⽴体構造形成や、薬を含む多様なリガンド分⼦とタンパク質との相
互作⽤の理解に貢献し、将来の薬の開発にも役⽴ちます。 
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【⽤語解説】 
（注１）核磁気分光法(NMR) 
2002 年にノーベル化学賞が授与された分⼦構造を解析する⼿法。結晶化や急速凍結を必要とせず、
溶液中、⽔溶液中での分⼦の構造を解析できる。X 線結晶構造解析では困難なタンパク質中の⽔素
の情報を得る事ができる。 
（注 2）タンパク質の量⼦化学計算 
本研究では特に Quantum Mechanics/ Molecular Mechanics(QM/MM) 法を⽤いた。計算精度を持
ち合わせた量⼦⼒学計算（QM）と計算速度を持ち合わせた分⼦⼒学計算（MM）を組み合わせる
ことで、巨⼤分⼦を実⽤的な精度・速度で計算することができる。2013 年ノーベル化学賞受賞者
A. Warshel 教授、M. Levitt 教授らにより開発された。 
（注 3）プロトン 
⽔素イオン(H+)をプロトンと呼ぶ。⽔素イオンが結合してプラス電荷をもっている状態をプロトン
化状態、⽔素イオンが結合しておらずプラス電荷を持っていない状態を脱プロトン化状態と呼ぶ。 
（注 4）pKa 
分⼦の半数がプロトン化状態になる pH。酸となる官能基は pKa の値が低く、塩基となる官能基は
pKa の値が⾼い。 
（注 5）塩基性アミノ酸 



リシンとアルギニンの側鎖の N（窒素）原⼦は、通常プロトン化し、プラス電荷をもつことが知ら
れている。 
（注 6）J 結合 
NMR において共有結合を介して原⼦核どうしがお互いに変調を起こす相互作⽤。有機化学では信
号の分裂として観測し、分⼦構造の解析に⽤いられる。共有結合だけでなく、⽔素結合を介した J
結合も存在することが知れられており、hJ のように⽰す。h2JNN の記載は、⽔素結合を介して全体で
結合を２本経由しており、ＮとＮの間に⽣じるＪ結合を表す。 
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