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研究成果の概要（和文）：タンパク質とリガンド複合体の立体構造情報は、創薬において不可欠である。タンパ
ク質の立体構造は、おもにX線結晶構造解析で決定されている。特に、タンパク質・リガンド複合体の構造解析
においては、リガンドの結合サイトまで決定できる点は、ほかの測定法にはない優れた特徴である。一方で、従
来のX線結晶構造解析の測定効率はそれほど高くなく、また、タンパク質・リガンドの複合体構造解析には、煩
雑な前処理が必要なため、測定スループットの改善が望まれていた。そこで本研究では、タンパク質・リガンド
複合体の構造解析を高速化するためのマイクロデバイス、および、新規測定法の開発に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：Three-dimensional (3D) protein-ligand  structure analysis provides essential
 information for drug discovery. Generally, 3D protein structure is determined by X-ray 
crystallography.  In particular, X-ray crystallography allows to determine the binding site of 
ligands. However, the conventional X-ray protein crystallography requires complicate pre-treatment 
for protein-ligand complex measurement. Therefore, improvement of the measurement throughput is one 
of the major challenges on the X-ray protein crystallography. In this research, we developed 
microfluidic devices for protein-ligand structure analysis. 

研究分野： マイクロ化学・分析化学

キーワード： マイクロ流体デバイス　タンパク質　X線結晶構造解析　立体構造　創薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したマイクロデバイス、および、X線結晶構造解析法は、従来の測定法と比較して、簡便な測定操
作でタンパク質・リガンド複合体の立体構造解析法を提供することができる。これによって、タンパク質・リガ
ンド複合体の立体構造情報の取得効率を改善でき、創薬研究開発の加速に大きく貢献することができる。また、
本法で決定可能な生理条件に近い室温でのタンパク質の立体構造情報は、生体内でのタンパク質の構造と機能の
関係を解明するために、不可欠になると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の立体構造情報は、創薬や生命現象の解明に重要な知見をもたらしてきた。特に創
薬においては、タンパク質の立体構造情報をもとにした Structure Based Drug Design（SBDD）、in 
silico 創薬が一般化している。創薬においては、タンパク質単体ではなく、タンパク質とリガン
ドの複合体構造が重要である。X線結晶構造解析では、一般的な結合試験では判断できないリガ
ンドの結合サイトの情報を入手できる。一方で、X 線結晶構造解析は測定のスループットが低
く、SBDD 創薬のボトルネックになっている。現在の X 線結晶構造解析の測定スループットが
低い原因の 1つは、タンパク質とリガンド複合体の構造解析においては、複合体結晶の調製（結
晶をリガンド溶液に浸漬）と X 線回折データ収集が 1 個の結晶ごとに、手作業で行われている
ことにある。 
また、従来の X線結晶構造解析は、放射線損傷によるダメージを低減させるために、100 Kの
低温下で測定されている。最近になって、100 Kの低温下でのタンパク質の立体構造と生理条件
に近い室温条件下での立体構造の違いが指摘されはじめた。100 Kの低温下では、室温条件とは
アミノ酸側鎖の構造が異なる例が報告されている。さらに、タンパク質・リガンド複合体におい
ては、リガンドの結合サイトが室温条件と 100 Kの低温条件で異なる可能性も指摘されており、
室温条件下におけるタンパク質の立体構造解析の重要性が高まっている。一方で、室温での X線
結晶構造解析によってタンパク質の立体構造を決定するためには、1個の結晶から放射線損傷し
ない範囲で回折データを取得し、複数個の結晶から得られた回折データ同士を統合する必要が
ある。したがって、低温条件よりも測定回数が増えるため、さらに測定のスループットが低下す
る要因となっている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、創薬研究で不可欠なタンパク質・リガンド複合体の立体構造解析を高速化するた
めのマイクロデバイスの開発を目的とする。室温条件において、タンパク質・リガンド複合体の
構造を効率良く決定するためには、タンパク質とリガンド複合体の調製および X 線回折実験の
高速化が不可欠である。目的を実現するために、（1）固定ターゲット型マイクロデバイスの開発
と最適化、（2）データ解析法の確立とタンパク質-リガンド複合体の構造解析への応用に取り組
んだ。これにより、SBDD創薬・in silico 創薬の加速を目指し、我が国の創薬力強化に貢献する
ための分析手法の開発を最終目標とした。 

