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研究成果の概要（和文）：固相ゲル中結晶化法は、凝固したゲル中でタンパク質結晶を育成させる世界で初めてのタン
パク質結晶化法である。本方法の特徴は、タンパク質結晶の有機溶媒に対する耐性を飛躍的に向上させたことにある。
本研究では、従来法では実現できなかった、難水溶性化合物の溶解した高濃度有機溶媒へ、ゲル中結晶を浸漬すること
により、複合体結晶を作製する新規技術開発を行った。その結果、凝固ゲル中ストレプトアビジン結晶とFABP3結晶を
阻害剤が溶けた50%DMSO溶液へ数時間浸漬した後、Ｘ線回折実験によって得られたデータを用いて、構造解析を行った
ところ、活性部位に阻害剤の電子密度をはっきりと観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：X-ray crystallography offers an unprecedented opportunity to facilitate drug 
discovery. The structural information of the protein-ligand complex has the potential to find ways to 
improve the lead compounds. The best way is to determine the three dimensional structure of the complex 
by soaking the ligand in crystals. However, the soaking step has a problem because many lead compounds 
are low water-soluble. Such lead compounds must be dissolved in concentrated organic solvents, such as 
dimethyl sulfoxide (DMSO). We recently developed a new method for growing crystals in a high-strength 
hydrogel. This method enabled us to increase the mechanical stability of the crystals. In this study, we 
transferred the hydrogel-grown avidin/streptavidin or FABP crystals into a 50% DMSO solution containing 
the inhibitors. We observed the clear electron density maps of the compounds that are bound to the active 
sites.

研究分野： 生物学

キーワード： 結晶工学　結晶成長　脂質結合タンパク質　凝固ゲル　創薬スクリーニング　Ｘ線構造解析　脂質　難
水溶性化合物
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の立体構造情報を原子レベル
で得るための最も強力な手段はＸ線構造解
析である。しかし、この研究を行うためには
良質なタンパク質の結晶を育成する必要が
ある。ところが、タンパク質結晶は豆腐のよ
うに脆く、非常に“壊れやすい“。この不安
定性の問題により、短時間で高精度なタンパ
ク質立体構造情報を得る技術は未だに確立
されていない。これは、Ｘ線構造解析に必須
な、結晶の凍結（放射線損傷を回避させるた
め必須）と結晶のマウント操作において、技
術的進展が見られず、現在でも人の手による
不確実な方法によって結晶を取り扱うため、
結晶自体に損傷を与えてしまうからである。
このために、構造解析がなされないままにな
っている重要なタンパク質がいくつも存在
している。 
 申請者は、これらの問題を解決するために、
溶液中で育成させることが常識とされてき
たタンパク質の結晶化実験を、完全に凝固さ
せたハイドロゲル中（固相ゲル中）で育成さ
せる、世界で初めての結晶化技術を開発した。
この技術によって育成したタンパク質結晶
は、結晶の周りに凝固したゲルが存在するた
め、結晶に接触することなく取り出すことが
できる。そのため、結晶に損傷を与えること
なくマウント操作が可能となり、高精度なＸ
線回折データを再現性良く得ることができ
る。実際に、いくつかのタンパク質では
Protein Data Bank に登録されている構造よ
りも高い分解能をもつ高品質結晶を育成す
ることに成功している。本技術の最大の特徴
は、タンパク質結晶の機械的強度の向上を実
現させたことにある（S. Sugiyama, et al., 
“Growth of protein crystals in hydrogels 
prevents osmotic shocks”, J. Am. Chem. 
Soc., 134, 5786–5789, 2012)。その結果とし
て、固相ゲル中タンパク質結晶は、有機溶媒
や乾燥に対して耐性を有すること分かった。 
近年、医薬品開発において新薬創出の成功

率は減少傾向にあり、製薬会社においては開
発期間の短縮とコスト削減が強く望まれて
いる。その解決策の一つとして、タンパク質
の立体構造情報を用いた創薬開発が行われ
ている。具体的には、標的タンパク質と化合
物との複合体のＸ線構造解析から、化合物と
の相互作用メカニズムについて、構造情報を
基に議論し、化合物の親和性および特性を最
適化することで、新規リード化合物を迅速に
見つける手段が利用されている。一般的に、
この複合体結晶の作製には浸漬法が用いら
れる。浸漬法とは、化合物の溶けた溶液中に
リガンドの結合していないフリーのタンパ
ク質結晶を浸すことによって、結晶中に化合
物を拡散させ、標的タンパク質分子と結合さ
せる方法である。しかし、開発初期の新薬候
補化合物の多くは一般的に疎水性が高く、高
濃度の有機溶媒にしか溶けない場合が多い。
ところが、タンパク質結晶は脆くて軟らかい

ため、高濃度有機溶媒中にタンパク質結晶を
浸漬させた場合、ほぼ全ての結晶が浸透圧シ
ョックによる損傷によって崩壊し（図 2）、Ｘ
線構造解析が困難となってしまう。そのため、
現在、化合物との複合体結晶を作製できるの
は、水溶性かつ高親和性の化合物のみに限ら
れている。このような背景から複合体結晶の
作製には新しい技術開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、従来法では実現できなかった、

