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研究成果の概要（和文）：タンパク質の高分解能構造の決定は、生命現象の理解から医薬応用まで様々な分野で
渇望されており、従来主流となっていたX線結晶構造解析に加え、様々な構造解析手法が開発されてきた。しか
しながら、共通する大きな課題としてタンパク質の単離・精製が依然として解決されていない。本研究では、直
径数nmの細孔を内部に有するタンパク質結晶（多孔性タンパク質結晶）に着目し、標的タンパク質を融合した標
的タンパク質融合多孔性タンパク質結晶を細胞内で合成した。鋳型タンパク質の特定の部位に標的タンパク質を
融合することによって、大型放射施設の微結晶ビームラインによる構造解析を行ない、構造決定に至った。

研究成果の概要（英文）：The determination of high-resolution protein structures has attracted 
attention in various fields, from life science to pharmaceutical applications. However, the 
purification of proteins remains a major common problem that has not yet been solved. In this study,
 we attempted to realize high-resolution structure determination of target proteins by intracellular
 crystallization of porous protein crystals fused with target proteins with pores of several nm in 
diameter. Target protein-fused porous protein crystals were synthesized in living cells. By fusing 
the target protein to a specific site of the template crystalline protein, the structure was 
determined by using the microcrystal beamline of a large synchrotron facility.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： タンパク質結晶　タンパク質集合体　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
近年の結晶構造解析装置の急速な進歩に伴い、国内外でも数μmサイズの細胞内で結晶化するタンパク質の構造
解析も報告されつつある。しかしながら、エンジニアリングしたタンパク質の結晶を細胞内合成し構造決定に成
功した例は、数例のみである。本研究は、細胞内タンパク質結晶化、標的タンパク質融合多孔性タンパク結晶化
と超微小結晶構造解析を一貫して行うことによりはじめて達成できる。得られる成果は生命現象の理解から医薬
応用まで様々な分野で渇望されている高分解能タンパク質構造の迅速決定を可能とし、その高い社会的インパク
トとニーズにより、新しい生体分子化学の領域を切り開くと考えられる。

※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 

タンパク質の高分解能構造の決定は、生命現象の理解から医薬応用まで様々な分野で渇

望されており、従来主流となっていた X 線結晶構造解析に加え、Cryo-TEM や X 線自由

電子レーザー、in cell NMR 等の構造解析手法が開発されてきた。しかしながら、共通す

る大きな課題としてタンパク質の単離・精製が依然として解決されていない。 

２．研究の目的 

本研究では、単独では構造決定が困難な標的タンパク質を遺伝子的に融合した多孔性タ

ンパク質複合結晶を細胞内結

晶化により合成し、標的タン

パク質の高分解能構造決定の

実現に挑む（図 1）。直径数 nm
の細孔を内部に有するタンパ
ク質結晶（多孔性タンパク質

結晶）に着⽬し、標的タンパク
質を融合した標的タンパク質

融合多孔性タンパク質結晶を

細胞内で合成する。将来的に
は、⼤型放射施設の微結晶ビ
ームラインによる自動結晶構
造解析につなげる。そこで、期
間内に、 

(1) 多孔性タンパク質結晶の

細胞内結晶化と最適化 

(2) 標的タンパク質を融合し

た多孔性タンパク質結晶の細

胞内合成と構造決定 

(3) 迅速構造解析に向けた大

腸菌を用いる標的タンパク質融合多孔性タンパク質結晶合成 

を達成する。細胞内結晶化の利用によって、極微量でのタンパク質結晶化・構造決定と

その迅速化を可能とする挑戦的な課題であり、タンパク質の「前処理、合成、精製」を

一切必要としない新たなタンパク質構造解析技術の確立につながる。 

３．研究の方法 

(1) 多孔性タンパク質結晶の細胞内結晶化と最適化 

本研究計画では、鋳型となるタンパク質結晶の選定が重要な鍵を握る。そこで、多角体

結晶に着目した。細胞質多角体病ウイルスは昆虫細胞への感染時に多角体と呼ばれる結

晶性のタンパク質を産生する。この多角体結晶は、ウイルス粒子を保護する保護剤とし

て、ウイルス形成と同時に細胞内で産生される。様々な種類の多角体結晶が報告されて

 
図 1. 細胞内タンパク質結晶合成 



 

 

おり、様々な環境に対し非常に安定であることが知ら

れている(図 2)。そこで、構造安定化とウイルス取り込

みに重要と思われる領域を推定して、分子設計をおこ

なった。 

多角体分子表面のアミノ酸残基の欠損・置換を試み、

標的タンパク質の導入部位を設計した。具体的には、多

角体のこれまでの研究から見出してきた、結晶内で安

定な細孔構造を形成する領域や、タンパク質の N 末端、

C 末端を欠損させることにより、細孔内表面に遺伝子

工学的な融合による固定化部位を設けた (図 3)。 

(2) 標的タンパク質を融合した多孔性タンパク質複合結晶の合成 

構造既知のタンパク質の融合により本

手法の妥当性を評価する（図 4）。ペプチ

ド：アルツハイマー病の原因とされ、42
残基から構成されるアミロイド(Ab42)を
標的とし、これまで困難とされている単

量体やオリゴマー構造の形成を試みた。 
さらに、融合タンパク質標的としていく

つかの天然変性タンパク質の変性領域を

融合した多角体を設計し、その結晶化を

試みた。 

(3) 標的タンパク質融合多孔性タンパク

質結晶の構造解析 

⼤型放射光施設 SPring8 の⾃動測定によ
り結晶の回折データを得た。半⾃動の解
析システムを⽤いたデータ処理を⾏なっ
た。 

４．研究成果 

アミロイドのフラグメントを融合した

多角体では多角体結晶の特徴である立方

体の結晶とは異なり、角が丸まった顆粒

状の不溶物が得られた。一方、IDP を融合

した多角体では、野生型と同様な立方体

状の結晶が得られた（図 4）。結晶構造解

析からも、2.15Åの高分解能の構造をえ

ることに成功した。しかしながら、目的

とするフラグメントの電子密度は観測さ

れなかった、標的フラグメントに隣接す

る分子間の相互作用を設計する必要が示された(図 5)。 

 
図 2. 細胞内で合成された

多角体結晶体 

 
図 3. 多角体の標的タンパク質融合設計 

 

図 4. 融合タンパク質の結晶 

 

図 5. 融合結晶の構造 
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