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研究成果の概要（和文）：創薬研究を行うためには薬の標的となるタンパク質のことをよく理解する必要がある。その
ためにはタンパク質の結晶を作成し、X線結晶構造解析により立体構造を知ることが重要である。このような創薬ター
ゲットタンパク質の中には1数μm程度ではあるものの、結晶ができている場合がある。しかしながら、このような結晶
は構造決定が難しい。そこで従来の放射光施設に比べ、10億倍もの輝度があるX線自由電子レーザーによる解析が期待
されている。そこで日本のXFEL施設であるSACLAにおいて新規立体構造決定法の開発を行い、μmサイズの微結晶タンパ
ク質を用いて、立体構造決定できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We need to understand the drug target protein in order to study the drug 
discovery research. It is important to determine the protein structure with X-ray crystallography. 
However it is difficult to determine the protein structure because the size of the crystal is only 1~10 
μm. The structural information is obtained from small crystals illuminated by an X-ray free electron 
laser.
Then we developed de novo protein structure determination method using μm-sized protein crystals at 
SACLA which is Japanese X-ray free electron laser fcillity.

研究分野： タンパク質結晶学

キーワード： X線自由電子レーザー　X線結晶構造解析　タンパク質　重原子同型置換法　異常分散効果
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 創薬ターゲットを始めとする様々な膜タ
ンパク質の立体構造が SPring-8 などの放
射光施設を用いて明らかになってきている。
しかしながら創薬ターゲットの対象となる
タンパク質結晶は、その結晶化が困難であ
ることに加え、たとえ得られたとしても 10
μm 程度の大きさしか得られないことが
多く、Ｘ線回折実験を行なうことすら困難
である。またたとえ測定ができたとしても
結晶が小さいため、構造決定に必要とされ
るＸ線回折強度を得ることができない。そ
こで、従来の放射光にくらべ、10 億倍程度
強度が強いＸ線が使用できるＸ線自由電子
レーザー(XFEL)を用いた解析が 2012年か
ら日本でも開始されている。XFEL を使用
するとその強大な強度のために 1 ショット
のＸ線を結晶に当てるだけで、結晶は大き
なダメージを受ける。しかしながら、その
1 発の時間はわずか 10fs(=10-14sec)である
ため、Ｘ線によるダメージを受ける前にデ
ータがとれてしまう。したがって、たくさ
んの結晶からのデータを集めることができ
れば、立体構造を決定するために十分なデ
ータと成ることから、このデータを用いた
新たな構造決定法が希求されている。 
 
２．研究の目的 
 創薬ターゲットを始めとする様々な膜タ
ンパク質の中には 10μm 程度の微結晶では
あるものの、結晶ができているケースが知ら
れている。しかしながら取り扱いが難しいこ
とから、立体構造決定に至らないことがしば
しばである。 
 そこで、最近開発されたＸ線自由電子レー
ザー（XFEL）を利用し、だれでも簡便に微
結晶を使って構造解析を行なうための技術
を開発することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) ルシフェリン再生酵素の微結晶作成  
 SACLA を用いて、新規構造決定を行うため
にはそれが可能なシステムを構築すること
が必要である。そこで水銀と放射光施設を用
いて構造解析を行なったルシフェリン再生
酵素(LRE)を用いた。そして SACLA において
Ｘ線結晶構造解析を行うための10μm程度の
大きさが揃った微結晶を大量に作成するこ
とが必要である。 
 すでに LRE の大量発現系はできており、1L
の発現から約 20mg の精製タンパク質を得る
ことができ、100μm程度の結晶はすでに得ら
れている。SACLA から得られるＸ線は 1 秒間
に 30 回パルスの形で放出される。適当な割
合でうまくＸ線が結晶にあたりデータが収
集できる。適切な結晶の濃度（1x107個/mL 程
度）に調製しておくと、10発中 2から 3発は
結晶にあたり、Ｘ線回折イメージが得られる。
このような方法であるため 1 時間の測定に 5
から 10mg程度のタンパク質を利用する｡実際