 
 
３．研究の方法 
（1）固定ターゲット型マイクロデバイスの開発と最適化 
タンパク質・リガンド複合体および X 線結晶構造解析を効率化するために、タンパク質の結
晶をマイクロ流路の決められた位置に固定することを着想した。マイクロ流路の特定の位置に
結晶を固定することで、マイクロ流路にリガンド溶液を導入するだけで、一度に複数のタンパク
質・リガンド複合体の調製が可能となる。そこで、タンパク質結晶を捕捉するために、集積化し
たマイクロウェルとマイクロ流路を組み合わせたデバイスを設計した（図 1）。結晶の捕捉や X
線回折実験に適したマイクロウェルやマイクロ流路構造の解明に取り組んだ。 
 
 
（2）データ解析法の確立とタンパク質-リガンド複合体の構造解析への応用 
室温条件での X線結晶構造解析では、複数の結晶から X線回折データを取得し、取得した回
折データを処理・統合したあとに、立体構造解析が決定される。通常の X線結晶構造解析では、
1個の結晶を回転させながら測定し、180〜360度分の X線回折データを取得している。一方で、
複数の結晶を用いて立体構造解析を決定するためには、それぞれの結晶から得られる回折デー
タは、180度〜360度分の回折データを含む必要がある。そこで、（1）で開発したマイクロデバ
イスを用いて、X線に対する結晶の配向面について調査した。また、本デバイスを用いた測定の
場合、立体構造を決定するために何個の結晶が必要となるかを明らかにした。さらに、リゾチー
ム、ソーマチン、トリプシンをモデルタンパク質として用いて、本デバイスによるタンパク質・
リガンド複合体の立体構造解析への応用を試みた。 
 
 

４．研究成果 
（1）固定ターゲット型マイクロデバイスの開発と最適化 
図 1に本研究で開発したマイクロデバイスを示す。本デバイスは、結晶を捕捉するためのマイ
クロウェルと溶液を導入するためのマイクロ流路から構成されている。タンパク質結晶の作製
には、マイクロバッチ法およびハンギングドロップ蒸気拡散法を用いた。調製した結晶懸濁液を



マイクロ流路に導入し、マイクロウェルに効率良く結晶を捕捉するためのウェル構造を検討し
た。タンパク質の結晶は、細胞などと比較して粒度分布が広い。しかし、理想的な X 線回折デ
ータを取得するためには、1個のウェルに 1個の結晶が捕捉される必要がある。一方で、1個の
ウェルに複数の結晶が捕捉された場合は、複数の結晶由来の回折データが取得され、解析・デー
タ処理が困難になる場合がある。そこで、異なる直径を有するマイクロウェルを集積化したマイ
クロデバイスを作製し、ウェルの直径が結晶の捕捉効率に与える影響を調査した。その結果、今
回用いたモデルタンパク質においては、直径 100〜150 µm のウェルが最も測定可能なウェル数
が多いことが分かった。また、一度ウェルに捕捉された結晶は、洗浄操作やリガンド溶液をマイ
クロ流路に導入しても、ウェルから漏れ出ないことが確認された。これらの結果から、マイクロ
デバイスへの結晶の固定およびタンパク質・リガンド複合体の同時調製を達成することができ
た。 
 

