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研究成果の概要： 

研究目的達成のために必須となる大型結晶の調製には、高純度 JNK1 サンプルの安定的かつ大

量供給が成功のカギとなる。不安定要因である７つのシステイン残基をすべてアミノ酸置換す

ることで、安定な JNK1 サンプルの大量供給を可能にした。スクリーニングの結果から、微小結

晶（20μm 程度）を得た。Ｘ線回折予備実験を行い、４Å分解能までの回折点を観測し

た。今後、実験を継続して超高分解能及び中性子構造解析実験を進め、高選択的 JNK1

阻害剤を創出する。 
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年度  

年度  

  年度  
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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：JNK1、阻害剤、X 線結晶構造解析、中性子線構造解析、ドラッグデザイン 
 
１．研究開始当初の背景 

本研究では、糖尿病治療薬の開発を目指し
て JNK1 に注目した。JNK は３つのサブタイプ
が確認されている（JNK1,JNK2,JNK3）、生体
内でそれぞれ異なる役割を担っており、異な
る疾患との関わりが報告されている。したが
って、サブタイプ間での選択性が確保できな
いと、副作用を引き起こす可能性が高い。す
でに中程度分解能の X 線構造に基づく
Structure-Based Drug Design(SBDD)研究も

進んでいるが、選択性を確保するには水素原
子を含む高精度構造情報が必須である。 
 
 
２．研究の目的 
超高分解能 X線構造解析と中性子線構造解

析を相補的に用いることにより、水素原子を
含めた JNK1 の高精度構造を明らかにする。
これらにより、JNK1 と阻害剤の結合エネルギ
ーについて、定量的な議論が可能となり、高



精度なデザインが期待できる。大型放射光の
発展に伴い、中程度分解能 X線結晶構造解析
を基盤とした SBDD はいまや創薬手法に必要
不可欠となっているが、原子力研究開発機構
内の J-PARC の中性子線回折実験施設が 2008
年度に稼動しており（現状では低出力稼動）、
超高分解能 X線構造解析と中性子線構造解を
相補的に用いた SBDD も創薬手法の一翼を担
う時代も近いと考えている。本研究は、これ
ら高精度構造解析に基づく SBDD の先駆的な
研究となる。 

Table1. アミノ酸変異箇所 

分子表面 ： C116S，C163A，C245S

X 線回折法では立体構造を精度高く求め
ることができる。しかし水素原子の位置の決
定は苦手である。一方、中性子線を用いれば
水素原子の位置を明確に決めることができ
るが、一片が数ミリにもおよぶタンパク質結
晶としては異常と言えるほどの大きさの結
晶が必要である。JNK1 は構造内部に 4 箇所
と表面に 3 箇所のシステイン残基があり、
これらが酸化的条件下において失活や凝集
を引き起こす原因となり、安定した巨大な結
晶を作ることが困難であると考えられる。そ
こで、全 7 箇所のシステインを変異させた
変異体 (M7)、内部のシステイン残基はその
まま残し、表面3箇所だけを変異させた変異
体 (M3)、および野生型 (M0) を調製し (Fig.
 1及びTable 1)、巨大な結晶を作り出せるサ
ンプル調整法の探索を行った。 
 

 
 
３．研究の方法 
 
(1)発現プラスミドの構築 

JNK1の構造解析論文(EMBO J. 23 (2003), 
2185-2195)に従い実験を進めた。M0、M3およ

びM7遺伝子を発現プラスミドpET24aのマル

チクローニングサイトNdeI/XhoIに組み込ん

だ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig１．JNK1のシステインの位置 

 
 

M3

分子内部 ： C41V，C79V，C137V，C213V 

分子表面 ： C116S，C163A，C245S 
M7

 

(2)大量発現、精製 

得 ら れ た ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸 菌

BL21(DE3)を形質転換し、大腸菌をOD600=0.5

程度になるまで37℃で培養し、0.3mM IPTGで

誘導をかけ、さらに18℃で16時間培養した。

大腸菌を超音波で破砕後、不溶画分を除去す

る。可溶画分からアフィニティーカラム、イ

オン交換カラム、分子ふるいカラムを組み合

わせてJNK1(M0,M3,M7)を精製した。結晶化実

験に必要な純度は、5マイクログラムのサン

プルをSDS-pageに流して検定した。 

 

(3)各サンプルの特性検査 

①活性化ループのリン酸化状態の検討 

JNK1 のリン酸化部位 を特異的に認識す
る一次抗体  (pThr183/pTyr185）を使用した
ウエスタンブロット法により、M0, M3, M7 
の活性化に必要な部位がリン酸化されてい
るかどうかの確認を行った。 

 

②anti-phospho-cJun抗体による活性測定 

 JNK1 の基質である c-Jun に対してリン
酸化反応を行い、 リン酸化c-Jun 抗体 (pSe
r63/ pSer73) を用いた ウエスタンブロッ
ト法によりM0,M3,M7の活性測定を行った。 

 

③動的光散乱測定 

 動的光散乱測定装置DynaPro Titan (Wyat
t Technology Coorporation) を用い、M0,M3,
M7の動的光半径の分布を測定した。 

   

