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研究成果の概要（和文）：試行錯誤によらない、合理的な過程でタンパク質結晶を調製するための装置を試作した。こ
の装置は、溶液経路内をタンパク質溶液が循環する方式を採用しており、動的光散乱装置でタンパク質分子の会合状態
をモニターしながら、結晶化に最適な状態に会合状態を誘導することが可能である。この装置を用い、試験タンパク質
を高品質な単結晶に成長させられることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We developed a solution circulating crystallization apparatus, which can grow prot
ein crystals in the rational way. We can control the nano-aggregation of the protein molecules by changing
 the solution composition in the apparatus, which optimizes the chance of crystallization. We observed the
 sample protein crystallization with the apparatus. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の立体構造を解析する方法とし
ては、X線結晶構造解析が最も有力な方法で
ある。しかし、構造解析に先立って、目的タ
ンパク質を結晶化する必要がある。結晶化の
方法としては、タンパク質濃度、沈殿剤種
類・濃度、結晶化温度などの結晶化に関わる
パラメーターを様々に組み合わせて、絨毯爆
撃的に同時に多数の条件を検索することに
より、結晶の兆候を目視によって判定すると
いう方法によって行われる。しかし、目視に
よって結晶化の兆候がありと判定されたと
しても、その条件を精密化することにより得
られる結晶が、最終的に X線を良好に回折す
る、構造解析可能な結晶になる保証はない。
事実、最近の高難度タンパク質を対象とした
構造解析の現場では、形状、サイズとも良好
なタンパク質結晶が、全く X線を回折しない
か、低分解の回折点しか与えたいために、構
造解析が不可となる事例が頻発している。こ
うした場合には、他の結晶化条件を更に試行
錯誤により検索するか、目的タンパク質に変
異等を導入するなどの遺伝子工学的な手法
により結晶の品質を向上させるための試み
がなされるが、この過程もまた試行錯誤的な
手法に多くを依存しており、決定的に有効な
方法が存在していないのが現状である。 
このように、最近のタンパク質 X線結晶構造
解析の現状としては、特に目的タンパク質の
結晶化が律速段階となっており、最終的に構
造解析に成功する確率は数%程度しかない。
こうした状況が、タンパク質の立体構造を基
にした、生命科学研究や創薬研究の効果的な
推進にとって、深刻な障害となっている。こ
うした状況を打破するために、様々な結晶化
方法が考案されてきている。例えば、結晶化
ロボットを使用したハイスループット結晶
化、新規な結晶化剤や結晶化を促進するため
の低分子化合物、微小重力化での結晶化、高
磁場中での結晶化、フェムトレーザー照射に
よる結晶化促進、結晶化溶液の積極的な撹拌
による結晶化促進、脱水操作による結晶性改
善操作等である。しかし、これらの方法も、
個別のタンパク質結晶化に対しては有効な
場合がある一方、一般的な事例に適応できる
わけではなく、最終的な構造解析の成功確率
が低いことには変わらない。このような状況
に対して、本質的に良質な結晶化の成功確率
を向上させる、技術的ブレークスルーが強く
必要とされている。 
 
２．研究の目的 
目的タンパク質の結晶化を試みる際に、従来
方法のような絨毯爆撃的な非合理的過程に
代わり、合理的な方法により結晶化条件を決
定しつつ、目的タンパク質を調製する方法に
ついて検討する。具体的には、タンパク質結
晶は目的タンパク質分子が 3次元的に規則正
しく会合した物質であることから、この会合
状態をナノレベルで積極的に制御すること

が可能であれば、良質な目的タンパク質の合
理的調製に結び付く、という前提を仮定する。
これは、分子レベルで分子状態を制御するこ
とを志向する、ナノテクノロジー的な方法論
をタンパク質結晶化に適応しようとする試
みとも捉えられる。 
具体的には、目的タンパク質の分子会合状態
を動的光散乱測定(DLS)でモニターしつつ、
タンパク質溶液組成や温度などの会合状態
に影響を与えるパラメーターをリアルタイ
ムに制御することにより、タンパク質分子の
会合状態を最も結晶化しやすい状態に維持
する方法を検討する（図 1）。 

