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研究成果の概要（和文）：本研究では，中性子線構造解析のために，タンパク質の良質な大型結晶の作製技術を
確立することを目的とする．研究期間で，LCST型温度応答ポリマーを利用して，数種類のサンプルの大型結晶を
成長させた．そのうち，分子量110kDaであるGatCABと基質の複合体の中性子構造も得られ，そのポリマーが結晶
の成長に有効であることが確認できた．また，LCST型温度応答ポリマーが結晶成長に与える影響を検討したとこ
ろ，結晶成長中に溶液のエントロピー変化量の変化が見られた．これは，結晶成長とともに生じていた温度変化
によってポリマーの相転移が起こり，タンパク質結晶の周辺にある水分子に影響を与えたと考えられる．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to establish technology for growing large 
protein crystals with high quality, which is essential to analyze the protein structure by neutron 
crystallography. We tried to grow up lager crystals by using LCST-type polymers for several protein 
samples, and have succeeded in growing lager crystals. Among those samples, we collected neutron 
diffraction data of GatCAB (Mw:110 kDa), and determined the neutron structure. The effectiveness of 
LCST-type polymer on the growth of large protein crystal was confirmed. Moreover, the entropy 
changes during in the crystallization solution using LCST-type polymer were investigated during 
crystal growth. Therefore, it is assumed that LCST-type polymer changed the state of water molecules
 around the protein molecules.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 中性子線結晶構造解析　タンパク質結晶成長　LCST型温度応答ポリマー　ゲル　ゾル　X線結晶構造解析

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

 

 

図１．温度応答ポリマーの温度特性 

(LCST: Lower Critical Solution Temperature) 

(UCST: Upper Critical Solution Temperature) 

１．研究開始当初の背景 

X 線結晶構造解析法の発展により，非常に

多くのタンパク質の構造が明らかにされて

きたが，タンパク質の作用機構の詳細を理

解するためには，プロトンや，水素原子，

水分子などを精度よく可視化する必要があ

る．それらの可視化には，中性子線の構造解

析が有効であることは知られているが，解析

に適用できる結晶のサイズが極端に大きい

こと（˃0.5mm3）から，その利用は制限されて

ている．実際，PDBに登録された 10万個の構

造のうち，中性子によるものは 100個にも満

たない．したがって，中性子線回折に利用で

きるようなサイズの結晶を作製する有効な

結晶成長法が期待されている． 

 そこで，我々はタンパク質の大型結晶を

成長させるための様々な試みを行ってきた

が，最近，LCST型温度応答ポリマー（熱ゲル

化ポリマー）がタンパク質結晶の成長に有効

であることを見出した．熱ゲル化ポリマー

は，低温で溶液状態にあるポリマーが温度

上昇に伴ってゲル化する性質を持つ（図１）．

我々は GatCAB複合体（総分子量 11万）の結

晶成長に，熱ゲル化ポリマーを利用するこ

とで体積にして 1000 倍の成長を観察した．

タンパク質の結晶成長に及ぼす熱ゲル化ポ

リマーの効果は，結晶成長とゲル化が正の

相関関係によって生じたものといえる．こ

の現象を汎用的な結晶成長法として利用す

ることは非常に有望であると考えられる． 

 
 

 

２．研究の目的 

  本研究では LCST 型温度応答ポリマーを

タンパク質結晶成長に及ぼす影響を検討す

ることによって，LCSTを利用した中性子回折

実験に利用可能な，良質の大型結晶を作製す

るための新しい方法を確立することを目的

とする． 

 

３．研究の方法 

 当研究室で結晶構造化解析に成功したタ

ンパク質と微結晶しか得られていないサン

プルを合わせて，合計５種類を用いて，異な

る濃度の LCST を加えて結晶成長をさせ，

LCST が様々な結晶化条件に対する影響を

観察し，結晶化の方法も検討した．また，

結晶化溶液の温度変化と共に，タンパク質

の溶解度を測定し，タンパク質結晶成長に

伴う溶液のエントロピー変化の見積もりを

試みた．さらに，得られた大型結晶を用い

て，中性子線の回折実験を行い，データ収

集，および構造解析も行った． 

 

４．研究成果 

数種類のサンプルを用いて LCST 型温度

応答ポリマーが大型結晶の成長に与える効

果を検討した結果，GatCAB以外，セロビオ

ース 2-エピメラーゼ CE，tRNA 成熟化酵素

Trl1 の ligase ドメインの大型結晶の成長

にも LCST 型温度応答ポリマーが有効であ

ることが確認できた．また，LCST型温度応

答ポリマーの様々な結晶化条件に対する適

用性を検討したところ，そのポリマーは，

塩の高い結晶化条件に適用しないことが分

かった． 

また，LCST型温度応答ポリマーが，結晶

成長に対して，どのように影響するかを検

討するため，LCST型温度応答ポリマーを加

えた結晶化溶液の温度変化と共に，タンパ

ク質の溶解度を測定し，タンパク質結晶成



 

 

長に伴う溶液のエントロピー変化の見積も

りを試みた．その結果，LCST型温度応答ポ

リマーを加えることによって，結晶成長中

に溶液のエントロピー変化量の変化が見ら

れた．このことから， LCST 型温度応答ポ

リマーが結晶成長とともに生じていた温度

変化により相転移し，その相転移はタンパ

ク質結晶の周辺にある水分子に影響を与え

たと考えられる． 

さらに，本研究のモデルタンパク質

GatCABについて，サイズ 2～5 mm3の大型結

晶の成長に成功した．また，GatCABと基質

Gln との複合体の共結晶も重水条件で行い，

大型結晶が得られた（図２）．そこで，得ら

れた GatCAB-Gln の重水置換した結晶を用

いて，ドイツの中性子施設 MLZにて回折デ

ータを収集し，中性子線の構造も成功した

（図３）．現在Ｘ線回折と中性子線回折デー

タを合わせて，joint-refinementを行って

いる． 
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図２．GatCAB-Gln の結晶 

 

図３．GatCAB-Gln の中性子構造 

緑：GatA； 赤：GatC； 青：GatB 
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