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研究成果の概要（和文）：近年、クライオ電子顕微鏡解析は構造解析の主要な方法論となりつつあるが、クライ
オ電顕観察に供するグリッド上での粒子の挙動を改善する段階が構造解析のボトルネックになることも多い。本
研究では、タンパク質をPEG化修飾することで、クライオ電顕の凍結グリッド中の粒子の性状を改善することを
目指した。試したモデルタンパク質ではいずれも、粒子の分散性の向上が認められた。本手法はクライオ電顕で
のグリッド作製において、汎用性の高い有効な選択肢の１つとして広く用いられる可能性を有する。

研究成果の概要（英文）：Cryo-EM analysis has become a major methodology for protein structural 
analysis in recent years. However, improving behaviors of protein particles on the cryo-EM grids 
often poses a bottleneck in structural analysis. In this study, I aimed to improve the behaviors of 
protein particles on cryo-EM grid by PEGylating proteins. All of the model proteins tested showed 
improved particle dispersion for further structural analyses. This method could be widely used as a 
versatile and effective option for cryo-EM grid preparation.

研究分野：構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の構造情報は、生命現象を理解しその制御方法を考えるうえで、近年ますます重要になってきてい
る。タンパク質の構造情報を実験的に得る方法として、クライオ電子顕微鏡解析が盛んに行われているが、構造
解析に適したグリッドを調製する段階がボトルネックになることが多い。本研究では、タンパク質をPEG化する
ことでグリッド上での粒子の挙動が改善することを示した。本手法は、クライオ電子顕微鏡構造解析をさらにス
ピードアップさせるとともに、これまで構造解析できなかった試料についても新たな可能性を提供するものであ
る。

※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 
 近年、クライオ電子顕微鏡（クライオ電顕）は構造生物学の分野において目を見張るべき発展
を遂げてきた。生体高分子の構造解析（構造決定）手法は、10年前にはほぼ X結晶構造解析の
一択であった。しかし、ここ数年来、これまで構造解析が困難であった巨大な分子複合体などに
ついて次々とクライオ電子顕微鏡で構造解析がなされている。クライオ電顕では、多くのサンプ
ルで構造解析の大きなハードルとなっていた結晶化の必要がないため、サンプル中に複数の状
態があったとしても構造決定が可能な場合がある。また、サンプルをそのままの溶液状態で、ア
モルファス状の氷中に閉じ込めた状態で構造解析を行うため、結晶構造に比べてより溶液中の
分子構造を反映した構造が得られることが期待される。 
 上記のように、クライオ電顕は構造解析の主要な方法論となりつつあるが、クライオ電顕観察
に供するグリッド作製に関しては困難を伴うことが多い。サンプル凍結の際のアグリゲーショ
ン、変性、粒子の分散性の悪化などである。具体的には、サンプルをグリッド上にアプライ後、
ろ紙を使って余分な水分を除いた後に、液体エタンで急速凍結することで、薄い氷中にサンプル
粒子を閉じ込めて観察するが、その際に粒子が気液界面に接することで変性すると考えられて
いる。グリッド上での粒子の挙動を改善するには多大な労力を要するのが一般的であり、この段
階が構造解析のボトルネックになることも多い。グリッド上での粒子の挙動を改善するための
方法として、グラフェンオキシドを支持膜としたグリッドの使用、界面活性剤の添加、多数回試
料アプライ法、直接試料吹き付け法など様々な手法が提案されている。しかし、いずれの手法も、
万能な方法でない。一般的に、グリッド作製の際に粒子がダメージを受けるか受けないかは、そ
れぞれのタンパク質粒子の性質に依存するところが大きいため、これを改善するには、基本的に
は試行錯誤の検討を繰り返してそのタンパク質に適した凍結条件を探す必要がある。 
 
