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Ⅰ SPring-8蛋白質結晶構造解析ビームラインの高度化研究 

Research and Development for SPring-8 Structural Biology Beamlines 

山本雅貴・吾郷日出夫 

Yamamoto, M., Ago, H. 

本研究室では、生体高分子結晶の構造解析の簡便化•迅速化•高精度化、さらに解析対象の拡大を

包含した「あらゆる結晶の全自動構造解析の実現」を目標とし、SPring-8 構造生物学用ビームライ

ンの高度化研究を進めている。具体的には、1µm 集光ビーム（マイクロビーム）の安定運用を世界

に先駆けて実現した SPring-8 のマイクロビームビームライン BL32XU を開発研究のプラットフォ

ームとして、「全自動 X 線回折強度データ収集パイプライン（ZOO）」の高度化を進めている。ZOO

は、結晶試料迅速交換、X 線ビーム位置への結晶センタリング、放射線損傷と測定分解能を考慮し

た最適測定条件設定と回折イメージ収集、さらに複数結晶からの回折イメージ処理までをも統合し

た自動データ収集システムである。従来、不可能であった数ミクロンの大きさの結晶や結晶クラス

ターからのデータ収集などを含め、多様な性状の生体高分子結晶のデータ収集を実現している。こ

のシステムを使った大量の 2〜3 ミクロンの微小結晶からの全自動データ収集・処理による微小結

晶の測定・解析レベルは世界最高水準にあり、X 線結晶構造解析における高難度ターゲットである

微結晶しか与えないタンパク質の構造解析を強力に推し進めている。また ZOO を備えたマイクロ

ビームビームライン BL45XU が SPring-8 に新設され高輝度光科学研究センターによって国内外の

産学の研究者への共用利用に付されている。 

時空間的広がりを持つ分子機能発現過程の多面的構造解析により、機能発現の構造基盤のより深

い理解を目指す相関構造解析研究に向けた技術開発の一環として、タンパク質‐リガンド複合体結

晶の高効率スクリーニング法、反応中間体の構造解析などへの応用が期待される結晶試料の in situ

電子状態分光観察で用いるビームライン組込型顕微分光装置、幅広い温度範囲で結晶内環境を制御

する温湿度制御結晶マウント法（HAG 法）の開発を進めている。また、ZOO を利用したメールイ

ン自動測定やインターネット経由でビームライン機器を操作するリモートアクセス測定など、

SPring-8 の遠隔利用の促進に資する効率的なユーザー利用実験環境を構築する研究開発も行なっ

ている。 

Ⅱ 蛋白質構造解析での新規解析手法の開発 

Research and Development for Protein Structure Analysis Methods 

山本雅貴・吾郷日出夫 
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SPring-8 の超高輝度放射光は、タンパク質微小結晶からの構造解析やタンパク質の機能解明に

向けた構造解析を可能にした。しかし、超高輝度放射光によるタンパク質の放射線損傷は構造解析

にとって最大の障害となっている。そこで、放射線損傷を低減した回折強度測定を可能にするため、

X線ビームの大きさに比べ十分に大きな結晶の上で X線照射位置を変更しつつ X線回折像を収集す

るヘリカルデータ収集法に加え、X 線ビームと相同な大きさの微小結晶を多数交換しながら測定を

行う Serial Synchrotron Crystallography (SSX)、特に大量の微小結晶を凍結固定した大型の結晶

ループを回転しながら走査する Serial Synchrotron ROtation Crystallography (SS-ROX)の技術開

発を進めている。X 線自由電子レーザー施設 SACLA では超高輝度極短パルス X 線を活用し、既存

の放射光を使った構造解析では放射線損傷の影響が無視できないタンパク質について、機能性構造

を反映した無損傷結晶構造が決定できる Serial Femtosecond ROtation Crystallography 

(SF-ROX）を開発するとともに、これらの技術を応用して酵素反応の中間体構造を捉えるためポン

プ‐プローブ法やクライオトラップ法による反応中間体の構造解析にも取組んでいる。 

現在のマイクロビームで扱っているミクロンサイズよりさらに小さな結晶への対応は、構造解析

での一層の対象拡大に貢献する。より小さな結晶の構造解析を目標に、真空中に結晶を設置し X 線

回折像を記録する技術開発を行なっている。真空中で回折実験を行うことでバックグラウンドノイ

ズを抑制し、結晶からの微弱な回折強度の正確な測定が期待できる。 

非晶質の試料について、X 線小角散乱による溶液場でのタンパク質の機能解析や X 線コヒーレン

ト回折イメージング（Coherent X-ray Difraction Imaging：CXDI）、クライオ電子顕微鏡による生

体試料からの単粒子解析の技術開発なども進めている。 
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