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研究成果の概要（和文）：ステロイドX受容体（SXR）は、骨粗鬆症治療薬の標的タンパク質である。脂溶性ビタ
ミンと結合することで活性化され、SXRとヘテロ2量体を形成し骨形成に関与する遺伝子発現を誘導する。本研究
では、SXRの分子認識機構の構造基盤を解明するためSXRの結晶構造解析を行った。各種脂溶性化リガンドとSXR
の複合体結晶を得るため、凝固ゲル中結晶化法の改良を行った。改良した本方法を用いることでSXRを熱変性さ
せること無く凝固ゲル中SXR結晶の育成に成功した。さらに、凝固ゲル中結晶を50%DMSO含有水溶液に溶解させた
リガンド溶液中へソーキングさせたところSXR複合体結晶の取得に成功し複合体構造を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The steroid X receptor (SXR) is a target protein of osteoporosis drugs. It 
is a transcription factor that is activated by binding to water-insoluble ligands and forms a 
heterodimer with SXR to induce gene expression involved in bone formation. In this study, we 
expressed and purified recombinant SXR to elucidate the structural basis of the molecular 
recognition mechanism of SXR. In addition, we have developed an advanced high-strength hydrogel 
crystallization method, which was necessary to obtain the complex structure of SXR with various 
water-insoluble ligands. As a result, we succeeded in obtaining hydrogel-grown　apo-type SXR 
crystals with this method. Furthermore, we obtained SXR complex crystals by soaking hydrogel-grown 
apo-type SXR crystals in a solution of water-insoluble ligand dissolved in 50% DMSO solution, and 
clarified the complex structure.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 転写因子　脂溶性ビタミン　凝固ゲル中結晶　X線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂溶性ビタミンとSXRの相互作用は、脂溶性ビタミンの環状部分と側鎖部分の両方が協同的に関わっている。こ
れらの多様な複合体構造の変化を原子レベルで明らかにすることによって、脂溶性化合物とタンパク質の新しい
構造基盤を構築することができれば、その学術的意義は大きい。また、凝固ゲル中結晶化法はこれまで困難であ
った難水溶性化合物－タンパク質の複合体構造解析を容易にするだけでなく，新しい創薬法の開発へ向けて貢献
できる技術である。本方法を汎用化することができれば，これまで困難であった難水溶性化合物と標的タンパク
質との複合体構造を取得することが容易となり創薬への貢献が期待できるため社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 超高齢化社会を迎え、要介護者の増加が深刻な社会問題となっている。特に、多くの老人が
寝たきりになる主要原因として骨折が挙げられており、骨粗鬆症への対策が急務となっている。
最近、この骨折の多くが、骨粗鬆症の診断基準に達しない程度の骨量減少によって発生してい
ることが明らかとなり、早期からの治療介入が重要視されている。この予防には副作用の少な
い骨粗鬆症薬の開発が不可欠である。申請者は、骨粗鬆症薬の標的タンパク質としてステロイ
ド X 受容体（SXR）に着目した。 
 転写因子 SXR は、脂溶性ビタミン K2 と結合することで活性化される。活性化された SXR
は、さらにレチノイド X 受容体とヘテロ 2 量体を形成し骨形成に関与する遺伝子発現を誘導す
る（図 1）。プロモーターアッセイと CD スペクトル解析実験から、脂溶性ビタミン K2 と類似
構造を持つ各種脂溶性ビタミン K において、SXR に対する結合能および転写活性の強さに明
確な差があることが分かった。特に、脂溶性ビタミン K の SXR を介した転写活性の強さは、
脂溶性ビタミン K のイソプレン側鎖の長さと嵩高さが必要であり、側鎖部分が転写活性に果た
す役割が大きい。しかし、SXR に対する各種脂溶性ビタミン K の構造特異性の解明は進んで
いない。その主な理由は、脂溶性ビタミン K の難水溶性に起因する点が大きい。脂溶性ビタミ
ン K は疎水性が高く、高濃度の有機溶媒にしか溶けないため複合体結晶を作製することができ
ない。一般に、複合体結晶の作製には浸漬法が用いられる。浸漬法とは、化合物の溶けた溶液
中へ化合物の結合していないアポ型タンパク質結晶を浸すことによって、結晶中に化合物を拡
散させ、タンパク質分子と結合させる方法である。しかし、脂溶性化合物の溶けた高濃度含水
有機溶媒中へタンパク質結晶を浸漬させた場合、多くの結晶が浸透圧ショックによる損傷によ
って崩壊し構造解析が困難となってしまう。そのため、化合物との複合体結晶を作製できるの
は、水溶性かつ高親和性の
化合物のみに限られてい
た。このように、転写因子
SXR の脂溶性リガンドに
対する構造活性相関はあ
まり研究されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の課題を解決するため凝固ゲル中結晶化法を適用した（Sugiyama, et al., J. 
Am. Chem. Soc., 134, 5786-5789, 2012）。本方法の特徴は、有機溶媒に対するタンパク質結晶
の耐性が飛躍的に向上した点である。本方法を転写因子 SXR に適用するため新規ゲル中結晶
作製装置を開発（特許出願 2021-080061）し、従来法では実現できなかった各種脂溶性リガン
ドと SXR の複合体構造を明らかにすることで SXR の分子認識機構を構造生物学的に解明して
いく。 
 
