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1   はじめに 
タンパク質の結晶構造解析では良質の結晶が必須

だが、結晶化条件を見つけるためには数多くの条件

を試す必要があるため、結晶化が一番のボトルネッ

クになっている。空隙の大きい結晶格子を作りその

内部に構造解析したい分子をうまく結合させること

が出来れば、結晶化条件探索の困難を解消すること

が出来る。このアイデアは低分子化合物においては

“結晶スポンジ法”ですでに実現されている[1]が、

分子量の大きいタンパク質では困難であった。 
克服すべき課題は、(1)タンパク質が入る十分な大

きさの格子が必要、(2)構造解析したいタンパク質を

高い占有率で格子内に結合させること、の２点であ

るが、溶媒領域の大きな結晶を作るタンパク質に、

遺伝子工学により融合させればこれを達成すること

が出来る。私が以前構造解析した R1EN は内径 110
Åのハニカム構造の結晶格子で[2]、これを利用して

融合させたタンパク質の結晶構造解析が可能かどう

か試みた[3]。 
 

2   結果と考察 
R1EN 結晶格子の空隙には理論上 21kDa 程度まで

のタンパク質を融合させることが出来る。融合させ
るモデルタンパク質としてユビキチンを用いた。
R1EN のコア部分からリンカーの長さを３，５，７，
１１残基のコンストラクト（それぞれ R1EN223-Ub, 
R1EN225-Ub, R1EN227-Ub, R1EN231-Ub）を作製し、これ
にユビキチンを融合させた。それぞれのタンパク質
を精製し、R1EN 単独の場合と同じ結晶化条件で結
晶化を試みたが、結晶は得られなかった。そこでま
ず R1EN 単独の結晶を作り、これを種結晶としてミ
クロシーディングを行ったところ、外見が R1EN 単
独と全く同じ結晶が成長した。 
これらの結晶を Photon Factory (AR-NE3A)または

SPring-8 (BL44XU)でＸ線を照射し、R1EN223-Ub は
1.7Å、R1EN225-Ub、R1EN227-Ub、R1EN231-Ub は 2.4Å
までの回折データを取得した。単位胞、空間群の値
は R1EN 単独の結晶と同一であった。R1EN 構造を
用いた分子置換で処理したところ、R1EN223-Ub、
R1EN225-Ub、R1EN227-Ub はユビキチンの電子密度が
確認できたが、R1EN231-Ub は見えなかった。これは
リンカーが長くユビキチンの可動域が大きくなった
ためと考えられる。また、R1EN223-Ub はユビキチン

の電子密度が１分子(Ub1)見えたが、R1EN225-Ub、
R1EN227-Ub は２分子(Ub1&Ub2)見えた。これは、空
隙内にユビキチンが結合しうる場所が２か所あり、
リンカーが短い場合は片方にしか届かないためと考
えられた。これらのユビキチンの構造は、既に報告
されているものと比較して、ほとんど同じ（Ｃα の
RMSD：≦0.53Å）であり、この手法の有用性が示
された。R1EN の分子置換だけでユビキチンの構造
が得られるか試したところ、R1EN223-Ub のデータで
buccaneer を用いて 90%以上の残基を正しくモデリン
グ出来た。 
結晶中のユビキチンの相互作用を詳しく見ると、

α1 の部分でお互いが衝突しているように見えた。

R1EN225-Ub、R1EN227-Ub から推察すると、4 分子の

R1EN-Ub が１つのユニットを形成しており、Ub1 と

Ub2 それぞれ 2 分子ずつの構造を取っていると考え

られる。ハニカムの c 軸に沿った柱はそれぞれ独立

であるため、それらが混ざった状態で衝突している

ように見えていると考えられる。 
また、R1EN のＮ末端とユビキチンが相互作用し

ていたが、このＮ末端は R1EN 単独構造ではディス

オーダーしていた領域であり、ユビキチンとの相互

作用で構造が固定された事がわかる。 
 

 
 
図１：R1EN 単独（左）と R1EN-Ub の結晶格子 

R1EN223-Ub （中央）と、 R1EN225-Ub 、 R1EN227-Ub
（右）を示す。 
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図２：ユビキチンの相互作用 

 
(a) R1EN223-Ub では、ユビキチン同士の相互作用面が

2 箇所（Ａ，Ｂ）見られたが、Ａは衝突している。

(b) R1ENＮ末端とユビキチンの相互作用。 (c) 
R1EN225-Ub、R1EN227-Ub ではもう一つのユビキチン

分子（緑）が見られた。(d)  R1EN-Ub は図のような

4 分子で一つのユニットを形成していると考えられ

る。 
 

4   まとめ 
多孔性結晶を作る R1EN にユビキチンを融合させ

て、結晶格子や結晶化条件がそのままで、ユビキチ

ンを空隙に配置させることに成功した。さらに、Ｘ

線データを取り、ユビキチンの構造解析にも成功し

た。分子量の上限や、衝突した電子密度が見えてし

まう問題点はあるものの、この手法はこれまで結晶

を得ることが難しかったタンパク質の構造解析を推

進すると期待される。 
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