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研究成果の概要（和文）：多段階で複数の種類のクライオプロテクタント溶液にソーキングする「多段階ソーキング法
」の手法を確立し、CagA結晶の質を10オングストローム分解能から3.1オングストローム分解能に改善した。CagA結晶
の場合には、二段階で二種類のクライオプロテクタント溶液（トレハロースとPEG1000)にソーキングした場合に最も分
解能が改善された。さらに、この手法を他のいくつかのタンパク質結晶にも適用し、当初3.5オングストローム分解能
の回折しか生じなかった結晶の質を最終的には2.1オングストローム分解能まで改善することができた。

研究成果の概要（英文）：The multi-step soaking method is a novel approach to the post-crystallization trea
tment used to improve quality of protein crystals. This new method improved the crystal quality of CagA, a
 type IV secretion effector derived from Helicobacter pylori, from 10 angstrom to 3.1 angstrom resolution.
 In addition, this method were applied to the other protein, and improved its crystal quality from 3.5 ang
strom resolution to 2.1 angstrom resolution. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 X線結晶構造解析でタンパク質の結晶構造
を決定するためには、きれいな回折を高分解
能まで生じる質の良い結晶が必要である。し
かしながら、実際には低分解能で乱れた回折
しか生じない結晶しか得られずに、X線結晶
構造解析による構造決定をあきらめてしま
うことも少なくなかった。そのため、結晶の
質を改善するために有効な方法が必要とさ
れていた。 
 
２．研究の目的 
	
 結晶の質が悪く、結晶構造解析が困難な場
合であっても、結晶の質を改善するための良
い手法があれば結晶構造を決定できる。本研
究の目的は、凍結条件の検討をはじめとする
結晶工学的処理の手法を誰でも簡単に試す
ことができる合理的基準に基づく手法へと
進化させ、多くのタンパク質結晶に適用する
ことである。 
 
３．研究の方法 
1)	
 クライオプロテクタントを用いた結晶工
学的処理により、タンパク質結晶の質を改善
した。クライオプロテクタントのスクリーニ
ングは、Hampton	
 Research 社の CryoPro を用
いて行った。クライオプロテクタント溶液は、
標準母液にグリセロール等のクライオプロ
テクタント試薬を 15–30%程度になるように
加え、pH が結晶化溶液や標準母液とほぼ同じ
になるように調製した。約 20 種類のクライ
オプロテクタント溶液を作成し、各々のクラ
イオプロテクタント溶液にソーキングした
結晶を 2–3 個用意し、X 線を当てて回折イメ
ージを確認することで結晶の質を判断した。
この段階で有効なクライオプロテクタント
を選び出し、有効なクライオプロテクタント
に多段階でソーキングすることでさらに結
晶の質の大幅な改善を試みた。	
 
	
 
2)	
 CagA 結晶の質を改善していく過程で蓄積
された膨大な回折データを用いて「結晶工学
的処理の条件」と「X線回折強度データの質」
との関係を詳細に分析し、多段階で複数のク
ライオプロテクタント溶液にソーキングし
結晶を凍結する手法が有効であるか、検証し
た。	
 
	
 
3)	
 クライオプロテクタント溶液を用いた結
晶工学的処理を CagA 以外のいくつかの種類
のタンパク質結晶に適用し、結晶の質を改善
することを試みた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
1)	
 クライオプロテクタントを用いた CagA 結
晶の質の改善	
 
	
 CagA 結晶の質は非常に悪く、最も一般的な
クライオプロテクタントであるグリセロー
ルを用いて結晶を凍結した場合には、10	
 Å 分
解能の回折しか生じなかった（図 1）。はじめ

に、約 20 種類のクライオプロテクタント溶
液の中から有効なクライオプロテクタント
を選び出すためのスクリーニングを行った
結果、トレハロースとエリスリトールが有効
であることが明らかとなった。単独でトレハ
ロースやエリスリトールを用いた場合には
3.5	
 Å 分解能程度の回折データが収集できた
が、結晶構造解析を成功させるためには、結
晶の質をさらに改善する必要があった。そこ
で、複数のクライオプロテクタント溶液に多
段階でソーキングする「多段階ソーキング
法」を確立し、結晶の質を大きく改善するこ
とを試みた。その結果、二段階で二種類の異
なる種類のクライオプロテクタント溶液（ト
レハロース＋PEG1000）にソーキングした場
合に分解能が最も改善され、3.1	
 Å 分解能の
データを収集することができた（図 1）。	
 
	
 

	
 
図 1	
 CagA 結晶からの回折パターン	
 
	
 
