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研究成果の概要（和文）：本研究では、結晶化条件の違いにより、有意に3次元立体分子構造が変化するという
ことをおもに沈殿剤の有無によって実証し、論文化した。また、沈殿剤フリーに近い条件では結晶化の前段階と
して液液相分離が起こり、分離後の濃厚相における結晶化は、過飽和度を同じにしても結晶成長速度がけた違い
に速くなるという現象を新たに発見した。また、そのような高成長速度で結晶化した結晶にしては大変回折分解
能の高い高品質結晶（例えば0.1 nmよりも高い回折分解能）が得られることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have clarified significant structure changes in three-dimensional 
structure of protein molecules in crystals from different growth conditions. We studied effects of 
the difference in precipitant condition on the structure, and published papers on the result. In 
addition, in dilute precipitant conditions, liquid-liquid phase separation frequently occurred 
during centrifugal concentration of solutions. In the dense liquid phase after the separation, 
nucleation and growth of crystals occurred very rapidly. Growth rates of obtained crystals in the 
dense liquid were at least an order of magnitude faster than those in conventional salting-out 
conditions. In spite of such very rapid processes, maximum resolution limits of obtained crystals 
were very high (less than 0.1 nm, for instance).

研究分野： 結晶成長

キーワード： ニワトリ卵白リゾチーム　グルコースイソメラーゼ　液液相分離　平均二乗変位　沈殿剤フリー　生理
食塩水　分子クラウディング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
結晶化条件の違いによって、タンパク質分子の構造が有意に違うということは、創薬等で、生体内の条件下での
結晶化が必要とされることを意味する。病因タンパク質の3次元立体分子構造をもとにした特効薬の開発、いわ
ゆるStructrue based drug designでは、そのプロセスで0.15 nmの回折分解能を持つ高品質結晶が要求される。
しかし、本研究において、生理食塩水程度の塩濃度における結晶の構造解析、その分解能よりもはるかに大きな
構造変化があることが分かった。
本研究では、塩濃度の違いによって明白な構造変化を明らかにし、かつ従来であれば結晶化できないような低塩
濃度における結晶化手法を確立した。

※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 
 
本研究は，タンパク質立体構造情報に基づく薬剤設計（Structure-Based Drug Design (SBDD)）に
重要な寄与をすると考えられる，タンパク質結晶の生体内塩濃度条件での結晶化と構造解析に
挑戦する研究課題として開始された。例えば，ニワトリ卵白リゾチーム（HEWL）の酵素活性は
塩濃度によって大きく変化し，最も活性が高いのは塩濃度がゼロの条件であることがわかって
いる[1]。その最も大きな原因として考えられるのは，塩濃度の変化によるタンパク質の分子構
造の変化である。すなわち，従来の塩析結晶では，大量の塩を用いるためタンパク質分子の構造
が大きく変化しているため，SBDD において，病因タンパク質の本来の構造を知ることができて
いない可能性がある。つまり，生体内条件におけるタンパク質分子のより正確な構造を知ること
が，その活性部位を無力化できる薬として，より効果の高い分子を設計するために必要ではない
か？もしかしたら，これまで高塩濃度での構造では効果が得られなかったタンパク質について
も，生体内条件で新たな構造が得られ，それをもとにした薬で効果が得られるようになるのでは
ないか？ 
これが本研究課題の核心をなす学術的な「問い」であった。しかし，当初生体内条件下での結晶
化については，カイコの核多角体病という病気の原因になるウイルス周囲に形成される結晶が
知られている[2]程度であった。さらに，その結晶化法・分子レベルの結晶化メカニズムについて
は知る限り報告されておらず，他のタンパク質に汎用できる状態になかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
タンパク質結晶を，そのタンパク質が活性を示す生体内の塩濃度条件（従来の結晶化条件よりも
かなり低い条件）で結晶化し，その結晶を構造解析することによって，本来の生体内での構造を
直接明らかにし，従来の塩析によって得られた結晶中の分子構造との差異を比較考察すること
を目的とした。 
また，塩濃度を変化させて，結晶化を行い，放射光単結晶構造解析を行うことで，分子立体構造
の塩濃度依存性を明らかにし，活性の塩濃度依存性データとの比較考察により，機能と構造の相
関を明らかにすることを目的とした。 
研究代表者の鈴木は，これまでタンパク質の結晶成長プロセスを成長界面のその場観察により
明らかにする研究を続けてきたが，グルコースイソメラーゼ（GI）結晶を高圧力下で成長させて，
その構造を明らかにする研究（若手研究（B）課題番号 19760009）の過程で，加圧に伴う分子構
造の有意な変化を目の当たりにして，「圧力によってこのように有意に構造が変化するというこ
とは，他のパラメタでも同様に変化するのではないか。」という点に気付いた。 
その後，タンパク質のコロイド結晶化を目指した研究（挑戦的萌芽研究 課題番号 24656016）
で，脱塩状態で得られた結晶中の分子は，塩析結晶中の分子で Na+イオンが取り込まれている部
位の大きな構造変化を見出した。更に，活性部位の側鎖構造にも有意な変化が見られ，先に示し
た HEWL の酵素活性が塩濃度増加と共に減少する原因になっていると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 
HEWL（生化学工業もしくは和光純薬）および GI（Hampton Research もしくは Nagase Spezyme 
GIpf）を用いて，遠心濃縮を行い，そこから先の結晶化を試みた。溶媒としてそれぞれの緩衝液
を用い，HEWL については NaCl，GI については(NH4)2SO4 の濃度を変化させる。水溶液に溶か
したものを遠心濃縮器（Millipore, Amicon Ultra-4 3K）に入れ，冷却遠心機（Kubota, 6200（現有・
徳島大学））で 3 回程度 10 倍ほどの濃縮・再稀釈を繰り返し行うことで溶液置換したのち，最後
に濃縮して過飽和状態にした。塩濃度ゼロでは，HEWL，GI とも結晶化・結晶構造解析に成功し
た[3]。 
 
