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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、多孔体界面を利用して、タンパク質の構造解析に必要な良質かつ高強度のタン
パク質結晶を高確率で作製する技術を開発した。様々な多孔体素材を使って濃度や塗布量の最
適化を行ったところ、アガロースゲルの塗布量 2 マイクロリットルにおいて良好な結果が得ら
れた。またモデルタンパク質を用いた結晶化スクリーニングにおいて、本技術を用いると結晶
化確率が上昇することを見出した。また、結晶化プレートの開発に取り組んだ。溶液攪拌法と
の組み合わせ技術、ならびにレーザー核発生法との組み合わせ技術を検討し、有効性を示すこ
とができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We investigate the nucleation rate of protein crystals at the interface of solution and porous medium 

(agarose gel). It was found that 2 ul agarose gel at concentrations of 2.0% (w/v) promoted the number of 

protein crystals. We also developed a new dispensing system for preparation of the crystallization plates. 

This technique combined with solution stirring technique improved the crystal quality of a protein 

complex, thereby solving the crystal structure. The combination with laser irradiation technique 

demonstrated increase in the nucleation rate. Thus, we propose that a crystallization method using 

semi-solid agarose is powerful for the screening of crystallization conditions. 
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質の結晶構造解析は、大型放射光
施設、コンピュータ解析技術の飛躍的な進歩
により、生命科学の強力かつ必須な手法とな
り、構造生物学という学術領域が確立されて
いる。しかし、最重要課題である結晶化技術
においては、試行錯誤から抜け出せず、未開
拓領域のままである。申請者らは、結晶成長
は静置状態が理想である、とされる従来の常
識とは逆の発想で、フェムト秒レーザー照射
による結晶核発生、及び溶液攪拌による高品

質化という全く新しい手法を発見した。これ
までに、タンパク質の専門家が成し得なかっ
た多くの難結晶性タンパク質の結晶化に成
功し、それらの構造が初めて決定されるに至
った。 

さらに、最近、申請者は、従来溶液中で行
うことが常識とされてきたタンパク質結晶
が固相ゲル中で得られることを新たに見い
だした。本手法を用いると、溶液中で行うよ
りタンパク質の核発生確率が上昇する（Appl. 

Phys. Express, 2, 125501,2009）。これは、
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アガロースゲルが多孔体であり、タンパク質
分子を一時的に孔中にトラップできること
に起因すると予想される。 

しかし、この手法では、アガロースゲルを
一旦 90℃付近まで熱した後タンパク質溶液
をゲルと混合する必要があり、操作として煩
雑である。また、熱に弱いタンパク質は変性
する可能性がある。これらの課題を克服する
ため、本研究では、多孔体の界面に着目し研
究を行った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、多孔体（固相ゲル）界面を利
用して、タンパク質の構造解析に必要な良質
かつ高強度のタンパク質結晶を高確率で作
製する実用的な技術の構築を行った。具体的
には、(1) 多孔体界面結晶化法にてタンパク
質結晶化の有効性を検証し、この手法と(2) 

結晶成長過程に効果的な申請者らが見出し
た溶液攪拌法と組み合わせた。さらに(3) 結
晶化プレートの開発に取り組んだ。本技術を
適用するためには、平坦に高濃度アガロース
ゲルを塗布する必要があり、そのためのディ
スペンサー装置によるプレート上へ塗布を
試みた。最後に、(4) レーザー照射による核
発生技術との組み合わせ技術の開発に取り
組んだ。この方法により溶液中のタンパク質
分子をゲル界面に加速・注入することで平衡
状態では実現できない高濃度圧縮を達成で
きると予想し、結晶化を誘起させる方法を検
証した。 

 

３．研究の方法 

(1) モデルタンパク質を用いた多孔体界面
結晶化法の検証 
結晶化スクリーニングにおける効果を実

証した。モデルタンパク質であるエラスター
ゼを用いて、結晶化スクリーニングを行った。
同時に、コントロールとして、多孔体なしの
条件で結晶化を行い、新しい結晶化条件の数
や結晶化の成功確率を比較した。 
作製できた結晶の評価をＸ線回折実験と

結晶構造解析によって行った。 
 
(2) 溶液攪拌法との組み合わせ効果。 
申請者が、3.1Å分解能の回折を得ている

タンパク質-タンパク質複合体結晶
(GAPDH-CP12 複合体)用いて、溶液攪拌法と多
孔体界面結晶化法の組み合わせ技術によっ
て結晶化を行った。続いて、作製できた結晶
の評価を行った。また、構造解析に適した結
晶が得られたため、その構造解析を進めた。 
 
(3) 結晶化プレートの開発 

市販のディスペンサー装置を用いて、高濃
度ゲルの塗布を試みた。 

 

(4) レーザー核発生法との組み合わせ効果 

申請者らがこれまで開発してきたレーザ
ー照射による核発生法との組み合わせ技術
をグルコースイソメラーゼを用いて試験し
た。 
 
４．研究成果 
(1)結晶化確率の上昇 
エラスターゼの結晶化スクリーニングに

おいて、多孔体がない結晶化スクリーニング
では 8条件であったものが、多孔体界面での
結晶化では 13 条件に増加した（図 1）。この
ことから、多孔体に接触させることによって
核発生が誘発されることが確認できた。また、
アガロースゲルの塗布量 2マイクロリットル
において良好な結果が得られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 溶液攪拌法との組み合わせ効果 
申請者らがこれまで開発してきた溶液攪

拌法との組み合わせ技術を検討した。蛋白質
-蛋白質複合体（GAPDH-CP12）で品質の向上
がみられた。具体的には、Ｘ線回折分解能が
3.1Åから 2.4Åまで改良され、構造解析にも
成功した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

図 1 エラスターゼの結晶化 

 

図 2 GAPDH-CP12 の立体構造 



 

 

(3) 結晶化プレートの開発 

ディスペンサーによる高濃度ゲルの塗布
を試みたところ、結晶化プレートを精度高く
作成できるシステムを構築できた。 

 
(4) レーザー核発生法との組み合わせ効果 
申請者らがこれまで開発してきたレーザ

ー照射による核発生法との組み合わせ技術
を検討した。グルコースイソメラーゼにおい
て核発生確率の上昇が見られた。 
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