難水溶性化合物の溶解した高濃度有機溶媒
中へ、固相ゲル中で育成したタンパク質結晶
を浸漬することにより、容易に複合体結晶を
作製できる新規技術開発を目的とする。具体
的には、次の２つの項目の研究開発を行った。 
①多くの化合物と標的タンパク質との複合
体結晶を浸漬法により作製するため、微量の
タンパク質溶液を扱う自動結晶化スクリー
ニング装置に対応した固相ゲル中結晶化法
の開発を行う。 
②難水溶性化合物として、疎水性の高い化合
物を用いる。それらの化合物濃度を変化させ、
高濃度有機溶媒に溶解させた後、そこへ固相
ゲル中結晶を浸漬させることで複合体結晶
を作製する。さらに、Ｘ線回折実験により結
晶学的データと比較検討しながら浸漬方法
（化合物濃度、浸漬時間、有機溶媒濃度など）
を最適化する。 
③最終的に、本技術の特徴を活かし、高濃度
有機溶媒に溶けた種々の難水溶性の脂肪酸
リガンド溶液へ、脂肪酸結合タンパク質
（FABP）の結晶を浸漬し、得られた複合体
結晶を精密に構造解析することで、これまで
未解明であった脂肪酸分子認識の構造基盤
とその生理的役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)固相ゲル中結晶化法 
 膨大な化合物と標的タンパク質との複合
体結晶を作製するためには、微量のタンパク
質溶液を扱う自動結晶化スクリーニング装
置に対応した、高効率な固相ゲル中結晶化法
を開発することが必要である。一方、これま
での固相ゲル中結晶化法は、高粘度ゾル溶液
を取り扱うため、微量（数μL）の容量では
ゾル溶液とタンパク質溶液を均一に混合さ
せることができない。そのため、それぞれの
溶液を 50μLずつ混合した後に、2μLずつ結
晶化プレートに分注していた。この方法では、
多くの時間と労力を必要とし現実的に網羅
的な結晶化スクリーニングは困難である。こ
の問題を解決するために、予め固相ゲルを結
晶化プレートに 2μL ずつ塗布し、そのゲル
上から自動結晶化装置により結晶化溶液（タ
ンパク質溶液と沈殿剤）を滴下した。ゲル中
に結晶化溶液を浸透させることでゲル中に
結晶を晶出させる方法を検討した。本研究で
は 3 種類のタンパク質（Lysozyme, Glucose 
isomerase, streptavidin）を用いた。 



 
(2) 化合物に対する浸漬法 
 固相ゲル中結晶を用いた浸漬技術を確立
するために、モデルタンパク質として２種類
のタンパク質（streptavidin と FABP）を用
いた。難水溶性化合物を溶解させるための溶
媒として、3 種類の有機溶媒（dimethyl 
sulfoxide;DMSO 、 dimethyl formamide 、
ethanol）を用いた。具体的には、難水溶性
化合物を有機溶媒にそれぞれ溶解させた後、
固相ゲル中結晶を浸漬させた。Ｘ線回折実験
（シンクロトロン放射光 SPring-8）により構
造解析を進め、活性部位に結合した化合物の
有無を確認することで本方法を評価した。 
 
(3) 脂肪酸結合タンパク質（FABP）への応用 
 先の開発の応用として、FABP に対して、ほ
ぼ同じ結合親和性をもつ、鎖長の異なる脂肪
酸(C10～C18)を用いて研究を進めた。各種の
脂肪酸分子の結合による構造差異が、タンパ
ク質－脂肪酸複合体の全体構造に与える影
響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 固相ゲル中結晶化法の汎用化 
 アガロース粉末から高温度（90℃～100℃）
で溶解させたアガロースゾル溶液を結晶化
プレートに 2μL ずつ流し込み、室温で 30 分
以上静置して凝固させた。その後、凝固ゲル
の上からタンパク質溶液と結晶化剤を流し
込み、ゲル中にタンパク質と結晶化剤を拡散
させ、結晶を育成させる方法を試みた（図 1）。 

 
 これらの結果、本研究で用いたタンパク質
サンプルにおいて、それらの結晶の大部分が
ゲル中ではなくゲル上で観察された。傾向と
して、分子量の大きなタンパク質サンプルほ
ど、ゲル上で結晶が観察された（図 2）。これ
は、ゲル繊維中への浸透速度がタンパク質の
分子量に依存していることが原因であった。
また、タンパク質溶液と結晶化溶液を混合し
た後にゲル中へ浸透させたため、タンパク質
がゲル中へ十分に拡散する以前に、結晶の核
発生がゲル上で進んだためと考えられた。そ
のための対策として、ゲル中にタンパク質を
十分に浸透させた後、結晶化溶液を添加する
ことで対応した。その結果、結晶の析出時間
が遅くなり、ゲル中にも結晶が観察された。
しかし、この対策方法でも多くの結晶がゲル
上で析出するため、本汎用化法は、まだ多く
の改善を必要とする結果となっている。 
 
