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ふらふらな分⼦を⽌めて構造を⾒るタンパク質の「組⽊細⼯」 
−無細胞タンパク質結晶化による天然変性タンパク質迅速構造決定− 
 

【要点】 
○従来法では構造決定が困難な天然変性タンパク質の構造決定に成功。 
○無細胞タンパク質結晶化により、従来より 10 万分の１のスケールと 10 分の１の時間

で⼤規模な迅速構造決定に成功。 
○がんなどのタンパク質―タンパク質相互作⽤が関与する疾患に向けた創薬開発に期待。 
 

【概要】 
東京⼯業⼤学 ⽣命理⼯学院 ⽣命理⼯学系の⼩島摩利⼦⼤学院⽣（現 北海道⼤学博⼠

研究員）と安部聡助教（現 京都府⽴⼤学准教授）、古⽥忠⾂助教、上野隆史教授（兼 東
⼯⼤ 科学技術創成研究院 ⾃律システム材料学研究センター）のグループは理化学研究
所 放射光科学研究センター 平⽥邦⽣専任技師の研究グループと共同で、無細胞タンパ
ク質結晶化（CFPC）法（⽤語 1）を⽤いて、天然変性タンパク質（IDP）（⽤語 2）を細
胞内で⾃発的に結晶化するタンパク質結晶である多⾓体（⽤語 3）に固定化し、「組⽊細
⼯」のように結晶化することで構造決定する技術を開発した。 

IDP は外部環境に応答して動的に構造変化するタンパク質であり、がんなどのさまざ
まな疾患において重要な役割を果たしていることが知られている。IDP の構造を理解す
れば、多くの疾患を克服する創薬が可能となる。しかし、⾼い柔軟性を有する IDP は⼀
般的な⼿法による構造決定がいまだに困難であり、その解決策が求められていた。 

本研究では、CFPC 法により結晶化する安定な⾜場タンパク質である「多⾓体」の最も
適切な領域に IDP で重要とされる配列を融合することにより、その構造決定に成功した。
本研究のポイントは、従来の結晶化⼿法に対して、実験スケールの縮⼩（3 L から 30 µL
へ）・短時間化（3 か⽉から 3 ⽇以内へ）に同時に成功した点である。さらに、分⼦設計
を迅速化するため、Web 公開されているアプリケーションを⽤いた構造解析システムを
確⽴した。本システムを活⽤し、天然の複合体形成により α ヘリックス構造を保持する
IDP である c-Myc（⽤語 4）の重要領域を多⾓体に融合し、⼈⼯的に設計した相互作⽤に
より天然と同様の α ヘリックス構造を形成させることに成功した。この成果は、「これ
まで決定できなかったタンパク質構造を基にした薬剤デザイン」や「ハイスループット性
を活⽤したビッグデータ構築による創薬基盤」へ貢献すると期待される。 

本成果は、⾃然科学分野において最も権威のある学術誌の⼀つである「Proceedings of 
National Academy of Sciences of United States of America（⽶国科学アカデミー紀要）」
のオンライン版で 6 ⽉ 11 ⽇（現地時間）に公開された。 
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●背景 
天然変性タンパク質（IDP）は外部環境に応答し、多様な機能を発揮するタンパク質で

あり、結合パートナーの分⼦構造を反映した⽴体構造変化を⽰す。IDP の構造を安定化
する決定因⼦を原⼦レベルで同定することは、IDP の⽣物学的機能を理解するために重
要である。しかし、IDP は柔軟性が⾼く構造決定が困難であり、構造変化のルールを把握
するための⼗分な構造情報はこれまで蓄積されてこなかった。そこで、研究グループは、
IDP のように難易度の⾼いターゲット分⼦の構造解析を達成するため、⾼品質タンパク
質結晶のモノマーの⼀部をターゲット分⼦に置換した変異体を「組⽊細⼯」のように結晶
化することで、IDP の重要領域の構造決定を試みた（図 1）。当研究グループは、ターゲ
ット分⼦の⾜場として⾼品質ながら迅速かつ⼩規模な合成が可能な細胞内タンパク質結
晶に着⽬し、これまでに昆⾍細胞内で結晶化する細胞内タンパク質結晶「多⾓体」に固定
化した 10 残基タンパク質 CLN025 の構造決定に成功している[1]。さらに、新しい結晶化
⼿法として、無細胞タンパク質発現を⽤いた迅速なタンパク質結晶化⽅法を開発し、これ
を「無細胞タンパク質結晶化（CFPC）法」と名付けた[2]。CFPC 法は、数か⽉の結晶化
スクリーニングを要する従来の in vitro 結晶化を劇的に効率化するため、IDP のような難
易度の⾼いターゲット分⼦の構造決定を実現する結晶設計の最適化スクリーニングへの
適⽤が期待される。 
 

 
 

図 1. タンパク質結晶を「組⽊細⼯」の⾜場に⽤いた構造解析の⼿順 
 



●研究成果 
本研究では、「タンパク質組⽊細⼯」を⽤いた IDP の構造解析に CFPC 法を取り⼊れ

たスクリーニングを導⼊し、がん治療薬の標的 IDP である c-Myc の構造決定を⾏なった
（図 2 上）。c-Myc はパートナータンパク質である MAX と結合してがんを進⾏させる可
能性があり、c-Myc と MAX の結合を阻害する分⼦ががん治療薬の候補となることから、
c-Myc の原⼦レベルの構造情報は重要である。 

