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研究成果の概要（和文）：タンパク質のX線溶液散乱法（BioSAXS）は溶液中での分子概形を解析可能な手法であ
る。しかし、測定は通常室温で行なわれるため、高輝度放射光を用いた測定では放射線損傷の効果で正しい構造
を得ることが困難な場合も多い。本研究では、0℃以下の低温における溶液散乱測定解析を実現させるための測
定や解析法の開発を行なった。グリセロールを抗凍結剤として使用し、-100℃までの範囲で試料溶液に含まれる
水の凍結防止に必要なグリセロール濃度を調査した。最終的に、-50℃までの低温で精度良くSAXS曲線を得るこ
とが可能となった。

研究成果の概要（英文）：Biological small-angle X-ray solution scattering (BioSAXS) is a method that 
can analyze the shape of a molecule in solution. However, since the measurement is usually performed
 at room temperature, it is often difficult to obtain a correct structure due to the effect of 
radiation damage in measurement at the synchrotron radiation facility. In this study, the method of 
measurement and analysis were developed to realize BioSAXS at low temperature below 0 ° C. Glycerol
 was used as a cryoprotectant, and the concentration of glycerol required to prevent freezing of 
water contained in the sample solution was investigated up to -100 ° C. Finally, it became possible
 to obtain a SAXS curve accurately at a low temperature up to -50 ° C.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の X線溶液散乱法（BioSAXS）
では、得られた 1 次元の散乱曲線を用いた
Ab-initio解析によって、ビーズモデルによる
構造推定法が確立している。その結果、結晶
構造などの高分解能構造解析と組み合わせ
た相関解析によって、タンパク質やタンパク
質複合体の概形構造や複合体内のドメイン
配置を推定することが可能になっている。し
かし、X線を照射して測定する限り、放射線
損傷が解析に与える影響は結晶解析同様に
非常に深刻である。結晶解析では、100K ま
で冷却した窒素ガス中で結晶を冷却するこ
とで損傷の効果をある程度抑制することが
可能だが（クライオ法）、定温で測定する溶
液散乱では、損傷による効果を抑制すること
は難しい。現状では、DTT（ジチオトレイト
ール）などの還元剤を光電効果で生じるラジ
カルを補足するためのラジカルスカベンジ
ャーとして溶液に添加し、損傷による効果を
抑制するなど対策を行っているが、効果は限
定的である。そこで、結晶のクライオ法のよ
うに溶液試料に抗凍結剤を添加し、試料溶液
を凍結して測定する Cryo-BioSAXS 法が以
前より議論されており、実際、コーネル大学
の放射光施設 CHESSのビームライン G1に
おいて装置の整備が始まっていた[2]。 
 
２．研究の目的 

BioSAXS の解析では、試料タンパク質溶
液の散乱強度から試料タンパク質以外同一
組成の緩衝溶液（バックグラウンド溶液）の
散乱強度を差し引くことで、タンパク質由来
の散乱強度を得ることができる。従って、解
析においては両溶液の厚みが同一であるこ
とが前提である。Cryo-BioSAXS法が以前か
ら提唱されていたものの手法開発が進まな
かったのは、凍結した溶液の厚みを制御する
のが難しいからである。実際、コーネル大の
グループも解決策を見出しているわけでは
無く、依然試行錯誤の段階であった。そこで、
本研究では、凍結状態での溶液の厚みを制御
する方法を開発し、Cryo-BioSAXS法を成功
確率の高い手法として一般化することを目
的とした 
 
３．研究の方法 
試料を凍結させ凍結状態のまま測定する
ために、タンパク質結晶解析で使用される低
温窒素ガス吹きつけ装置を使用する。凍結試
料の厚みを一定にするためには、基本的に凍
結前の状態で試料の厚みを一定にしておく
必要がある。その観点で、以下の 3点を基に
研究を進めることとした。 
 
①試料厚み一定で凍結可能な治具の開発 
試料厚みを 0.5～1mm 程度で一定に保ちな
がら凍結するための治具を 3D プリンターで
製作する。 
②試料をマウントするゴニオの導入 

タンパク質X線結晶構造解析のクライオ法
同様に、低温の窒素ガスを吹き付けて試料を
凍結させて計測する。一方で、結晶解析と同
様の試料マウント方法で試料を取り扱うこ
とが可能であれば、将来的に結晶構造解析で
利用されている試料ホルダとマウントロボ
ットが利用出来るので、試料の取り扱いの簡
易化とハイスループット化が同時に達成で
きると期待される。そこで、結晶構造解析で
一般的に使用されているクライオピンを利
用してゴニオメータにマウントして計測で
きるようなシステムを開発する。 
③抗凍結条件の検証 
①，②で構築したシステムを利用して実際
に測定を行なう。しかしながら、通常のタン
パク質結晶よりは試料サイズが大きく、その
体積で十分な抗凍結能力を得るために必要
な、抗凍結剤の濃度を精査する必要がある。
そこで、各温度で抗凍結剤として用いるグリ
セロールの最適濃度を実験的に明らかにす
る。 
④解析方法の確立 
 ③で抗凍結条件が確定するため、その条件
下で実際にタンパク質試料の測定を行ない、
解析方法の検証を行なう。基本的には①が確
実に達成されていれば、通常通り試料溶液の
散乱強度から試料を含まない緩衝溶液の散
乱強度を差し引くことで目的の試料分子の
散乱強度が得られるはずだが、実際それで十
分であるのかも含めて検証を行ない、もし別
の要素がある可能性があれば、その対策法を
検討する。 
 
