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BL26B2
BL32XU
BLASXU
BL1/SU
BL19LXU
BL29XUL
BL43LXU
BL44B2

Structural Genomics 1 (HTP-MX)

Structural Genomics 2 (HTP-MX)

Targeted proteins (u-MX)

Structural Biology 1 (SAXS)

Coherent Soft X-ray Spectroscopy

SR physics

Coherent X-ray optics

Quantum nano dynamics (Under construction)

Materials science
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Small-Angle X-ray Scattering (SAXS)

Tandem 1.5 m-undulator,
Diamond Mono, K-B Mirror
(7-14 keV, >10*2 photons/s)

Hutch A (Time-resolved SAXS)
Hutch B (SAXS/WAXD)
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
TCSlit３でビーム成形しています。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
溶液中に、環状構造と、直鎖状分子が混合されている場合、さらにはそれらの構造の分子で、分子の鎖長が異なる多種類の分子が混合された系を対象とした場合

SAXSの測定自体は可能であるが、解析が事実上不可能（著しく困難で精度が低くなる）ため、各成分を分離、精製後にひとつづつ測定することが必要であった。



→本研究で、それらをまとめて測定（実際には分離精製直後に全て測定）する手法を開発した。



フローセルを用いた測定では、測定を短時間で終える必要があり、アンジュレータから得られる高輝X線が必須である。

BL40B2などのベンディングマグネットでは成功しなかった。BL40XUで同様の実験は可能であったが

ビーム位置他の安定性が不十分であり、長時間に渡る安定した測定は、BL45XUで初めて可能になった。



（特に、カラムで分離された試料の連続測定の場合では、次々に変化する試料のそれぞれに追従するためには

測定時間を短くする必要があり、そのためにも高輝度X線は重要となる）



高度な自動化が容易であり、サンプル注入、PCから、フラクションコレクター（サンプル回収用）や、CCDのシャッタースピード、メカニカルシャッター等を制御し、２４時間の無人測定も可能である。

その間に４万枚以上の散乱データを収集可能である。（実験ハッチの開け閉めによる時間のロスが無く、効率的な運用が可能である）
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
緑部分は、本研究で（フローセルSAXSを用いることで）、初めて計測可能になった。



少なくとも～8nm程度まで測定できている。



Batch….の部分は、バッチでのSAXS測定



実際のSAXSでの測定結果は、このグラフでの青いデータ（１０００ポイント以上）となり、先に大きい分子が溶出し、時間の経過とともに回転半径の小さな分子が順に溶出していることが分かる。（うまく測定できた。）



同グラフ上の赤線は、示差屈折率検出系でモニターした、各溶出時間における濃度である。



合成高分子や、天然の多糖類等では、たんぱく質のような特別な折りたたみ構造はとらないが、分子の剛直性や分子内反発等により、同一鎖長においても、分子のサイズ（回転半径等）は分子の化学構造に大きく依存する。

高分子が生み出す各種物理化学的な特徴は、分子の剛直性他、高分子の基本特性に由来するものが多い。



これらの分子特性は、回転半径等の分子量依存性を測定し、その解析から評価を行うことが一般的である。

このグラフの傾き（やより詳細な挙動）から、分子の剛直性等、高分子の基本物性の評価が可能になる。



精密な評価には、多数のデータ点数が必須であるが、様々な理由により、広い分子量範囲（例えば、分子量で100～1000万等、5桁の範囲）での回転半径を評価することは困難であった。

大きな分子を対象とした場合には、光散乱での測定が可能であったが、小さい分子の測定は困難（回転半径の評価は不可能）であった。

	光散乱で使用する波長の約1/20程度が、回転半径の測定限界であると言われており、一般に利用される～６００nmの波長では、30nm程度が限界となる。



このグラフ上では、狭い分子量範囲でのプロットは、直線的となるが、広い範囲で見ると直線からずれる試料が多い。例えば、このグラフ上では、分子量１０００付近の赤丸のデータ4点（バッチ式SAXSで測定）は高分子側から引いた直線から下側にずれている。このグラフ上ではS字形になることが一般的な高分子の挙動であり、その間（分子量３０００～10万）のデータを多数収集することが、高分子の基礎科学の発展には重要である。



本来、その分子量範囲の測定はバッチ式のSAXSでも測定可能なはずであるが、実際には分子の会合等により測定が困難な場合も多い。

　　　　その場合でも、不安定な試料でも分離直後に測定することで、測定が可能になると期待される。
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Scheme of events: T. Pumpl T. Pump?