まず、昆⾍細胞内で⾃律的に結晶を形成する「多⾓体」を⾜場結晶とし、モノマーの
F12‒N29 と E70‒Y83 中の 11 残基を c-Myc の Y402‒K412（11 残基）に置換した、12 通
りの変異体を設計した（図 2 下）。これらの変異体モデルをシミュレーションソフト Foldit
で作成し、算出された⾃由エネルギーが最も低く安定な分⼦構造が期待される 6 種類の
変異体を選定した後、CFPC 法で合成を試みた。その結果、72 時間、30 µL の反応スケー
ルの結晶化反応で 5 µm サイズの結晶が得られた。 

 

 
図 2. 多⾓体の CFPC スクリーニングを活⽤した c-Myc の構造決定 

 
多⾓体を⾜場として固定化した c-Myc の X 線回折測定を⾏ったところ、1 個の変異体

（c-Myc_1/PhCΔ15‒25）で 1.92 Å の分解能で c-Myc の構造決定に成功した（図 3）。 
結晶構造解析の結果、多⾓体内での c-Myc は、MAX と複合体をつくる際と同様に α

ヘリックス構造を形成していることが分かった。c-Myc の構造は 5 本の疎⽔性相互作⽤
と 2 本の⽔素結合により安定化されており、これらの分⼦間相互作⽤が c-Myc のヘリッ



クス構造の固定に重要な因⼦の候補として絞られた。c-Myc のヘリックスを維持する要
因とこれらの結合の重要性を探るために、天然の MAX との複合体中の構造と詳細な⽐較
を⾏ったところ、E16I と L19V の残基間の 2 ヶ所の疎⽔性相互作⽤が c-Myc の α ヘリ
ックス構造の維持に必須であることが⽰唆された（図 3）。 

 

 
図 3. c-Myc 由来の 11 残基を固定化した多⾓体の結晶構造 

 
 その後、得られた結晶構造のコンピュータシミュレーションをもとに c-Myc の周辺環
境を変化させた結晶を再設計し、同様の結晶化スクリーニングを 4 サイクル繰り返した。 
最終的に 22 個の変異体を作製し、うち⾼分解能の構造解析に成功した 8 個の結晶構造デ
ータをもとに、c-Myc 断⽚をヘリックス構造に固定する重要な分⼦間相互作⽤を明らか
にした。 
 

●今後の展開 
 IDP は⽣物機能の理解や創薬分野での注⽬度が⾼いにもかかわらず、⻑らく構造決定
のためのアプローチが限られていたターゲットである。本研究により開発したスクリー
ニング⼿法は結合パートナーがまだ同定されていない標的 IDP の構造決定にも適⽤可能
である。さらに、迅速スクリーニングによって蓄積された多数の結晶構造は、タンパク質
結晶のデザインライブラリーの構築に利⽤でき、他のタンパク質によって⽀持される IDP



フォールディング機構の解明が加速されると期待される。 
 
●社会的インパクト 
 この迅速 CFPC システムは、多様な IDP における複雑な構造‐機能関係を明らかにす
るための新しいアプローチであり、⽣物学的プロセスにおける IDP の役割について、基
礎科学的な知⾒を与える強⼒なツールとなる。また、社会実装としては、「従来の⽅法で
は構造が決定できないタンパク質の構造決定、その構造をもとにした薬剤デザイン」や
「ハイスループット性を活⽤したビッグデータ構築による創薬基盤」へ貢献すると期待
される。 
 
●付記 

本成果は、国⽴研究開発法⼈科学技術振興機構「A-step 育成型」、「A-step 本格型」事
業（JPMJTR20U1、JPMJTR224A）、⽂部科学省科学研究費助成事業（JP19H02830, 
JP22H00347, JP18H05421, and JP22K19266）、公益財団法⼈サントリー⽣命科学財団
「SUNBOR SCHOLARSHIP」の⽀援によるものである。 
 
【⽤語説明】 
（1） 無細胞タンパク質結晶化（Cell-free protein crystallization; CFPC）法：細胞から抽

出される翻訳機構を利⽤して、抽出溶液内で組換えタンパク質発現を利⽤した結
晶化⽅法。従来の結晶化⼿法と⽐べ、迅速かつ微量での結晶化が可能である。 

（2） 天然変性タンパク質（Intrinsically disordered protein; IDP）：⽣理的条件下で、決
まった⽴体構造を有しないタンパク質。転写や翻訳といった細胞機能やがんなど
のさまざまな疾患においても重要な役割を果たしている。 

（3） 多⾓体（Polyhedra crystal; PhC）：細胞質多⾓体病ウイルスの感染後期に合成され
る多⾓体タンパク質が⾃発的に集合して結晶化した、タンパク質の結晶構造体。
⽔中や有機溶媒中でも溶解しない⾼い安定性を有している。細胞内タンパク質結
晶化反応で、研究対象として最も広く利⽤されているタンパク質結晶の⼀つ。 

（4） c-Myc：がん原因遺伝⼦の産物で、パートナー因⼦である MAX と相互作⽤するこ
とで転写因⼦として機能する（S. K. Nair, et al., Cell, 2003）。タンパク質合成、転
写、細胞周期を促進し、発がんやがん進展に関与する。 
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