の構造解析ではどの程度の結晶の数、すなわ
ちタンパク質量が必要になるかは、わからな
い。また大量の微結晶が必要であることから、
通常の蒸気拡散法ではなく、バッチ法による
結晶化法の検討を行う。この検討を行うため
にも、大量のタンパク質が必要であることか
ら、少しでもたくさんのタンパク質を生産す
るために、大量発現の方法の改良を行う。 
 微結晶化はバッチ法により行う。その際、
すでに結晶化条件としてわかっている
PEG3350 を沈殿剤として用い、最適な結晶化
条件の探索をおこなう。このとき、たくさん
のタンパク質微結晶を作るためのタンパク
質濃度や沈殿剤との混合の割合などを検討
する。また結晶の数を調整するためにシーデ
ィング法の検討も行う。 
 構造決定を行うためには水銀誘導体の結
晶を作成しなければならない。そこで、0.5mM
程度の HgOが溶けた溶液中に結晶を浸すこと
で水銀が結合した状態の結晶を得る。そのと
きに結合の状態をよくするために、結晶が壊
れない程度で、より高い濃度のHgOの濃度や、
浸漬の時間、結合しなかった水銀の除去方法
などを検討する。 
 
(2) SACLA でのＸ線回折実験 
 上記の方法で得られた LRE の Native およ
び水銀誘導体結晶をSACLAにおいてＸ線回折
実験を行なう。このときのＸ線エネルギーは
12.6keV を用いる。放射光の実験で通常行な
う、最も異常分散効果を示す最適なＸ線エネ
ルギーを探すということはおこなわない。そ
れは水銀の異常分散効果を得るために、この
付近で測定すればほぼそのデータが得られ
ることがこれまでの様々な構造解析データ
から明らかであるためである。 
 結晶を X線照射位置に導入するためにはイ
ンジェクターから流し出す必要がある。得ら
れた結晶溶液は粘性が低いため、そのままイ
ンジェクターから結晶を流すと非常にたく
さんの結晶が必要となる。そこで、溶液の粘
性をあげるためにグリースと混ぜてから測
定を行う。 
 測定は 1 ヶの結晶に対して、1 イメージし
か得ることができないため、データの精度を
あげていくためには非常に多くのイメージ
データを処理する必要がある。そこで、デー
タの冗長性が 1000 程度を目標に行なう。通
常の放射光での測定であれば、冗長性は 10
程度である。 
 これにより得られた異常分散効果のデー
タを用いて単波長異常分散(SAD)法による構
造決定を行う。ただし、得られるシグナルは
微弱であるため、成功するかどうかわからな
い。そこで、Native 結晶についても同様のデ
ータ収集を行なっておき、異常分散効果を考
慮した重原子同型置換(SIRAS)法による解析
についても試みる。 
 
 



４．研究成果 
(1) ルシフェリン再生酵素の微結晶化 
ルシフェリン再生酵素(LRE)の結晶化を行う
ためのサンプル調製として、まずは LRE の大
量発現を行った。培地として TB 培地を用い
て発現させることにより、2L から 50g の菌体
が得られた。この菌体からタンパク質を抽出
したのち、His-tag によるアフィニティ精製
を行った。スロンビンにより、N 末端の
His-tag を切断して除去したのち、27mg/mL
に濃縮した。最終的に 1L の培養から 100mg
の精製タンパク質が得られた。 
SACLA を用いて実験を行うためには、大量の
微結晶が必要である。微結晶化は 27mg/mL の
LRE 溶液（10 mM HEPES pH 7.5, 0.1 M NaCl, 
10% glycerol）と結晶用沈殿剤溶液（35% 
PEG3350, 10% MPD, 0.1 M HEPES pH 7.5, 0.2 M 
MgCl2）を 1:2 もしくは 1:1.6 の比で混合し、
４度の条件下で行った。この方法では微結晶
の大きさをうまく制御することができなか
ったため、水銀誘導体結晶を作成する際は、
シーディング法も合わせて行った。水銀誘導
体結晶は 1mM HgO を含む結晶母液に６日間浸
漬することにより作成した。その後、１時間、
母液に対して結晶を母液で数回洗浄したの
ち、１時間母液につけることで結合していな
い水銀を除去した。 
 
