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セロビオヒドロラーゼの熱安定化メカニズム解明を目指した 

宇宙空間での大型結晶化 
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1   はじめに 

糖質加水分解酵素（GH）による糖化反応は、物
理化学的処理よりも少ないエネルギーでバイオマス
から可溶性糖を作り出す手法として期待されている。
これまでの研究では、担子菌 Phanerochaete 

chrysosporium 由来で GH ファミリー6 に属するセロ
ビオヒドロラーゼ PcCel6A の高温活性型変異体Δ
freeCysにおいて、活性中心から離れたシステイン残
基のセリン残基への置換が、高温環境中での酵素の
安定性に影響を及ぼすことを明らかにしてきた[1]。 

そこで、これらのアミノ酸置換変異が酵素の熱安

定性に影響するメカニズムを明らかにするために、

中性子結晶構造解析によって変異酵素内の水素結合

ネットワークを可視化することを着想した。一方、

中性子結晶構造解析を行うためには、通常の X線結

晶構造解析と比較してはるかに大きなタンパク質結

晶の取得が必須となる。 

よって本研究では、タンパク質結晶の成長を妨げ

る対流が起こりにくい宇宙の微小重力下において

PcCel6AΔfreeCys の大型結晶を作製するための工程

を確立し、得られた宇宙結晶を用いて中性子/X 線結

晶構造解析を試みた。 

 

2実験 

PcCel6AΔfreeCysの触媒ドメインを酵母 Pichia 

pastorisを用いた異宿主発現系で生産し、2段のカラ
ム精製を行った。結晶化においては、実験中の空気
酸化による影響が危惧される従来のメチルペンタン
ジオール（MPD）ではなく、酸化耐性のあるポリエ
チレングリコール（PEG）と NaClを用いた結晶化
剤条件を新たに確立した。そして、蒸気拡散法、バ
ッチ法、カウンターディフュージョン（CD）法と
段階的に大型の反応条件へと検討を行い、1回目の

宇宙実験で採用する PEGと NaCl濃度の組み合わせ
を決定した。 

宇宙実験は有人宇宙システム株式会社（JAMSS）
の高品質タンパク質結晶生成サービス（Kirara）を
利用し、重力が微小な国際宇宙ステーション
（ISS）において約 1ヶ月間の結晶化を行った。さ
らに、地上に帰還した結晶をキャピラリから出し、
中性子および X線による回折測定を の大強度陽子
加速器施設（J-PARC）のビームライン BL-03および 

PF のビームライン BL-5Aにて行った。 

2回目の宇宙実験に向けては、宇宙結晶の中性子
回折測定フローを効率化すべく、重水素化した結晶
化剤を用いた条件検討を行った。 

 

3   結果および考察 

Kiraraで用いるCD法では大量のタンパク質試料が
必要となるため、蒸気拡散法によって PcCel6AΔ
freeCysの結晶化条件を広く探索し、バッチ法によっ
て回折に適する形状の結晶が生成する PEG と NaCl

濃度の組み合わせを特定することで、理論的な工程
から宇宙での大型結晶化条件を絞り込むことができ
た（成果 1）。 

ISSでの結晶化では、最大 1.46 mm2×0.3 mm程度
の大型結晶の取得に成功し（図 1）、X 線回折測定
の分解能は常温で 1.71 Å、低温で 1.08 Åと、従来の
MPDを用いて作製した結晶と同程度の品質を有する
ことが確認された。さらに、ISS で作製した結晶へ
中性子線を照射したところ、30分間の測定で 5.22 Å
の目視分解能が得られたが、結晶が半日の間に著し
く劣化してしまったことから、分解能を向上させる
長時間測定の実施は断念した。 

この結晶の劣化は、結晶化用キャピラリから石英

製の中性子測定用キャピラリに結晶を移す過程で、

結晶に負荷がかかることに起因すると考えられた。



そこで、結晶の移し替え作業を不要にするため、中

性子測定に使用できる石英製の結晶化キャピラリを

用意し、測定ノイズの低減を目的に予め重水素置換

した結晶化剤を用いて結晶化条件の検討を行った。

その結果、重水素化結晶は軽水素結晶と同程度の品

質を有しており、キャピラリ中の溶液を吸い出す操

作のみで、宇宙から帰還した結晶への負荷を最小限

に抑えて回折測定を行う手法となり得ることが確認

できた（図 2・3）。 

図１：宇宙実験で得られた結晶 

図 2：溶液を吸い出した石英製キャピラリ 

図 3：石英製キャピラリを用いた X線回折測定 

4   まとめ 

結晶の成長を妨げる対流が起こりにくい宇宙の微

小重力下で大型結晶を作製するための工程を確立し、

中性子回折測定を試みた。宇宙での結晶化の結果、

高品質な大型結晶の取得に成功したが、中性子測定

用キャピラリに移す際の負荷によって結晶が劣化す

ることが判明したため、宇宙結晶の中性子回折測定

フローの効率化に取り組んだ。

今後は、石英製キャピラリ内で実際に大きな重水

素化結晶を作製して中性子/X 線結晶構造解析を完遂

し、熱安定化メカニズムを解明することを目指す。 
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