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研究成果の概要（和文）：X線結晶構造解析の目覚しい進歩により、従来不可能と考えられてきたマイクロ微小
結晶からの構造決定が次々と報告されている。これらの成果は、精製された大量の蛋白質と、良質な結晶を得る
ための長い時間が必要とされてきた結晶作成の常識を劇的に変えつつある。本研究では、迅速結晶構造解析に向
けた革新的な結晶化手法の確立として、細胞内で鋳型となる細孔を蛋白質の結晶化により作成し、構造解析の目
的となる蛋白質を同じ細胞内で同時に発現させ、鋳型蛋白質結晶の細孔へ規則正しく集積し、複合結晶の構造解
析を目指した。その結果、タンパク質を挿入可能な内部空間を形成し、さらに目的タンパク質をその内部に挿入
することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Due to the remarkable progress of X-ray crystal structure analysis, 
structure determination from micro protien crystals has been reported. These results are 
dramatically changing the common sense of protien crystallization which requires a long time, a 
large quantity and high quality of protein samples. One challenge using this technique is to 
determine protien structures with microcrystals formed spontaneously in cells. Natural systems 
utilize intracellular crystallization reactions for purification and storage of protein synthesized 
in vivo. In this study, we succeeded in the creation of protein crystals with pore spaces as 
intracellular templates as an innovative crystallization method for rapid crystal structure 
analysis. In addition, we succeeded in accumulating the target protein simultaneously produced in 
the crystal.

研究分野： 生体関連機能化学
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、X 線結晶構造解析の目覚しい進歩
により、従来不可能と考えられてきた数µm
の微小結晶からの構造決定が次々と報告さ

れている。これらの成果は、精製された大

量の蛋白質と、良質な結晶を得るための長

い時間が必要とされてきた結晶作成の常識

を劇的に変えつつある。この技術を用いた

チャレンジの一つに、細胞内で自発的に形

成される蛋白質微小結晶の構造決定がある。

生命は、生体内で合成した蛋白質の精製、

保存の戦略として細胞内の結晶化反応を巧

みに利用している。この現象は、生物学的

には古くから知られているものの、得られ

る結晶サイズが数µm であり、結晶構造解
析に用いられることはなかった。しかし、

2007 年に昆虫細胞で形成される多角体結
晶の構造が決定されて以来(Coulibaly et al., 
Nature 2007)、細胞内で形成された蛋白質結
晶の構造解析は注目を浴びつつも、報告例

は数例にとどまっている。その理由は、未

だに細胞内で様々な蛋白質を結晶化する手

法が確立されていないためである。一方、

研究代表者はこれまで、多くの蛋白質結晶

の内部に形成される数 nm の細孔へ様々な
機能分子の集積が可能であることを示して

きた（RSC Adv. 2015, Inorg. Chem. 2015, 
Small, 2012, ACIE 2011）。また、蛋白質結
晶内に形成される細孔の特徴を生かし、集

積した化合物の高分解能構造解析にも成功

している(Inorg. Chem. 2010, JACS 2009)。
最近では、細胞内で安定な結晶を形成する

多角体の分子設計により、結晶内部への機

能分子集積制御にも成功している (Adv. 
Mater. 2015, Chem. Lett. 2015)。従って、こ
れらの機能化法を融合し、新しい細胞内の

蛋白質結晶化手法の確立が可能と考え、本

研究に至った。 

２．研究の目的 
	 本研究の目的は、迅速

結晶構造解析に向けた革

新的な結晶化手法の確立

にあり、従来の培養・精

製した蛋白質の結晶化と

は全く逆の発想により達

成する。具体的には、(1)
細胞内で鋳型となる細孔

を蛋白質の結晶化により

作成し、(2)構造解析の目
的となる蛋白質を同じ細

胞内で同時に発現させ、

鋳型蛋白質結晶の細孔へ規則正しく集積し、

(3)細胞に封入されたまま目的蛋白質を含
む複合結晶の構造解析を目指す。本手法は、

蛋白質結晶化反応から構造解析までを一つ

の細胞内で完遂する斬新な手法であり、生

命原理の理解や、創薬等に向けた革新的な

分子技術となる。	 

３．研究の方法 

(1) 細孔を有する鋳型蛋白質結晶の設計と
細胞内合成	 

	 昆虫の多角体病ウイルスは、昆虫細胞感

染後に多角体とよばれる結晶性蛋白質を産

生する。この多角体は、自己集積反応によ

り細胞内に 1-5 µmの結晶を形成する(図 1a, 
1b)。多角体結晶の本来の役割は、多角体病
ウイルスの保護である。野生型の多角体結

晶は結晶全体積のわずか 19%の細孔空間し
か持たないために、広範囲な pH、温度、有
機溶媒、乾燥、凍結に対し安定に結晶を保

持できる。この性質を利用し、細孔を有す

る鋳型蛋白質結晶を形成する。多角体結晶

を鋳型とし、目的の蛋白質を規則正しく集

 

図 1. 細胞内の多角体結晶(a)、その結晶構

造(b)と多角体結晶内の細孔設計(c) 

 
図 2. 三量体界面領域のペプチド欠損による細孔空間構築 



積するためには、内部空間の拡張が必要と

なる(図 1c)。この機能化に際し、最初に必
要な設計は、結晶の形成と安定化に必須な

分子界面の同定である。野生型の結晶構造

からは、多角体単量体が結晶中で三量体構

造を形成し、構造単位となって結晶が構築

されていることがわかる(図 2)。つまり、三
量体同士が相互作用する部位のアミノ酸置

換あるいは、フラグメント欠損を緻密に設

計できれば、細孔空間を広げることができ

ると考えた。そこで、結晶内の構造ユニッ

トである三量体間の分子動力学計算によっ

て、三量体間界面の結晶安定性への影響を

見積もり、アミノ置換やフラグメント欠損

領域の候補を絞る。	 

４．研究成果	 

	 実際に、特定の領域を削除した多角体変異

体の結晶化に成功し、大きな空間を有する結

晶の形成を確認した。また、幾つかのタンパ

ク質の挿入と、その複合結晶からの回折デー

タ取得も成功しており、当初の目的を達成し

ている。	 
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