 
（2）データ解析法の確立とタンパク質-リガンド複合体の構造解析への応用 
開発したマイクロデバイスを用いて、連続的な X 線回折データの取得およびデータ解析法の
確立に取り組んだ。本デバイスはマイクロウェルに結晶を固定させているため、ビームラインの
制御ソフトで X線の照射位置を変えながら測定することによって、連続的な X線回折データの
取得が可能であった。また、手動による結晶の交換作業が不要であるため、本デバイスを用いる
ことによって、測定スループットの改善に成功した。一方で、本測定法では、1個の結晶から 20
度分の X線回折データを取得し、測定する結晶を変えて（X線照射位置を変えて）さらに 20度
分の X 線回折データを取得する。そのため、何個の結晶を測定すれば、従来の 1 個の結晶から
360度分の回折データを取得する方法と同程度の分解能・完全性でタンパク質の立体構造を決定
できるかを明らかにする必要があった。また、複数の結晶から X線回折データを取得する場合、
照射される X 線に対して、理想的には結晶はランダムな配向面でデバイスに固定されている必
要がある。測定原理を考えると、固定された結晶の配向面に偏りがある場合は、完全な立体構造
を決定するために必要な結晶数が増加する。そこで、X線回折実験から、本デバイスを用いた測
定において、何個の結晶がタンパク質の立体構造を決定するために必要となるかを検証した。リ
ゾチームおよびソーマチンを用いて評価した結果、10個以上の結晶を測定すれば、2 Å 以上の高
分解能で立体構造を決定することができた。また、X 線に対する結晶の配向面はランダムであ
り、本測定において X 線の照射角度やデータ処理は、従来の測定法と同様の条件・方法で問題
ないことが確認された。さらに、リゾチーム、ソーマチンのそれぞれのタンパク質において、測
定する結晶数が増えるほど、分解能およびX線回折データの完全性が向上することが分かった。
これらの結果から、本測定法は、従来の測定法と同程度の分解能および精度でタンパク質の立体
構造を決定できることが明らかとなった。 
次に、本デバイスのタンパク質・リガンド複合体の立体構造解析への応用を試みた。図 2に本
デバイスを用いた、タンパク質・リガンド複合体の調製法を示す。マイクロデバイスに結晶懸濁
液を導入する直前に、脱気処理を行った。PDMSは、ガス透過性が高く、空気を溜め込む性質が
ある。そのため、脱気処理を行うことで、結晶懸濁液のマイクロ流路への導入が容易となる。脱
気処理後、マイクロ流路に沈殿剤溶液を導入した。その後、流路入口に結晶懸濁液を滴下し、流
路出口からマイクロピペットを用いて、流路内の溶液を少しずつ吸引した。吸引した溶液は、再
度、流路入口に戻し、この操作を複数回繰り返した。出口から流路内の溶液を吸引することによ
って、結晶が流路内に流入し、自然沈降によってマイクロウェルに捕捉される。結晶を捕捉後、
沈殿剤を導入して、ウェル外に存在する不要な結晶を洗浄し、リガンド溶液を導入した。従来法
では、1個ずつ結晶をリガンド溶液に浸漬することで、タンパク質・リガンド複合体を調製する。
そのため、タンパク質・リガンド複合体の立体構造を室温条件で測定する場合は、この調製操作

 
図 1 開発したマイクロデバイスと測定法の概略 



と測定を複数回行う必要があった。一方で、本法では、結晶の捕捉およびリガンド溶液の導入の
操作のみで、複数の結晶に対してタンパク質・リガンド複合体の調製が可能である。モデルタン
パク質として用いた、リゾチーム、ソーマチン、トリプシンのリガンド複合体構造の解析を試み
た。その結果、全てのタンパク質において、リガンドとの複合体構造を室温条件下で決定するこ
とができた。得られた立体構造は、従来の測定法と同程度の分解能および精度であり、本測定法
のタンパク質・リガンド複合体構造解析への応用が可能であることが実証された。トリプシンの
場合は、8 種類のリガンド複合体の構造を決定でき、その中で 6 種類のリガンドについては、こ
れまでに報告されていない新規構造であることを確認した。 
これらの結果から、本研究で開発したマイクロデバイスおよび室温条件下での X 線結晶構造
解析法は、タンパク質・リガンド複合体の立体構造を迅速・簡便に決定できる新たな手法になる
と考えられる。今後、マイクロデバイスへのウェルの集積密度や結晶の捕捉効率をさらに向上で
きれば、X 先自由電子レーザーによるタンパク質の立体構造解析への応用も可能である。これに
よって、微小な結晶しか得られないタンパク質やタンパク質の動的な構造変化の過程を解明で
きる可能性があり、構造生物学分野へパラダイムシフトを起こすことで、我が国の創薬研究の加
速に貢献できると考えられる。 
 

 
図 2 マイクロデバイスを用いたタンパク質・リガンド複合体調製 
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