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研究成果の概要（和文）：タンパク質 X線結晶構造解析においてボトルネックである結晶化問題

を解決するために，タンパク質結晶化促進剤として見出した合成ゼオライトのモレキュラーシ

ーブを結晶化基板材料として用い，汎用的タンパク質結晶化方法の確立を試みた．モレキュラ

ーシーブ，およびその類似化合物を用いてタンパク質結晶化を行った結果，様々なタンパク質

の結晶化が促進された．その結晶化基板材料はマイクロ孔，結晶性，および金属イオンを有す

る物質が適していることが示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：Protein crystallization is still a major bottleneck in structural 
biology. In order to overcome this difficulty, an advanced crystallization method using 
synthetic zeolite molecular sieves (MS) as hetero-epitaxic nucleants by which a directed 
crystal nucleation on the material surface occurred in a wide variety of proteins, has 
been developed in this study. A sparsematrix screening experiment in the presence of MS 
or MS-like compounds has been performed, showing a clear improvement in the success rate 
of protein crystallization as compared with the conventional screening. The results 
suggested that micro-porous, crystalline and metal-ion-binding materials promote 
nucleation of proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 Ｘ線結晶構造解析により得られるタンパ
ク質立体構造はタンパク質機能解明のため
の重要な情報源の一つである．近年，世界各

国で進められた構造ゲノム研究によってタ
ンパク質結晶化技術は大きく発展した．しか
しながら，その結晶化方法は溶液中でのタン
パク質の自発的な結晶核形成に頼っている
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ために積極的な結晶化制御が難しく，現在普
遍的タンパク質結晶化技術は確立されてい
ない．本研究では，タンパク質と相互作用す
る基板材料の表面上にタンパク質分子を配
列させることで結晶を析出させる方法に着
目した．1988 年に McPherson 等によって報告
された鉱物表面からヘテロエピタキシャル
成長によって結晶を析出させる方法はタン
パク質の結晶性を向上させる手法として注
目された．しかしながら，50 種類の鉱物を用
いて調査したにも関わらず，汎用的に使用で
きるタンパク質結晶化促進物質は見つかっ
ていない． 
 そこで，過去に報告されたタンパク質と相
互作用する様々な物質の特徴から，構造規則
性（結晶），細孔，およびイオンを有する，
加えて，構造が原子レベルで既知，安価，無
毒，形状加工が容易な物質を考慮し，その候
補材料を調査した．その結果，合成ゼオライ
トのモレキュラーシーブ（市販品）がタンパ
ク質結晶化基板材料として利用できること
を見出した．用いたモレキュラーシーブ 3A，
4A，5A，および 13X はそれぞれ 3，4，5，お
よび 13Å の均一な細孔を持ち，それぞれ K・
Na，Na，Ca，および Na イオンを有する結晶
性物質である．これらモレキュラーシーブを
用いてタンパク質の結晶化を行った結果，い
くつかのタンパク質でモレキュラーシーブ
依存的な結晶生成が認められた．得られたタ
ンパク質結晶は全てモレキュラーシーブ表
面上から析出し，別の空間群の高分解能結晶
が生成した．また，モレキュラーシーブを添
加しなければ結晶化しないタンパク質もあ
った．それら結晶構造の共通点として，タン
パク質がシート状 2次元結晶を形成し，さら
に積み重なることで 3次元結晶を形成してい
た（図 1）． 
 

図 1．合成ゼオライトのモレキュラーシーブ
を用いたタンパク質結晶化法の概念図． 

 
 したがって，モレキュラーシーブによって
ヘテロエピタキシャル結晶成長が起こり，タ
ンパク質結晶化が促進されたと考えられる．
しかしながら，使用したタンパク質の種類が
少ないため全てのタンパク質に適応できる
とは限らない．タンパク質結晶化における本
手法の汎用性を確認し，その結晶化機構を解
明するには様々なタンパク質を用いて調査
する必要がある． 
 