３．研究の方法 
（1）SXR のサンプル調整とアポ型 SXR の構造解析 
 SXR 遺伝子を含む 2 種類の遺伝子フラグメントは、それぞれ pET21a ベクターにライゲーシ
ョンされた（図 2）。SXR は大腸菌株 BL21（DE3）内で発現させ、IPTG の添加により誘導し
た。培養後の菌体は超音波により破砕し遠心分離した。次に上清を Ni クロマトグラフィーカ
ラムを用いて溶出させたサンプルを粗精製品とした。次に、ゲルろ過クロマトグラフィーカラ
ムを通すことで結晶化のための精製標品とした。最終的な精製度は SDS-page により確認した。
SXR の結晶化実験は、従来法である蒸気拡散法と独自の凝固ゲル中結晶化法を用いておこなっ
た。SXR 結晶と
凝固ゲル中 SXR
結晶を用いた X
線回折実験は、
シンクロトロン
放射光 SPring-8
を用いて収集し
た。結晶構造解
析では、既に立
体構造が Protein 
Data Bank（PDB）
に登録されてい
る座標（PDB ID 
3HVL）を初期モ
デルとして解析
を行った。 
 
（2）SXR サンプルの再調整と凝固ゲル中結晶化法の高度化 
 アポ型 SXR サンプルを取得するために、SXR 発現大腸菌より得られた不溶性画分から封入

図 1  SXR を介した骨形成に関係する因子の転写調節作用 

図 2 SXR のコンストラクトとアミノ酸配列 



体 SXR を 6M グアニジン塩酸塩を用いてリフォールディングした。次に、Ni クロマトグラフ
ィーとゲルろ過クロマトグラフィーによって精製したサンプルをアポ型 SXR サンプルとした。 
 凝固ゲル中結晶化法は、一時的にタンパク質が高温（40℃～50℃）に晒される工程が含まれ
ており、不安定なタンパク質では不活性化または凝集するため本方法が適用できないといった
問題があった。この課題を克服するため、はじめに透析膜を備えた手作りの結晶化装置を準備
し、そこへゲルのみ凝固させ、後からタンパク質と結晶化剤を浸透させる新しい方法を検討し
た。本実験には 4 種類のモデルタンパク質（グルコース・イソメラーゼ、ストレプトアビジン、
エラスターゼ、リゾチーム）を用いた。X 線回折実験は SPring-8 を用いて行った。 
 
（3）改良凝固ゲル中結晶化法を用いた SXR 複合体構造解析 
 先述した改良凝固ゲル中結晶化法で育成したアポ型 SXR 結晶を用いて、ソーキング法（図 3）
により複合体結晶が観察可能かどうかを検討した。脂溶性リガンドとして SXR のアゴニストで
ある SR12813 粉末とビタミン K3 である Menadione（MD）粉末を脂溶性化合物の溶解によく使
用される 50% DMSO 溶液にそれ
ぞれ溶解させた。次に、 50% 
DMSO 溶液中へ凝固ゲル中アポ
型 SXR 結晶をソーキングするこ
とによって複合体結晶を作製し
た。さらに、SPring-8 にて X 線回
折データを取得した後に構造解
析を行った。複合体構造解析は先
で解析した立体構造を初期モデ
ルとして分子置換法を適用した。 
 