» ESI source generates ions continuously

» Quadrupole used either as continuous guide to pass most of the
lons through to the trap or select and trap ions with m/z ratio

* lon trap is filled with ions (limit: space-charge effects within trap) a few ms

 Cooling by introduction of pulse of Helium 30 ms
* Isolation of ions of interest (ejecting all others) 10 ms
« X-ray interaction user defined
 Ejection 1 ms

« Mass analysis of surviving ions 20 - 200 ms



Gas-Phase Scattering SF’riCnija
The challenges ...

SAXS on solutions of biomolecules (e.g. proteins):
1011 — 1013 particles (in 1-2 mm?)

minimum number of ions which can still be detected on MS detector:
a few 100s of particles

maximum number of ions which can be trapped (“trapping capacity”):
106 — 107 particles

High-throughput ion trap mass spectrometer:
reliable and efficient trapping of ions

Weak scattering signal from biomolecules:
powerful x-ray source

Low background from experimental set-up:
complete integration of DIT in beamline

Grossmann(Liverpool Univ. /RIKEN)
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The development of basic and innovative technology Sprjins S
Protein micro-crystallography

X-ray crystallography of proteins related to human disease and aging.
Micro-beam optimized for Micro-crystal

Standard Micro-crystal
>50um <10um

0 !
“— =
| - ‘
50um - A

arget Crystals

Current Target Beam Size
« Beam Size 30X 30 1X1 pum?2
 Flux density 10° 1010 photons/sec./um?

Beam profile of SPring—-8 BL41XU



® SPring.. 8
Design concept of BL32XU @

Brilliant source

Simple components
Focusing X—rays with large magnification factor

Changeable beam size at sample position

> =


プレゼンター
プレゼンテーションのノート
I will show the entire designed concept of the novel beamline to achieve our objectives. The first one is a brilliant beam. We make the best use of capability of SPring-8 undulator. The second is stability of beam position and beam intensity. The minimum number of optical elements is chosen to achieve this concept. The third thing is a micro-beam achieved by a HIGH magnification factor. Finally, tenability of beam size is also required.


SF’t‘iﬂs«i 3

Focusing beam size @ BL32XU

EEM-mirrors Vertical Beam Profile at 12.4keV
(Osaka error)

- Wire scan profile
- Beam profile

—
-10-8 -6 4 -2 0 2 4 6 8 10
Position[um]

Beam Size(FWHM) 0.9 um(H) x 0.9 um(V)
Photon Flux 6.2 x 10'% photons/sec

40/20



Challenges in the World Sp'gija

Comparison with micro-MX beamlines

- : Vert Width Flux density

Facility Beamline (1m) (1 m) Flux (phs/sec) (phs/sec/ ¢ m?)
APS 23-1D-B 4.8 6.2 4.7 x 1010 1.6 X 10°
ESRF ID23-2 7.5 5 4.0x 101 1.1 x 1010
ID13 1.0 1.0 1.0x 10%° 1.0 x 10%°
SLS X06SA 25 5 1.0 x 10*2 8.0x 10°
X10SA 50 5 1.0 x 10*2 4.0 x 10°
SPring-8 BL32XU 0.9 0.9 6.2 X 10 7.6 x10%
19.3 7.2 6.7 X 10%? 4.8 x 100
BL41XU ®12 um 2.8E+11 2.5x10°

http://biosync.rcsb.org/international.html
(Nov. 29, 200%)



http://biosync.rcsb.org/international.html

SPrlns-js
The first diffraction image (09/12/04)

Crystal  :Lysozyme 5um crystal

Beam : 1um square,
with 2.6 x 101° photons/sec.
Exposure time : 1 sec.

Resolution limit  :2.0 A




SPrInsia
Data collection limit by crystal size

Acta Cryst. (2008), D64, 158-166
Formula of diffraction power

s Black : Protein crystals
L 2 3
White : Small molecule crystals S — (FOOO /Vcell) < l chryst
¢

10* ®10
T &
e @ We collect a 2 A resolution data

£ 10°

Ny

from 1x1x2 um?3 lysozyme crystal.

7 X 10° copies of unit-cell

10]0 1012 1014 1016

BL32XU open

the new field of Protein micro-crystallography

51/26
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