図 1：タンパク質の会合状態を動的光散乱測
定でモニターしつつ、結晶化領域まで溶液状
態を変化させる過程の概念図 
 
そのために、容器循環型の、タンパク質分子
会合制御装置を製作し、これにより最適なタ
ンパク質分子会合制御方法について検討を
行う。 
 
３．研究の方法 
目的タンパク質溶液が溶液サーキット内を
循環しつつ、タンパク質分子の会合状態を制
御することが可能な装置を製作する。この装
置の基本的なコンセプトは、申請者らが特許
（第 3567988: 生体高分子の結晶化条件探査
方法及び探査装置）が基になっている。これ
は、半透膜で仕切られた容器中で、タンパク
質溶液中のタンパク質分子の会合状態をモ
ニターしつつ、半透膜を通して適切な溶液を 
注入することによって結晶化を行う方法で
ある。こうした装置の実際の製作のためには、
半透膜溶液中の溶液組成が、外部から沈殿剤
等を加えられた際にも常に濃度的偏りのな
い均一な状態に維持される必要性がある。そ
こで、新たに溶液が強制的に溶液サーキット
内で循環される装置の基本コンセプトを考
案し、実際に装置を制作した（図 2）。 

 
図 2：溶液循環型結晶化装置の概要 



この溶液サーキット内に、沈殿剤・タンパク
質溶液を注入するためのシリンジポンプユ
ニット、フロースルー型半透膜ユニット、会
合状態をモニターするためのフロースルー
型動的光散乱装置、タンパク質濃度計、導電
率計等の各種検出装置、結晶化が進行する結
晶化セル、結晶化内をモニターするための
CCD カメラ等が挿入されている。各ユニット
は、LabVIEW で書かれた制御ソフトをインス
トールした、Windows PC により統合制御され
ている。の具体的には、この装置を用い、ど
のように溶液状態を制御すれば結晶化が起
こりやすいかについて、一般的な知見を得ら
れるように、数種類の試験タンパク質により
結晶化実験を行った。 
 
４．研究成果 
本装置により、試験タンパク質としてリゾチ
ウムおよびグルコースイソメラーゼを用い
て、タンパク質分子の会合状態をモニター・
制御しつつ溶液状態を変化させる実験を行
った。その結果、タンパク質結晶化の過程に
おいて、良質な結晶化につながりやすい会合
状態変化についての知見が得られた。具体的
には、目的タンパク質溶液に結晶化剤（沈殿
剤）を適切な速度および濃度で混合すると、
瞬間的にタンパク質分子の会合状態が変化
し、結晶初期核が形成されることを見出した。
初期核形成後に、タンパク質分子が単分散状
態に維持されるようにタンパク質濃度およ
び沈殿剤濃度を上昇させた場合に、良質なタ
ンパク質結晶の生成に結び付きやすいこと
が見いだされた（図 3）. 
 

図 3：急激な沈殿剤注入による、初期核形成
と結晶成長の関係の概要 
 
従って、沈殿剤が急速に注入される際の初期
核形成に着目して、結晶化相図上でタンパク
質および沈殿剤濃度が移行するように溶液
状態が遷移するように、制御ソフトを作成し
た。この制御ソフトを使用して、リゾチウム
の結晶化を行った例を示す（図 4） 
 
   
 
 
 
 

図 4：本研究で開発した制御ソフトによりリ
ゾチウムを結晶化した例 
 
初期結晶核を形成後、溶液中のタンパク質分 
子が単分散状態を維持するように溶液状態
を制御したところ、1mm 以上のサイズの単結
晶を調製することができた。ハート型の結晶
化セルのサイズに制限があるため、結晶の成
長は中途で止めたものの、容易に大型の単結
晶を調製できることが示唆された。従って、
本方法は、中性子回折で必要とされる、大型
のタンパク質結晶の調製にも有効であるこ
とが示唆された。 
本方法で調製したリゾチウム結晶を、大型放
射光施設 SPring-8 にて X線回折実験を行い、
結晶の品質を評価した結果を示す（図５）。 
 

図５：本方法で作成したリゾチウム結晶の品
質評価。(a)結晶化セル内の結晶(b)クライオ
ループで掬い取った結晶 (c)X 線回折パター
ン。1Å程度の高分解能までの回折点が確認
できる(d)得られた電子密度(e)解析された
リゾチウムの分子モデル. Miyatake, H. et 
al. Crystal Growth & Design. 12, 
4466-4477 (2012). より転載。 



その結果、原子レベル分解能の回折点が得ら
れ、本方法が高品質の結晶化に結びつくこと
が示唆された。 
今後の予定としては、新規タンパク質に対し
ても本方法を適用することが可能になるよ
うに、装置全体をダウンサイジングし、小容
量のタンパク質量でも結晶化実験が行える
装置の開発を進めたい。 
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