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研究成果の概要（和文）：本研究では、嫌気条件下での結晶化の有効性を証明し、嫌気条件下でのタンパク質結晶化技
術を多くのタンパク質の結晶化に適用した。それにより、通常の好気条件下での結晶化スクリーニングでは結晶が得ら
れなかったタンパク質の結晶化を成功させることが可能になった。結晶化条件が未知のタンパク質のサンプルについて
嫌気条件下での結晶化を試みた結果、好気条件下では結晶が得られなかったが、嫌気条件下では結晶を再現性良く得る
ことに成功し、2.0A分解能の回折データを得るに至った。嫌気条件下での結晶化は、様々なタンパク質の結晶化に適用
できると考えられる。

研究成果の概要（英文）：It’s essential to obtain crystals with high reproducibility for an X-ray protein 
crystallography. Anaerobic crystallization is useful to improve reproducibility of crystallization, 
because oxidation of protein solutions hampered the crystal formation. We’ve established typical 
procedures for the anaerobic crystallization and the anaerobic crystallization was tested for several 
proteins. Crystals were obtained with higher reproducibility under anaerobic condition than under aerobic 
condition. We believe that anaerobic crystallization is effective to crystallize a various kinds of 
proteins.

研究分野： Protein crystallography
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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、回折実験に用いるタン
パク質結晶を得ることが必須である。しかし
ながら、結晶化スクリーニングを行っても結
晶が得られない、結晶が得られる条件が見つ
かっても再現性が非常に悪く確実に結晶を
得ることができないケースが多いことが問
題になっており、結晶化スクリーニングの成
功率や結晶化の再現性を高める方法の開発
が待ち望まれていた。タンパク質が結晶化し
ない問題は、結晶化スクリーニングキットの
種類や数を増やすだけでは解決できないこ
とも多く、タンパク質側に問題があることも
少なくない。タンパク質側の問題を解決し、
結晶化を成功させるために、生物種の変更、
変異体の利用、天然変性領域の除去などが試
みられており、多くの成功例が報告されてい
た。また、我々は、結晶化ドロップレットの
経時変化の観察結果から時間の経過ととも
に増えていく酸化膜に注目し、タンパク質の
酸化やその結果生じるタンパク質の変性も
結晶化を妨げる要因となり得ると考えてい
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、はじめに嫌気条件下での
結晶化の有効性を証明し、その後、嫌気条件
下でのタンパク質結晶化技術を誰でも簡単
に試すことができる手法へと進化させ、多く
のタンパク質の結晶化へ適用できるように
することである。それにより、酸化されやす
く通常の好気条件下での結晶化スクリーニ
ングでは結晶化条件を見つけることができ
なかったタンパク質や、結晶化の再現性が悪
く、安定して結晶を得ることが難しかったタ
ンパク質の結晶化を成功させることが可能
になる。 
 
３．研究の方法 
(1) 好気条件下と嫌気条件下での結晶化でド
ロップレットの経時変化に違いが出るかを
検証した。研究代表者らが研究を進めている
いくつかのタンパク質について好気条件下
と嫌気条件下で結晶化スクリーニングを行
い、結晶化ドロップットの経時変化の違いを
我々が開発した immediate observation method
により観察することで追跡した。嫌気条件下
での結晶化には、タンパク質の結晶化のため
に整備してきた嫌気チャンバー (Hirasawa, 
anaerobic ‘HARD’)を用いた（図 1）。チャンバ
ーの中には、インキュベータと実体顕微鏡を
備え、結晶化実験から結晶化プレートの保存、
観察までの一連の操作を嫌気条件下で行え
るようにした。結晶化スクリーニングキット
は Wizard I または Crystal Screen I を用いた。
これらは使用前に嫌気チャンバーに入れ、十
分に脱酸素した。また、結晶化に使用するプ
レートやカバーグラスも同様に脱酸素した。 
 

図 1 結晶化用嫌気チャンバー 
 
(2) 既に結晶が得られることが明らかになっ
ているタンパク質を用いて好気条件下と嫌
気条件下で結晶化スクリーニングを行い比
較することにより、結晶が得られる条件に違 
いがあるかを検証した。スクリーニングキッ
トはWizard IまたはCrystal Screen Iを用いた。
また、既に結晶が得られることが明らかにな
っている条件付近で結晶化を行い、好気条件
下と嫌気条件下で再現性に違いがあるかを
検証した。 
 