２．研究の目的 
 本研究では，結晶化基板材料を用いた汎用
的タンパク質結晶化方法を確立するために，
以下の研究を行った． 
(1)モレキュラーシーブを用いたタンパク質
結晶化における結晶化機構の解明 
 様々なタンパク質の結晶化により本手法
の汎用性を確認し，またそれら結晶構造から，
モレキュラーシーブ-タンパク質間相互作用
の環境，およびモレキュラーシーブが結晶パ
ッキングに与える影響を調査することで結
晶化機構を解明し，モレキュラーシーブが異
なる様々なタンパク質の結晶化基板材料と
して利用できる理由を明らかにする． 
(2)モレキュラーシーブを用いた効率的タン
パク質結晶化技術の開発 
 本手法を用いたタンパク質結晶化を効率
的に行うことで，タンパク質サンプルの無駄
なロスをなくすために，モレキュラーシーブ
をマウントした結晶化プレートを作製し，加
えて最適結晶化条件を調査することでモレ
キュラーシーブ用結晶化スクリーニング試
薬キットを開発する． 
(3)新規タンパク質結晶化基板材料の開発 
 より広範囲な各種タンパク質の結晶化に
向けて，モレキュラーシーブをモデルとした
タンパク質結晶化を促進する新規タンパク
質結晶化基板材料を見出す． 
 
３．研究の方法 
(1)モレキュラーシーブを用いたタンパク質
結晶化機構の解明 
 サンプル量が十分に確保できるタンパク
質としてキシラナーゼ等の市販モデルタン
パク質，加えて 9 種類の微生物(Esherichia 
coli ， Geobacillus kaustophilus ，
Symbiobacterium toebii，Aquifex aeolicus ，
Thermotoga maritima，Thermus thermophilus，
Aeropyrum pernix，Pyrococcus horikoshii，
およびSulfolobus tokodaii)由来タンパク質
（合計 28 種類）を用いて，モレキュラーシ
ーブ 3A，4A，5A，および 13X（和光純薬）と
の結晶化を，オイルマイクロバッチ法を導入
した自動タンパク質結晶化装置 Autolabによ
り行った（発表論文 5）．加えて，膜タンパク
質等を含む回折実験に適した良質結晶が析
出しにくいタンパク質の結晶化を行い，本手
法の実用性評価を行った．得られたタンパク
質結晶の回折実験はインハウス回折計，およ
び SPring-8 BL26B1 で行った．結晶析出状況，
立体構造データ等の基礎データ収集を行う
ことでその汎用性を確認し，それら結晶構造
から共通して見られる特徴を明らかにした． 
 
(2)モレキュラーシーブを用いた効率的タン
パク質結晶化技術の開発 
 モレキュラーシーブを用いたタンパク質



 

 

の結晶化スクリーニングにおいて，サイズ
0.4～0.2 mm 程度の各モレキュラーシーブを
結晶化プレートへマウントする作業は時間
と手間がかる．そこで，それら 4種類の粉末
状モレキュラーシーブの混合物を結晶化ウ
ェルに固定化した結晶化スクリーニング用
の結晶化プレートを作製し，タンパク質結晶
化の効率化を試みた． 
 次に，モレキュラーシーブからタンパク質
結晶が析出した際に使用した沈殿剤，添加剤
の種類，濃度，pH 等の結晶化条件から本手法
に最適な結晶化試薬を特定し，大規模結晶化
条件スクリーニングを必要としない結晶化
試薬キットを作製した．加えて，タンパク質
結晶化法として，オイルマイクロバッチ法，
およびハンギング・シッティングドロップ蒸
気拡散法による結晶化を行い，本手法に適し
た結晶化方法を調査した． 
 
(3) 新規タンパク質結晶化基板材料の開発 
 モレキュラーシーブ同様に，細孔を有する
結晶性物質として有機低分子結晶を用いた
タンパク質結晶化を行った．得られた結果か
ら，汎用性に優れたタンパク質結晶化基板材
料が有すべき条件を検討した． 
 
４．研究成果 
 モレキュラーシーブを用いたタンパク質
結晶化法によるその汎用性を確かめるため，
28 種類の異なるタンパク質（7.0-57.6 kDa，
pI4.4-11.4）を用いて結晶化を行った．その
結果，23 種類のタンパク質でモレキュラーシ
ーブ表面から結晶が析出した（図 2a）．得ら
れた結晶を用いて構造解析を行った結果，そ
れら全ての結晶構造において，ヘテロエピタ
キシャル結晶成長特有の層状構造が確認で
きた（図 2b，発表論文 3，4）． 