（4）脂溶性ビタミンに対する SXR の分子認識機構 
 先述した改良凝固ゲル中結晶化法で育成したアポ型 SXR 結晶を用いて、ソーキング法により
複合体結晶を取得した。各種脂溶性ビタミン（Phylloquinone、Menadione、Menaquinone-4、
Tocotrienol、Coenzyme Q；市販品を購入）を、脂溶性化合物の溶解によく使用される 3 種類の
含水有機溶媒（50～100% DMSO、2-プロパノール、エタノール）にそれぞれ溶解させた。次に、
各種脂溶性ビタミンが溶解した含水有機溶媒中へ凝固ゲル中アポ型 SXR 結晶をソーキングす
ることによって複合体結晶を作製した。 
 
４．研究成果 
（1）SXR のサンプル調整とアポ型 SXR の構造解析 
 精製された SXR サンプルを用いた結晶化実験によって溶液中と凝固ゲル中からそれぞれ結
晶が観察された（図 4）。得られた結晶を用いて X 線回折収集と構造解析を行ったところ、SXR
のアポ型結晶構造を 2.6Å分解能、凝固ゲル中アポ型 SXR 結晶では 2.3Å分解能でそれぞれ構造
解析した（図 5）。結晶学的データは表 1 に示されている。その結果、SXR は非対象単位中にホ
モダイマーとして存在していた。SXR の立体構造は、10 個の αヘリックスによって 3 層構造と
なった典型的な α-ヘリカルサンドイッチ構造と 5 本の逆平行 βシートによって構築されていた。
一方、従来法で育成した結晶と凝固ゲル中結晶化法で育成した結晶の立体構造を比較した結果、

図 3  改良凝固ゲル中結晶を用いたソーキング法 

図 5 アポ型 SAT のホモダイマー構造 

図 4  アポ型 SXR 結晶 
（左）従来結晶と（右）ゲル中結晶 

表 1 アポ型 SXR の結晶学的データ 



主鎖の平均二乗偏差（Root Mean Square Deviation）は 0.25Å以下となり、ほぼ同じ立体構造で
あることが分かった。また、分子表面に存在するアミノ酸にも大きな構造変化は観察されなか
った。これらの結果は、凝固ゲル中 SXR 結晶を用いたソーキング法による複合体結晶の作製は
十分に可能であること示している。しかし、下記の 2 点について課題が発生した。①凝固ゲル
中 SXR 結晶は従来結晶と比べて低分解能結晶（5Å 分解能以下）である場合が多かった。これ
は SXR が熱に弱いタンパク質であることが主な原因であると考えられた。実際に、他の多くの
転写因子と同様に、SXR は熱安定性の低いタンパク質であることが報告されている。対策とし
て、サンプルを高温に晒す行程を含んでいる現在の凝固ゲル中結晶化法の改良が必要であると
思われた。また、②アポ型結晶の構造解析は再現性の確認も含めて n 数 5 個以上で実施した。
それらの内の半数以上で、SXR の活性部位に何らかの電子密度が観察された。結果として、多
くが十分なアポサンプルになっていないと考えられた。対策として、SXR サンプルをリフォー
ルディングすることによってアポサンプルの取得を試みた。 
 
（2）SXR サンプルの再調整と凝固ゲル中結晶化法の改良 
 再精製されたリフォールディング SXR サン
プルを用いて従来法の溶液中結晶を取得した。
得られた結晶を用いてX線回折収集と構造解析
を行ったところ、SXR が再現性よくアポ型結晶
を取得できることを確認した。 
 図 6 は、改良された凝固ゲル中結晶化法の一
連のプロセスを概略的に示している。透析膜を
用いた本方法は、タンパク質溶液（沈殿液）が
凝固ゲルの上（下）からゲル層に拡散する。そ
の結果、タンパク質と沈殿剤の溶液がゲル層で
混合される。具体的な方法は、まずカットした
ピペットチップ（カットチップ）の一端に接着
剤（ニチバン株式会社）を塗布し透析膜を貼り
付ける（分子量 cutoff、MWCO：6〜8kD）。接
着剤は 24 時間で完全に硬化する。次に、368K
でゾル溶液にした 1.5％（w / v）アガロースゾル
溶液（10 μL）を透析膜の付いたカットチップにロードした。ゾル溶液を 293K に 30 分間放置
してゲル化した。次に、各タンパク質溶液（10μL）を凝固ゲル上に添加した後、277K で 30 分
間静置することでゲル層にタンパク質溶液を拡散させた。カットチップは結晶化プレート
（Hampton Research 社）の結晶化液滴上に置き、次に調製されたリザーバー溶液（35μL）を分
注した。最後に、結晶化プレートをシーリングテープ（日東電工株式会社）で密封し、277 K
（エラスターゼ）および 293 K（グルコース・
イソメラーゼ、ストレプトアビジン、リゾチー
ム）の温度でインキュベートさせた。その結果、
改良凝固ゲル中結晶化法により全ての結晶は 1
週間以内にゲル中で成長した（図 7）。 改良凝
固ゲル中結晶化法で得られた結晶の品質を確認
するために、X 線回折実験を行った。その結果、
回折点は明確な鋭いスポットを示し完全なデー
タセットを収集することができた。このように、
改良された本方法はタンパク質溶液に対して常
に低温で操作できるため、不安定な SXR にも適
用可能な方法であることが証明された。 
 