①結晶化条件が既知のサンプル（ピロリ菌の
CagA_1-876）について Wizard I を用いて好気
条件下と嫌気条件下で結晶化の初期スクリ
ーニングを行い、結晶が得られる条件に違い
があるかを比較した。 
 
②D-アスパラギン酸酸化酵素(DDO)の結晶化
を既に結晶が得られることが明らかになっ
ている結晶化条件周辺で行い、好気条件下と
嫌気条件下における再現性の違いを比較し
た。 
 
(3) 結晶化条件が未知のサンプルについて嫌
気条件下での結晶化を試みた。このサンプル
は、ピロリ菌の CagA と相互作用することが
知られているタンパク質であり、好気条件下
では非常に酸化されやすく大量の酸化膜を
生じてしまうことが問題になっていた。その
ため、嫌気条件下でタンパク質の酸化を抑制
することにより結晶化を成功させることを
試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 我々が研究を進めているピロリ菌の発が
んタンパク質 CagA の EPIYA 配列含有ペプチ
ドとその相互作用タンパク質との複合体に
ついて好気条件下と嫌気条件下で Crystal 
Screen I を用いて結晶化を行い、ドロップレ
ットの経時変化に違いが生じるかを検証し
た結果、30 秒後には大きな差は見られなかっ
たが（図 2）、1 日後の観察で大きな違いがあ
る条件があることが明らかとなった（図 3）。 
 
 
 



 

図 2 結晶化から 30 秒後のドロップレットの
比較の結果、大きな差は見られなかった。 
 

図 3結晶化から１日後のドロップレットの比
較、好気条件と嫌気条件で大きな違いがあっ
たドロップレットを赤枠で示した。 
 
 大きな違いがあった条件は、Crystal Screen I
の No.8, 12, 19, 24, 31 であったが、これらの
条件の多くには、イソプロパノールが含まれ
ていた。それらを抜き出して比較した結果を
図 4 に示す。好気条件下ではタンパク質が変
性して生じたと考えられる不可逆的な沈殿
が見られるのに対して、嫌気条件下ではその
ような沈殿が生じていないことが確認でき
た。この結果から、このサンプルではいくつ
かの条件（特にイソプロパノールを含む条
件）について嫌気条件下の方がタンパク質を
変性させにくい傾向があったため、嫌気条件
下で結晶化を行うことにより結晶化成功の
チャンスを広げることができるのではない
か、と考察した。 
 

図 4 結晶化後１日経過したドロップレット
の比較の結果、好気条件と嫌気条件で大きな
違いがあった条件を抜き出して示した。 
 

(2) 結晶化条件が既知のサンプルの嫌気条件
下での結晶化の効果 
 
①ピロリ菌の発がんタンパク質 CagA 
 CagA の N 末側構造領域である 1–876 番の
領域（CagA_1-876）の結晶化は、7–15% エ
タノール、 50 mM Tris-HCl pH7.0–9.2 を結晶
化溶液として用いることで得られることが
我々の研究から明らかになっている（Hayashi 
et al., 2012）。しかし、この結晶化条件で得ら
れた CagA_1-876 の結晶の性質が非常に悪か
ったため、エタノールを沈殿剤として含む条
件以外の新しい結晶化条件を探索すること
は有益であると考えられた。そのため、嫌気
条件下でスクリーニングを行い、新しい結晶
化条件を探索することを試みた。Wizard I を
用いて好気条件下と嫌気条件下で結晶化初
期スクリーニングを行い、結晶が得られる条
件を比較した結果、好気条件下では既存の結
晶化条件であるエタノールを沈殿剤として
含む条件（Wizard I, No.42: 15% エタノール、
100 mM トリス緩衝液）のみで結晶が得られ
たのに対し、嫌気条件では PEG3000 やイソプ
ロパノールなどを含むより幅広い条件で結
晶が得られ、嫌気条件下では幅広い条件で結
晶が得られる傾向があることが示された（図
5）。この結果から、嫌気条件下の方が結晶化
条件を探索するために有利なケースがある
と考察した。従って、好気条件下での結晶化
スクリーニングで結晶が得られない場合で
あっても、嫌気条件下での結晶化スクリーニ
ングを行うことで結晶が得られる条件が見
つかる可能性があると考えられる。 