４．研究成果 
 前段の「３．研究方法」で①～④に記した
内容に従い、研究を推進した。 
 
（１）結果と考察 
①試料厚み一定で凍結可能な治具の開発 
 基本的に溶液試料が凍結する場合、体積が
増えることになる。そこで、その体積膨張の
方向をX線と直交する方向のみに限定するこ
とができれば、X 線進行方向の厚みは一定に
保たれることになる。結晶構造解析において
クライオ法初期にアプローチされていた方
法を参考にし、まずは実績のあるφ0.5～
1.5mm の石英ガラスキャピラリ管や、ポリイ
ミド細管を用いて、その管に直交方向から X
線ビームを照射する系を採用した。その結果、
凍結時の体積膨張は、管の長軸方向に限定さ
れるため、試料の厚みは管径として保存され
ることになる。一方で、このチューブをクラ
イオピンに固定する為の治具を 3D プリンタ
ーで製作しようとしたが、残念ながら装置能
力と材質の問題で、1mm 程度のサイズの物体
を精度良く作ることは不可能であった。そこ
でピンに直接接着する形態で固定するよう
に変更した。 
 
②試料をマウントするゴニオの導入 
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-100
けノズルから多量の霜が放出される状況に
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空度が悪化していると考えられたため、真空
ポンプで常時真空に引きながら計測を行っ
たが全く改善せず、その状況からヘッドに真
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ーが所属
同様の機種がタンパク質結晶構造解析ビー
ムラインで専用装置として組み込まれてい
るものの、自由に使用可能なものは故障した
装置しか残念ながら無く、修理には高額な費
用も必要であることから、本研究での利用を
断念した。
 低温ガス吹き付け装置が利用出来ないた
め、研究計画の再考が必要となった。検討の
結果、ガスを試料に直接吹き付けるタイプで
は無く、低温ガスを循環させてステージを冷
却し、そこに接触させた試料セルを間接的に
冷却するシステムを利用する方法
た。図
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料セルを表示している。冷却されるのは内部
ステージで、試料セルをそこに接触させて試
料を冷却する。試料セルには熱電対を取り付
け、実際の試料温度は冷却ステージとは別に
モニターする。
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ると考えられた。そこで、ソフトウェア

に、バックグラウンドを差し
引く際に、試料前後で計測した X線のダイレ
クトビーム強度を自動的に読み込んでX
透過率を計算し、透過率で散乱強度を規格化
してから差し引く機能を追加した。その結果、
正常な散乱曲線を得ることが可能となった。

のオボアルブミン存在下の凍結
限界温度で計測されたオボアルブミンの

では、オボアルブミン濃度一定の条件で
わらず、グリセロール濃度が

上昇するにつれて、観測される散乱強度は減
衰することが示された。これは散乱 X線強度
がグリセロールに吸収されたことを意味し
ており、特に高角側の散乱強度が減衰し、統
計精度の劣るデータになってしまったと考

また、今回利用した試料セルでは、
凍結による試料の厚みの変化を抑制するこ
とができ無いため、バックグラウンドの引き
具合はかなり困難であろうと推測していた。
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限界温度で計測されたオボアルブミンのX線

では、オボアルブミン濃度一定の条件で
わらず、グリセロール濃度が

上昇するにつれて、観測される散乱強度は減
線強度

がグリセロールに吸収されたことを意味し
ており、特に高角側の散乱強度が減衰し、統
計精度の劣るデータになってしまったと考

また、今回利用した試料セルでは、
凍結による試料の厚みの変化を抑制するこ
とができ無いため、バックグラウンドの引き
具合はかなり困難であろうと推測していた。



しかし、透過率を考慮することで、基本的に
は問題無い計算が可能であることが示唆さ
れたため、求めた透過率にはグリセロールに
よる吸収の効果だけでは無く、試料厚みによ
る係数も含まれていると推測される。 
 
（２）結論 
 本研究では、計画していた試料マウントの
ための多軸ユニットを設計導入し、その制御
系を開発することができたが、当初利用を予
定していた低温窒素ガス吹き付け装置の不
具合により、計画変更を余儀なくされた。し
かしながら、低温ステージを利用することに
より、試料タンパク質存在下での抗凍結能の
低下、高濃度の抗凍結剤存在下での試料タン
パク質測定の困難さ、ソフトウェア SAngler
への透過率を考慮したバックグラウンドの
差し引き機能の追加等、今後、本研究を継続
するに当たって基本となる要素を観測、検証
できたと考える。従って、本研究で得られた
知見を基に、Cryo-BioSAXS 法を確立するため
の研究を継続したい。 
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