(4)結晶化 

M7精製サンプルを10mg/mlにまで濃縮し、

その溶液にJNK阻害剤SP600125をけん濁した。

蛋白質表面のシステインを変異により分子

同士の相互作用に影響が起きて、結晶化条件

が変化する可能性が高いと推測できたので、

Crystal Screen-HT, Index-HT(Hampton 

Research), Wizard I,II,III (Emerald 

Biosystems)などのキットを用いて結晶化条

件をスクリーニングした。 

 

(5)X線データ測定 

得られたM7結晶をparaton-N（ Hampton 

Research）抗凍結剤として液体窒素下で凍結

し、大型放射光（高エネルギー加速器研究機



(3)各サンプルの特性 構NE-3A）においてX線回折データ測定を行っ

た。  

 ①活性化ループのリン酸化状態 
 M0, M3, M7 は Active JNK1   
(di-phosphorylated state) に比べると発色
が弱かったがリン酸化が確認された (Fig. 4
上段)。しかし、実際のタンパク量は Active 
JNK1 に比べて、各 JNK1 サンプルの方がはる
かにタンパク質量は多いことから (Fig. 4下
段 SDS)、大部分の JNK1 が 
mono-phosphorylated 状態である可能性が
示唆される。 

４．研究成果 
 
(1)各サンプルの発現 

野生型 M0 に比べて変異体  M3 および M7 
の発現量が高くなっており、この２つの変異
体では中性子回折実験に必要な大量取得の
可能性が示唆された。また、それぞれ可溶性
画分に多く 存在する(Fig. 2)。 

  
ActiveJNK1   M0       M3     M7  M0 

  
                              WB  

                SDS  
  
Fig.4 JNK1 のリン酸化状態  
 M0     M3     M7 
②活性測定 Fig.2 JNK1 の発現比較：それぞれ、左からマーカー、

誘導前菌体、誘導後菌体、誘導後可溶性画分、誘導後沈

殿。最も太くなっているバンドが JNK1 に相当する。 

 M0, M3, M7 のすべてで発色が確認された
ことから c-Jun をリン酸化し活性を持つこ
とが分かった (Fig. 5)。また、M3, M7 は M0 
と比較して発色の強さに大きな違いがなか
ったため、M3, M7 は、変異導入によって活
性に関わるほどの大きなコンフォメーショ
ンの変化がなかったものと考えられる。 

 
(2)各サンプルの精製 

3 種ともに SDS-PAGE において純度の高
いサンプルを得る事が出来た (Fig.3)。精製
収量を比較すると、M7 が最も高く、M0 より
約 10 倍高い収率であった (Table 2)。大腸
菌 50 ml 培養量で約  1 mg と極めて多量な
結晶化サンプルを得ることができた。本来 
JNK1 は酸化的不安定さを持っているため、
時間経過とともに精製収量が低下する傾向
がある (M0 精製は 0.1 mg 以下の収率であ
った)。しかし、M7 の精製は還元剤を加える
ことなく、大量生産することも可能になった。
これは、変異を加えたことで JNK1 の安定性
も上がったのではないかと考えている。  

 
No-react   M0       M3     M7 

 
 
 

Fig.5 c-Jun に対するリン酸化 

 

③動的光散乱 
3 種とも単分散であり、動的光半径が均一

であるが、その中で M7 のピーク幅 (%Pd) 
が最も小さい値を示したことから、M7 が溶
液中で最も均一な粒子として存在している
と考えられる (Table 3)。よって M7 を結晶
化サンプルとして選抜した。 

 
 
 
 

  
  
Table 3. 動的光散乱の結果  
 Fig.3 JNK1 の精製純度：それぞれ、左はマーカー。 

変異体       M0     M3    M7  

  Table 2.  精製収量の比較   
光半径（nm）     2.0       2.4      2.9  

 
 
 
 
 
 

％pD        36.4      23.8     4.8 
M0      M3      M7  変異体 

 
 0.4      0.6      0.5  菌体湿重量 (g) 

(4)M7 変異体の結晶化 
 Crystal Screen I D2 条件 （1.4M Sodium 
citrate, 0.1M Hepes (pH7.5)) で微結晶を
得た（Fig.6）。この条件は中性子回折実験に
有利となる重水素置換可能な試薬の使用が

精製収量 (mg) 0.05     0.5      0.6 

＊50ml 培養量 
 

 



可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 

Fig.6 JNK1-M7 の結晶 

 
(5)M7 結晶の X線回折データ測定 

データ収集の結果、結晶学的パラメータを
決定することができた (Table 4）。結晶の
Mosaicity はよく、格子定数もさほど大きく
なかったことから、中性子回折に用いること
が出来ると考えている。 
 今後、中性子回折を視野にいれ、まずは X 
線測定において高分解能データ収集を行い、
変異部位の構造を確認する。さらに中性子回
折に耐えうるより大きな結晶の作製を試み
たい。 
 
Table 4. データ測定及び結晶学的パラメータ 

データ測定場所 PF-AR/NE3A 

波長 1 Å 

測定温度 100K 

空間群 P6322 

格子定数 a=b=156Å, c=86Å 

分解能 4Å 
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