２．研究の目的 
本申請課題では、クライオ電顕のグリッド上での粒子の挙動（分散性、粒子数、安定性）を改善
するための手法として、サンプルを化学修飾で PEG 化することの有効性を実証する。予備検討
において、PEG 化が粒子の分散性などを大いに改善する結果が得られており、本申請課題では
これをより系統的に検証する。本手法は、今後、クライオ電顕におけるグリッド作製の一つのオ
プションとして一般的な手法になる可能性を有する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、タンパク質の表面に存在するリジン残基または N 末端アミノ酸のアミノ基、また
はシステイン残基、をターゲットにした化学修飾法を用いてタンパク質を PEG 化する。このた
めの化学修飾試薬は様々なものが市販されており比較的安価に購入可能である。例えば Methyl-
PEG4-NHS ester（4単位の PEGが付加）、Methyl-PEG8-NHS ester（8単位の PEGが付加）が容易
に入手できる。基本的には PEG 化試薬とタンパク質試料を混合しインキュベート後に反応を停
止させ、ゲルろ過または限外ろ過膜などで余分な試薬を除く。 
 
４．研究成果 
（１）PEG化の有効性を複数のタンパク質で検証する。 
PEG 化によりクライオ電顕において粒子の性状が改善するかどうか、複数のタンパク質で検証
した。具体的には、β-amylase、alchol dehydrogenase (ADH)、NOD2、IgGについて、未修飾と PEG
化修飾した試料を同条件でグリッドを作製し、クライオ電顕で観察した（図１）。その結果、い
ずれのタンパク質においても、PEG 化した試料は未修飾の試料よりも良好な粒子密度および分
散性を示した。さらに、2D 解析を行い評価したところ、β-amylase、ADH、NOD2 については、
未修飾の試料では明瞭な 2D 像が得られなかったが、PEG 化修飾した試料については、明瞭な
2D像が得られた。さらに、β-amylase、ADH、NOD2について、Titan Kriosを用いてそれぞれ 350
枚、330枚、890枚の比較的小さなデータセットを取得し、構造解析を進めた。その結果、β-amylase、
ADH、NOD2についてそれぞれ分解能 2.3 Å、3.3 Å、3.7 Åにおいて十分モデリング可能な質の
三次元密度マップを得ることができた。いずれも、未修飾では粒子が氷中に入らない（β-amylase）、
粒子が変性している（ADH）、粒子がアグリゲーションしている（NOD2）などの問題があった
が、PEG化修飾することでこれらの問題を解決することに成功している。 
 
 
 



 

図１．各種タンパク質の未修飾および PEG化修飾した試料のクライオ電顕像 
 
（２）PEG化による構造への影響を検討する 
PEG 化修飾により、タンパク質の三次元構造にどのような影響があるかを検討した。具体的に
は、apoferritinや β-galactosidaseなどのモデルタンパク質について PEG化の有無により構造にど
のような影響が出るかを検証した。それぞれ、未修飾、およびPEG単位4つのPEG化試薬（PEG4）
または PEG 単位 8 つの PEG 化試薬（PEG8）を用いて PEG 化修飾した試料について、50～100
枚程度の比較的小さなデータセットを取得して構造解析を行った。その結果、apoferritinについ
ては分解能 2.6～3.0 Åで、β-galactosidaseについては分解能 3.1～3.3 Åの三次元密度マップが得
られた（図２）。いずれも十分な質の密度マップであった。PEG化によりタンパク質表面の一部
のループ領域が disorderする傾向が見られたが、今回用いた PEG化試薬濃度（1～4 mM）にお
いてはそれほど重大な影響はなかった。また、apoferritin と β-galactosidase のデータセットの中
で、PEG 化修飾した試料が最も高分解能を示した。これは、PEG 化修飾により、粒子の密度や
分散性が向上したためであると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 



 
図２．apoferritin（左）とβ-galactosidase（右）の未修飾および PEG化修飾した試料のクライオ

電顕密度マップ 
 
PEG化法は、多くのタンパク質に存在するリジン残基（またはシステイン残基）をターゲットに
するためほとんど全てのタンパク質に適用可能である。さらに、方法が容易で、PEG化の修飾度
合いも容易に調節可能である。また市販の試薬を用いるので誰でも実行可能である。タンパク質
表面を PEG で「マスク」することで、凍結時の気液界面との相互作用および粒子間の相互作用
などの悪影響が減少することが期待され、これはどんなタンパク質にも適用可能であろうと考
えられる。本手法はクライオ電顕でのグリッド作製における、汎用性の高い有効な選択肢の１つ
として広く用いられる可能性を有し、クライオ電顕構造解析をさらにスピードアップさせる可
能性を有する。 
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