 

 
 (2)化合物溶液に対する浸漬技術の確立 

本 実 験 で は 、 2 種 類 の タ ン パ ク 質
（ Streptavidin と FABP ） を 用 い た 。
Streptavidin と FABP に結合する難水溶性化
合物として、それぞれ阻害剤 T-02196 と抗酸
化剤 BHT (dibutylhydroxytoluene)を用いた
（図3）。BHT化合物は水への溶解度が低く(60
μg/100ml)、そのため ITC による分子間相互
作用解析において、アフィニティ―を再現性
良く見積もることが困難であった。しかし、
リポソームにBHTを溶解させることでアフィ
ニティ―を安定して見積もることが可能で
あった。 

 
まず、従来法によりStreptavidin- T-02196

複合体と FABP-BHT 複合体サンプルの作製を
試みた。T-02196 または BHT 化合物の 5～10% 
DMSO含有水溶液をStreptavidin またはFABP
と共に結晶化したところ、T-02196 由来の電
子密度は僅かに確認できたものの、BHT 由来
の電子密度は確認することができなかった。
次に、凝固ゲル中で育成させた Streptavidin
結晶またはアポ型 FABP 結晶を用いて、浸漬
法による難水溶性化合物との複合体結晶の
作製を試みた。具体的には、20mM 化合物を
溶かした 50%DMSO 含有水溶液中に、凝固ゲル
中 FABP 結晶を 3 時間以上浸漬して作成した
複合体結晶を用いて高分解能データ（1.0Å 
または 1.4Å分解能、SPring-8 にて）を収集
した。さらに、それらの回折データを用いて

図 1 固相ゲル中結晶育成の汎用化法 

図 3  T-02196（左）と BHT（右） 

図 2 固相ゲル中結晶化法 
Lysozyme では結晶化条件（3種類）を変え
てもゲル中のみで結晶が観察される。しか
し、Glucose isomerase では、多くがゲル
上で結晶が析出してしまう。 



構造解析を実施したところ、Streptavidin 
または FABP の活性部位に、はっきりと活性
部位内に存在する化合物の電子密度を観察
することに成功した（図 4 と 5）。しかし、2
時間未満の浸漬時間では、どちらの化合物に
おいても電子密度を明確に観察することは
できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 脂質結合タンパク質（FABP）の脂質認識
の構造基盤の解明 
 はじめに、FABP と脂肪酸との複合体は、高
濃度 FABP（10～20 mg/mL）に脂肪酸の粉末を
添加する方法で行った。しかし、その方法で
は複合体を作製することはできなかった。実
際に、結晶構造解析で FABP の活性部位に目
的の脂肪酸の電子密度を観察することは困
難であった。主な原因は、脂肪酸が難水溶性
であるため、結晶化溶液に溶解できていない
ためであると考えられた。しかし、水系溶媒
への脂質の溶解方法は、まだ十分に確立され
ていない。そのため、脂肪酸を溶解させるた
めの溶媒として、DMSO がしばしば用いられる。
高濃度 FABP に 10～20%DMSO に溶解させた 5
～10 mM 脂肪酸を添加することで複合体の作
製を試みたが、この方法でも成功しなかった。
また、この方法では結晶自体を晶出させるこ
とが困難となった。主な原因は、脂肪酸がミ
セルを形成しタンパク質との複合体形成を
阻害したためと考えられる。さらに、高濃度
有機溶媒中では FABP サンプル自体に悪影響
を及ぼしたと推察される。 
 これらの結果から、先で開発した固相ゲル
中結晶の浸漬技術を FABP に適用した。その
結果、FABP の活性部位に結合している飽和脂
肪酸の活性構造を観察することは可能であ
った。しかし、飽和脂肪酸のアルキル鎖は、
トレースすることはできたものの、今回の構
造解析では十分に鮮明な原子レベルの電子
密度を示さなかった。主な原因は、研究開発

項目②で検討した、難水溶性化合物に対する
最適な浸漬条件（化合物濃度、浸漬時間、有
機溶媒濃度など）は、脂質においては、まだ
十分最適な条件ではなかった可能性が高い。
さらに、脂質については、最適な浸漬条件を
検討する前に、脂質の高濃度有機溶媒への最
適な溶解方法を検討しておく必要があると
考えられる。これらは今後の重要な課題とし
たい。 
 
(4) まとめ 
本技術によって、従来法では実現できなか

った難水溶性化合物と標的タンパク質との
複合体結晶を容易に作製できた。一方、脂質
分子と標的タンパク質との複合体結晶の作
製については、まだ検討するべき多くの課題
を残す結果であった。しかし、凝固ゲル中結
晶を用いた浸漬法は、従来、困難であった難
水溶性リガンドの結合構造解明に向けて大
きく道を開いた成果となっている。さらに、
膨大な化合物ライブラリーから新薬候補化
合物を探し出す全く新しい「創薬スクリーニ
ング」への応用へ向けた第一歩になると期待
される。 
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