 
４．研究成果 
（１）平成 30 年度 
鈴木らは，HEWL の斜方晶系結晶の沈殿剤フリー結晶化および結晶構造解析の結果をまとめ，
論文化した。さらに，関連データ，理論等に関する論文を出版した。 
実験的には，生理食塩水（9 mg/mL）中での遠心沈降濃縮による，液液相分離からの結晶化およ
び結晶構造解析に成功した。温度によって生成する結晶系が異なり，低温（10℃程度）では正方
晶系結晶，室温（20℃程度）以上では斜方晶系結晶が成長することもわかった。解析をスタート
したばかりではあるが，放射光を利用した構造解析により，高品質なデータが得られた斜方晶系



結晶中の構造は，塩析結晶とは異なり，Na+イオンを構造に含まない可能性が高い。これはむし
ろ，沈殿剤フリーの結晶構造に近い。結晶成長界面の分子ステップの観察について，正方晶系結
晶ではある程度うまくいっているが，斜方晶系結晶では基本的に棒状～針状のモルフォロジー
を示すものが多いため，なかなかうまくいかなかった。最終的には沈殿剤フリーの条件下で，直
線的な分子ステップの観察に成功することができたが，再現性の確認までは至らなかった。 
ステップモルフォロジーに関するモデル，および粒子の集合体が，結合エネルギーの違いによっ
て，どのような規則構造をとるかというモデルについての論文も，佐藤によって論文化された。 
 
（２）令和元年度 
鈴木は，GI 結晶の沈殿剤フリー結晶化のデータを収集し，塩析結晶との構造の変化について，
有意な構造変化があることを The 19th International Conference on Crystal Growth and Epitaxy におい
て発表した。また，結晶品質評価についての論文も並行してまとめ，出版した。他にも関連デー
タに関する論文を出した。さらに，佐藤は，関連データ，理論等に関する論文を出版した。 
実験においては GI に的を絞り，沈殿剤フリーでの遠心沈降濃縮による，液液相分離からの結晶
化および放射光を用いた結晶構造解析に成功した。沈殿剤フリーの条件下で結晶化した結晶中
の分子構造と Protein Data Bank に登録されている，高塩濃度条件下で結晶化した塩析結晶中の分
子構造（PDB ID 1XIB）とを比較した結果，各構成原子の平均二乗偏差（rmsd）が 0.257 Åとい
う値を示した。この値がどの程度の差異に相当するのかを確かめるため，２つの沈殿剤フリー結
晶中の分子構造について，一つは In-house の回転対陰極型の単結晶回折装置（RAXISVII），もう
一つは SPring-8 BL44XU でのデータコレクションを行ったものという，解析条件や結晶サイズ
の異なるものから得られた分子構造を比較した。その結果，rmsd が 0.075 Åという大変小さな値
になり，結晶成長時の塩濃度の違いが，測定条件等によるばらつきよりも明らかに大きく，有意
な構造変化をもたらすことがわかった。 
粒子の集合体が，結合エネルギーの違いによって，どのような規則構造をとるかというモデルに
ついての論文の続編も，佐藤によって論文化された。 
 
（３）令和 2 年度 
鈴木は，データ収集および解析に集中した。新たな発見もあり，学会発表等で進捗状況について
は報告した。佐藤は，関連データ，理論等に関する論文を出版した。 
令和元年度にデータ収集したGI結晶のデータを詳細に検討したところ，最高回折分解能が 0.99Å
という，大変高品質な結晶であることが分かった。なおかつ，その結晶の成長速度を少なめに見
積もっても，同程度の過飽和度の時の面成長速度の一桁～二桁程度大きな成長速度であること
が分かった。これは予想していなかった事実であるが，液液相分離によって得られた超濃厚相
（分子クラウディングと呼ばれる濃度領域の相）が，通常の溶液成長とは異なり，融液成長的な
メカニズムを誘発することによると推察した。これに関しては，現在更なるデータ収集を行い，
より完成度の高い論文にすべく改訂中である。 
また，通常の塩析の時の 1/3 程度の，生体内塩濃度における HEWL の結晶化と結晶構造解析を
行った。その結果，脱塩結晶の構造と塩析結晶の構造の両方の構造を，電子密度の割合を変えな
がら重ね合わせた構造として現れることがわかった。実際，本来期待される電子密度と，実際の
電子密度との差を表す 2Fo-Fc マップでは，生理食塩水中で，Na+の電子密度が塩析結晶よりも低
いことが示された。以上の進捗により，新たな展開を見せつつある研究テーマとして新規のプロ
ポーザルを作成した結果，令和 3 年度からの新たな基盤研究（C）に採択されるに至っている。 
また，粒子の集合体が，結合エネルギーの異方性の違いによって，どのような規則構造をとるか
というモデルについての論文の続編も，佐藤によって論文化された。 
 
[1] T. Imoto et al. J. Biochem. 65, 667-671, 1969. 
[2] F. Coulibaly et al. Nature 446, 97-101, 2007. 
[3] Y. Suzuki et al. Cryst.Growth Des. 18, 4226-4229, 2018. 
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