（3）改良凝固ゲル中結晶化法を用いた SXR 複合体解析 
 改良凝固ゲル中結晶化法とリフォールディングSXRサ
ンプルを用いて得られた凝固ゲル中アポ型 SXR 結晶を
50%DMSO 溶液に溶解させた 25 mM SR12813 溶液と 23 
mM MD 溶液へそれぞれ 1 時間ソーキングさせた。得ら
れた結晶を用いて X 線回折収集と構造解析を行ったとこ
ろ SXR-SR12813 では 1.90Å分解能、SXR-MD では 2.05Å
分解能でそれぞれ結晶構造を決定した。結晶学的データ
は表 2 に示されている。その結果、SR12813 リガンドは
SXR リガンド結合部位に結合しており、11 個のアミノ酸
側鎖と疎水性相互作用していることが観察された（図 8）。
また、Ser247 と His407 は 2 つの水素結合を形成し、
SR12813 の酸素原子とTrp299 の芳香族インドール環との
間にはπスタッキング相互作用が存在していた。これら
の結果は、PDB に登録されている SXR- SR12813 複合体

図 7  改良凝固ゲル中結晶 

図 6  改良凝固ゲル中結晶化法 

表 2  SXR 複合体結晶の統計値 



構造と同じ結合様
式であった。この
結果は、改良凝固
ゲル中結晶化法を
用いて得られた凝
固ゲル中アポ型
SXR 結晶が 50% 
DMSO 溶液中でも
崩壊すること無く、
またソーキング法
によって脂溶性リ
ガンドが従来法と
同様に複合体構造
を形成させること
ができることを示
している。対照的
に、MD リガンドは SXR リガンド結合部位に MD リガンドと思われる電子密度を観察すること
ができなかった。そのため、50%DMSO 溶液に溶解させた 23 mM MD 溶液（SXR に対するモル
比 200 倍）へ 3 時間ソーキングさせた。その結晶を用いて X 線回折収集と構造解析を行った。
回折データは前回と比較して 2.8Å 分解能であったが、前回と同様に MD リガンドの電子密度
は SXR リガンド結合部位に観察することができなかった（図 9）。対照実験として、共結晶化
法および従来法で育成させた結晶を用いたソーキング法による複合体結晶での構造解析を行っ
た。しかし、いずれの場合においても結合部位に電子密度を観察することができなかった。こ
の原因の 1 つとして、脂溶
性ビタミンは鎖長や不飽
和度に依存して溶解性が
大きく変わるため、評価系
として用いた CD スペク
トル解析では、脂溶性ビタ
ミン-SXR 間の結合親和性
が過大評価されていた可
能性がある。実際に、疎水
性の高い脂肪酸では、非特
異吸着によりタンパク質
への結合親和性が過大評
価される場合が報告され
ている。 
 
（4）脂溶性ビタミンに対する SXR の分子認識機構 
 各種脂溶性ビタミン（Phylloquinone[PK]、Tocotrienol [VE]、Coenzyme Q4 [CoQ4]）を 3 種類
の含水有機溶媒（50～100% DMSO、2-プロパノール、エタノール）にそれぞれ溶解させた。各
種脂溶性ビタミンが溶解した含水有機溶媒中へ凝固ゲル中アポ型 SXR 結晶をソーキングする
ことによって複合体結晶を作製した。得られた結晶を用いて X 線回折データを収集し（表 3）、
現在、構造解析および立体構造の精密化が進行中である。 

 

図 8  SXR-SR12813 複合体構造の活性部位 

図 9  SXR-MD 複合体構造の活性部位 

表 3  SXR 結晶の統計値 
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