CagA の結晶構造を決定するまでに収集した
回折データセットの数は 160 データセット以
上にもなるが、その中でソーキング条件を少
しずつ変化させることで結晶の質を改善し
ていった。データ番号と分解能との関係をプ
ロットすると、ソーキング条件を検討するこ
とで、結晶の質が少しずつ改善されていった
ことがわかる（図 2）。	
 

	
 
図 2	
 データ番号と分解能の関係	
 

	
 
	
 二種類のクライオプロテクタント（トレハ
ロースと PEG1000）を組み合わせて用いるこ
とで分解能は大きく改善されたが、CagA の N
末端側ドメイン（ドメイン I:1-261 番）の電
子密度が不明瞭で完全なモデルを組み立て
ることは困難であった。	
 
	
 そこで、この方法をさらに発展させ、三段



階で三種類の異なる種類のクライオプロテ
クタント溶液（トレハロース＋PEG4000＋
PEG400）にソーキングすることを試みた結果、
N 末端側ドメイン（1-261 番）の電子密度が
明瞭になり、最終的には 1-876 番のモデルを
組み立てることに成功した（図 3）。CagA の X
線結晶構造解析については、学術論文誌で成
果発表を行った（雑誌論文 2）	
 
	
 

	
 

図 3	
 CagA の結晶構造	
 
	
 
2)	
 データの統計的な解析	
 
	
 CagAの結晶構造解析に成功するまでにX線
を当てた結晶の数は 1045 個となった。それ
らのデータは、様々なソーキング条件で凍結
した結晶から得られたものである。	
 
	
 まず、この膨大なデータをソーキング条件
別に分けて統計的に処理するために Excel の
データシートを策定した。このデータシート
には、結晶の ID、X 線を当てることで生じた
最大分解能、ソーキング条件、結晶の大きさ
等の情報が含まれる。次に、このデータシー
トを用いて多段階で複数のクライオプロテ
クタント溶液にソーキングする手法が有効
であるかどうかを統計的に解析した。	
 
	
 その結果、単独のクライオプロテクタント
を用いる方法では、3.5	
 Å 以上の回折を生じ
る結晶の割合が 10%程度と非常に低いのに対
して、二段階で二種類の異なる種類のクライ
オプロテクタント（トレハロース＋PEG1000）
にソーキングした場合には、3.5 オングスト
ローム分解能以上の回折を生じる結晶の割
合が 70%以上となることが示された。	
 
	
 
3)	
 他のタンパク質結晶への適用	
 
	
 上記の結果から、クライオプロテクタント
を用いた結晶工学的処理が結晶の質を改善
するために有効であることが示された。その
ため、この手法を他のタンパク質結晶へ適用

し結晶の質を改善することを試みた。	
 
	
 
①	
 フェレドキシン還元酵素 BphA4	
 
	
 グリセロールにソーキングして BphA4 結晶
を凍結した場合には 1.35	
 Å 分解能のデータ
が収集できていたが、BphA4 のより詳細な電
子伝達機構を知るためには、より高い分解能
のデータを得ることが必要とされていた。そ
こで、クライオプロテクタントのスクリーニ
ングを行い有効なクライオプロテクタント
を選び出し、二種類のクライオプロテクタン
ト溶液を組み合わせて用いることを試みた。
その結果、スクロースと PEG200 を組み合わ
せて用いた場合に、1.15	
 Å 分解能の回折デー
タが収集できるようになった。	
 
	
 
②	
 リン酸化酵素	
 
	
 一般的なクライオプロテクタントである
グリセロールにソーキングした場合には、
3.5	
 Å 分解能の回折しか得ることができなか
った。しかし、クライオプロテクタントのス
クリーニングを行い、有効なクライオプロテ
クタント（ポリビニルピロリドンとエチレン
グリコール）を組み合わせて用いることで、
2.5	
 Å 分解能以上のデータを再現性良く得ら
れるようになった。また、最高で 2.15	
 Å 分
解能のデータを収集することができた。	
 
	
 
③	
 SMP30	
 
	
 クライオプロテクタントのスクリーニン
グを行った結果、グルコースやキシリトール
が結晶の質を改善するために有効であるこ
とが明らかとなった。これらのクライオプロ
テクタントにソーキングし凍結することに
より安定して 2.0	
 Å 分解能以上の X 線回折強
度データを得ることができるようになり、X
線結晶構造解析に成功した。この成果につい
ては、学術論文誌で成果発表を行った（雑誌
論文 1）	
 
	
 
④	
 その他のタンパク質	
 
	
 現在、構造決定に向けて X線回折強度デー
タの収集を行っている他のタンパク質結晶
についても、クライオプロテクタントのスク
リーニングを行い結晶の質を改善すること
を進めている。スクリーニング及びデータ収
集の効率化のために、様々なクライオプロテ
クタント溶液にソーキングした結晶をロボ
ットマウント用のカセットに詰めて X線回折
データを収集している。	
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