(2) SACLA での X線回折実験 
 シリアルフェムト秒構造解析(SFX)の実験
は SACLA のビームライン BL3 で行った。この
とき X 線エネルギーを 12.6keV(0.984Å)に設
定した。使用した結晶のサイズは幅が 2-5μm、
長さは 10-30μm であった。使用する結晶は
あらかじめ口径30μmのメッシュフィルター
をかけ、大きな結晶を除去した。この結晶溶
液をインジェクターにセットし、ビームライ
ン内の DAPHNIS にセットした。流速を
0.48-0.5μL/min で流した。 
 高分解能の X線回折強度を得るために、最
高強度のX線を使用すると低分解能側の回折
点が、使用する X 線検出器(MPCCD)の感度を
超えてしまい、正しい測定ができなかった。
そこで、一度に全分解能の回折点を正しく測
定するために、3.8Å分解能より低分解能側に
マスク(300μm のアルミニウム)を取り付け
ることによって、約 36%の強度の低減するこ
とにより、実験を行った。 
 まず Native 結晶を用いて SFX 実験を行っ
た。133,958 枚の回折贈を取得した。そのう
ち、回折点の強度をもとに、回折点が得られ
ていると考えられる26,238枚の像を選んだ。
そこから指数付けおよび強度の積分を行っ
たところ、10,792 枚の像から回折強度データ
が得られた。水銀誘導体結晶についても同様
におこない、583,291 枚の回折像を取得し、
298,061 枚の像を選んだ後、85,747 枚の像か
ら、回折強度データを得た。X 線回折強度デ
ータの計算はX線回折強度データ解析プログ
ラム CrystFEL0.5.3 を用いて行った。 

 Native 結晶においては 1.5Å分解能までの
回折強度データが得られ、SFX 多重度は 222
であった。また水銀誘導体結晶からは 1.6Å
分解能までの回折強度データが得られ、SFX
多重度は 908 であった。この水銀誘導体のデ
ータのみを用いて短波長異常分散法(SAD 法)
により、構造決定を試みたが、構造決定には
至らなかった。 
 そこで、Native および水銀誘導体結晶の両
方のデータを用いて異常分散を考慮した重
原子同形置換法(SIRAS 法)による構造決定を
試みた。まずは構造解析プログラム SHELX を
用いて、水銀の結合位置を探した。その結果、
図1に示した差パーソン図からもわかるとお
り、水銀を表すピークが観測できた。このと
きの SHELXD から得られた CCall、CCweak値はそ
れぞれ 11.89 % 9.42 %であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 

 
 この重原子位置を利用し、SHELXE により位
相改良とポリアラニンモデルの自動構築を
行った。その結果、197 アミノ酸残基のモデ
ル構築に成功した。このときの位相の正確さ
をあらわす FOM は 0.615 であった。さらに
ARP/wARP によるモデル自動構築を行ったと
ころ、308 アミノ酸残基中 304 アミノ酸残基
のモデル構築に成功した。このときのモデル
の正確さを示す Rwork、Rfree 値はそれぞれ、
22.3 %、27.6%であり、構造解析が成功して
いることが明らかとなった。Coot による手動
でのモデル修正と phenix.reine による精密
化を行ったところ最終的な Rwork、Rfree値はそ
れぞれ 18.5 %、23.2%であった（図 2）。この
とき 10,792 枚の Native 結晶(1.5Å分解能)、
10,000 枚の水銀誘導体結晶(1.6Å分解能)か
らのデータを用いた。 
 続いて、構造決定を行うためにはどれくら
いの回折イメージからのデータが必要かを
明らかにするため、図3に示したように1,000
枚ごとに Native と水銀のデータの使用量を
変更して、構造解析をおこなった。その際、
位相の精度を示す値として、SHELXE によって



実験的に決まった電子密度と、タンパク質モ
デルより計算された電子密度との相関係数
（CC）を指標とした。CC が 0.65 以上となっ
たとき、構造決定成功とした。その結果、最
低でも Native 結晶については 5,000 枚、水
銀誘導体結晶については8,000枚必要であっ
た。構造決定するには最低でも合わせて
18,000 枚必要であることもわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 
 

図 3 
 
 次に分解能はどこまで必要であるのかを
SIRAS について調べた（図 4）。その結果、
Native、水銀誘導体結晶がいずれも 1.7Å分
解能の時構造決定に成功した。同様に異常分
散効果を考慮しない重原子置換法(SIR 法)で
行ったところ、Native 結晶が 1.6Å分解能、
水銀誘導体結晶が 1.8Å分解能の時に構造決
定に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 
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