図 2．(a)モレキュラーシーブ表面から析出
したタンパク質結晶の写真．(b)得られた結
晶の構造．層状構造を形成． 

 
 また，本手法によるタンパク質結晶化の実
用性を評価するため，回折実験に適した良質
単結晶を得るのが困難な膜タンパク質の結
晶化を行った．その結果，回折分解能の向上
は見られなかったが，本手法により微小結晶
のみが析出しやすい膜タンパク質の大幅な
結晶サイズの改善に成功した．これら結果か

ら，結晶化に成功したそれらタンパク質のサ
イズ，および等電点等に特異性はなく，幅広
い範囲のタンパク質が本手法により結晶化
することが明らかになった． 
 
 本手法による効率的タンパク質結晶化技
術の開発では，モレキュラーシーブをマウン
トした結晶化プレートを開発した．これまで
の結晶化結果から，細孔サイズ，および含有
しているイオンが異なる 4種の各モレキュラ
ーシーブがどのようなタンパク質の結晶化
に効果があるのかは不明であった．そこで，
より効率の良い結晶化を行うために，4 種類
のモレキュラーシーブ混合物を結晶化プレ
ートウェルにマウントした結晶化スクリー
ニング用の結晶化プレートを作製した．本プ
レートを用いることで，従来法では結晶を得
る こ と が 困 難 な Methanocaldococcus 
jannaschii由来ID41836タンパク質の結晶化
に成功し（図 3a），その結晶構造を決定した．
また本プレートを用いることで，結晶性が良
くても，回折高分解能結晶の獲得が困難なタ
ンパク質の良質結晶獲得に成功した（図 3b，
発表論文 1）． 

図 3．モレキュラーシーブ混合物をマウント
した結晶化プレートを用いることで得られ
たタンパク質結晶の写真．(a)ID41836 タン
パク質，および(b)α-アミラーゼの結晶． 

 
 次に，タンパク質結晶化スクリーニングよ
り得られたデータから結晶化成功率の高い
試薬を調製し，本手法に適した初期スクリー
ニング用結晶化試薬キットを作製した．高濃
度塩を含む結晶化試薬の場合，モレキュラー
シーブ表面から積極的に塩結晶が析出する．
したがって，本手法による結晶化において，
その沈殿剤は主にポリエチレングリコール
が適している．加えて，本手法に最適な結晶
化方法を調査するために，オイルマイクロバ
ッチ法，およびハンギング・シッティングド
ロップ蒸気拡散法との比較を行った．結果と
して，最も多く良質単結晶を析出したのはオ
イルマイクロバッチ法であった． 
 また，モレキュラーシーブ表面から析出し
たタンパク質結晶を誰もが簡単に取り扱う
ことができ，さらに高品質回折データを収集
するための結晶マウント法を開発した（図 4）．
本マウント法では，ファイバー先端に結晶を
マウントすることで，従来のクライオループ
を用いたマウント法と比較して溶液の付着



 

 

を最小限に抑えることが可能である．結果と
して，本マウント法は S/N 比の良い回折デー
タ収集を可能にする（発表論文 2）． 

図 4．ファイバーを用いた結晶マウント法．
ブロック(a)，ロッド(b)形状の結晶も容易
にマウントできる．(C)ゼオライトのモレキ
ュラーシーブから析出したタンパク質結晶
をそのままマウントした写真． 

 
 最後に，タンパク質-基板材料の両結晶間
における接触面での格子整合を調査した．本
研究において使用したモレキュラーシーブ
はパウダー結晶をペレット状に加工したも
のであるため，新たにゼオライト単結晶を用
いてタンパク質結晶化を試みた．しかしなが
ら，良質タンパク質単結晶の析出までは至っ
ていない．一方で，タンパク質結晶化を促進
する細孔性金属含有結晶を新たに見出し，良
質タンパク質単結晶の獲得に成功した（図 5）．
得られたタンパク質結晶の格子定数は，使用
する物質に応じて変化しており，格子整合の
重要性が示唆された．また，金属を含まない
細孔性結晶を用いてタンパク質結晶化を行
った結果，いくつかのタンパク質では結晶化
が促進したが，その汎用性は確認できなかっ
た．したがって，これら結果から汎用的にタ
ンパク質結晶化を促進する基板材料は，細孔，
金属を有する結晶性物質が適していると思
われる． 

図 5．モレキュラーシーブ同様に，マイクロ
孔を有する結晶性物質の表面から析出した
タンパク質結晶の写真．(a)リゾチーム，お
よび(b)キシラナーゼの結晶． 
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