 
図 5 CagA の好気条件と嫌気条件での結晶化 
 
②D-アスパラギン酸酸化酵素(DDO) 
 DDO の結晶は、5–10% PEG8000、100 mM 
リン酸ナトリウムまたはリン酸カリウム、
100 mM 酢酸バッファー pH 4.7 を結晶化溶
液として用いることで得られることが我々
の研究から明らかになっていた(Senda et al., 
2012)。しかしながら、再現性が悪く回折実験
に向く 0.1mm 以上の大きい結晶がなかなか
得られないことが問題となっていた。そこで、
同じ精製ロットのサンプルを用いて好気条
件下と嫌気条件下で既存の結晶化条件
（5–10% PEG8000、100 mM リン酸カリウム、
100 mM 酢酸緩衝液 pH 4.7）で結晶化を行っ
た結果、好気条件下では 7–9% PEG8000 を含
む条件のみで結晶が得られたのに対し、嫌気
条件下では 5–10%のすべての条件で結晶が
得られ、しかも好気条件下よりも大型化する
傾向があることが明らかになった（図 6）。 
 



図 6 DDO の好気条件と嫌気条件での結晶化 
 
(3) 結晶化条件が未知のタンパク質への適
用 
 結晶化条件が既知のタンパク質を用いた
テストの結果から、嫌気条件下での結晶化が
結晶化の成功率や再現性を高めるために有
効であることが明らかとなった。そのため、
結晶化条件が未知のタンパク質に対して嫌
気条件下での結晶化を適用し、結晶化条件の
探索を行った。 
 
①CagA の EPIYA 配列と結合するタンパク質
の結晶化 
 このタンパク質は非常に酸化されやすく、
好気条件下での結晶化を行った場合には数
日で大量の酸化膜が生じてしまい、全く結晶
が得られなかった。そこで嫌気条件下での結
晶化スクリーニングを行った結果、沈殿剤と
してPEG4000を含む条件で図7に示すような
針状結晶が得られた。 

図7結晶化スクリーニングを嫌気条件下で行
った結果得られた針状結晶 
 
 さらに、PEG4000 濃度を 35%から 30%まで
1%刻みで変えた結晶化溶液を用意し、好気条
件下と嫌気条件下で結晶化を行った結果、嫌
気条件下では針状結晶の析出が再現したも
のの好気条件下では再現性が悪く、数十ミク
ロン程度の針状結晶が一個析出するのみで
あった（図 8）。このタンパク質については、
嫌気条件下での結晶化が、再現性を上げるた
めに必須であると考えられた。 
 

図 8  CagA の EPIYA 配列とその結合タンパ
ク質複合体の結晶化ドロップレットを好気
条件と嫌気条件で比較した結果 

 そのため、結晶化条件の最適化は嫌気条件
下で行った。PEG 濃度やタンパク質濃度を変
化させた結晶化条件の最適化の結果、シッテ
ィングドロップ蒸気拡散平衡法で結晶化を
行うと 29.5–31% PEG4000 を含む結晶化溶液
を用いた場合に、0.5mm 程度の長さの棒状結
晶が得られることが明らかとなった（図 9）。 
 

図 9  CagA の EPIYA 配列とその結合タンパ
ク質複合体の結晶化条件最適化の結果得ら
れた結晶 
 
この条件では再現性良く、一度の結晶化で多
くの結晶を得ることができた。そのため、回
折データの分解能を向上させるためのクラ
イオプロテクタントへのソーキング条件の
探索を迅速に進めることができ、既に 2 Å 分
解能の回折データを取得し（図 10）、結晶構
造を決定するに至っている。このタンパク質
の結晶構造決定は、嫌気条件下での結晶化な
しでは非常に困難であったと考えている。 

図 10  CagA の EPIYA 配列とその相互作用タ
ンパク質の複合体結晶から得られた回折パ
ターン 
 
(4) 他のタンパク質への適用のために 
現在、嫌気チャンバーを他の研究者が様々な
タンパク質の結晶化を行うために使用でき
るように、嫌気条件下での結晶化手順のマニ
ュアル化を進めている。 
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