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1   はじめに 
顆粒球コロニー刺激因子 (G-CSF) は、好中球の分

化・増殖を促進させるタンパク質の一種である。G-
CSF はバイオ医薬品の一種でもあり、がん化学療法

によって起こる好中球減少症の治療薬として用いら

れている。しかし、G-CSF には構造安定性および生

体内安定性が低いという問題がある。バイオ医薬品

の非天然構造の増加は、機能低下や免疫原性増大を

引き起こす。そのため、G-CSF の天然構造を壊さず

に G-CSF を改変し、構造安定化させる必要がある。 
我々は、N 末端と C 末端を結合させるポリペプチ

ド主鎖環状化を用いて、G-CSF を構造安定化させた

ことを報告した[1]。本実験では、作製した環状化

G-CSF の中で最も構造安定化した環状化 G-CSF
（C166）の結晶構造を明らかにすることにより、主

鎖環状化が G-CSF の天然構造と分子内相互作用に変

化を与えたかどうか調べた。 
 

2   実験 
C166 は、末端を共有結合でつなぐためのスプリ

ットインテインを融合した状態で大腸菌 BL21 (DE3) 
中で発現させた。C166 は大腸菌の不溶性画分に発

現した。大腸菌破砕とリフォールディングののち、

三段階のカラム精製を経て C166 のタンパク質溶液

を取得した。精製した C166 の純度は SDS-PAGE お

よび質量分析を用いて確認した。 
C166 の結晶化には 6 mg/mL のタンパク質溶液を

使用した。100 mM 酢酸ナトリウム・三水和物 (pH 
5.2)、 20 mM 六塩化ロジウム（Ⅲ）ナトリウム二水

和物、 27% (w/v) ポリエチレングリコール 1500、お

よび 3% (v/v) (±)-2-メチルペンタジオールの条件下

で結晶化した C166 を結晶構造解析に使用した。 
 

3   結果および考察 
C166 は分解能 1.7 Å で構造決定できた(図 1)。C 末

端の Gly166 と N 末端の Ser1 の結合が電子密度から

確認できた(図 1b) 。ヒト野生型 G-CSF [PDB code: 
2D9Q, chain A] の 4本のヘリックスと重ね合わせた結

果、平均二乗誤差 (RMSDCα) は 0.86 Å であった。

C166 はヒト野生型 G-CSF のヘリックスリッチな構

造を保ったまま、主鎖環状化したことがわかった。 
次に、C166の構造安定化した要因を調べるために、

C166 とヒト野生型 G-CSF [PDB code: 2D9Q, chain A]
との分子内相互作用を比較した。その結果、水素結

合に違いがみられた。C166の環状化末端には、ヒト

野生型 G-CSF にはない二つの水素結合が形成された

ことが分かった（図 1c）。さらに、環状化末端に近

いヘリックス内部の水素結合数も増大していた。こ

れらの水素結合が C166 の構造安定化をもたらした

と考えられる。 

 
図１：C166 (PDB code: 5ZO6) の結晶構造 
(c) の点線（灰色）および矢印（黄色）は水素結合を

示 す 。 C166 の Leu165(CO)–Ser2(NH)お よ び
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Gly166(CO)– Leu3(NH)において、ヒト野生型 G-CSF
にはない新たな主鎖間の水素結合が形成された。 

 
4   まとめ 

G-CSF の主鎖環状化は、主鎖構造に影響を与えず

に水素結合を増大させることによって G-CSF を構造

安定化させた。主鎖環状化による構造安定化は、G-
CSF をはじめとするバイオ医薬品に応用できると期

待される。 
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