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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と応用  
Research and Development for SPring-8 Structural Biology Beamlines 

山本雅貴・吾郷日出夫

Yamamoto, M., Ago, H. 

本プロジェクトと次項Ⅱ「Ｘ線結晶構造解析関連応用技術開発」は、「あらゆる結晶の全自動構造

解析の実現」を目的として行う研究であって、ここで言う全自動構造解析は、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する。

プロジェクトⅠは、SPring-8 構造生物学用ビームラインの高度化研究である。これまでに「全自

動 X 線回折強度データ収集パイプライン（ZOO）」と高輝度光源および高速検出器の相乗効果によ

りビームライン自動運転とＸ線回折強度データの大量取得が可能となった。これを受け、大量に得

られるＸ線回折強度データと構造解析結果の利活用に関する研究開発が始まっている。具体的には、

大量の構造解析結果の閲覧性向上に資する計算機プログラムの開発や、結晶毎の僅かなＸ線回折強

度の違いを指標とした結晶弁別により、結晶内でも見られる構造の多様性を個別に構造解析する試

みである。生体高分子結晶の結晶構造の多様性は、分子機能を背景としている可能性もあり、構造

生命科学への応用も期待される。

全自動構造解析以外にも、X 線損傷を管理した X 線回折実験法の開発高度化研究にも取り組んで

おり、微小結晶を迅速に多数交換しながら測定を行う Serial Synchrotron Crystallography (SSX)
や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)の開発などを進めている。またX線自由電子レーザー（XFEL）
施設である SACLA では、無損傷結晶構造が決定できる超高輝度極短パルス X 線を活用した Serial 
Femtosecond ROtation Crystallography (SF-ROX）の開発と利用支援をおこなっている。これら

とは別に、XFEL の主要な応用対象である常温時分割構造解析を放射光でも実施可能にするための

開発も行っている。

Ⅱ Ｘ線結晶構造解析関連応用技術開発

Develpment of applied technology relating to X-ray protein crystallography 

山本雅貴

Yamamoto, M. 

本プロジェクトは、ビームラインの効果的な運用に資するビームライン周辺技術の開発である。

具体例の一つは、効果的なビームライン運用上に向けた、結晶凍結から回折計に結晶を設置するま
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での自動化技術の開発である。高輝度放射光を用いる現代の X 線結晶構造解析では、X 線損傷抑制

の観点で凍結結晶の利用が基本である一方で、凍結条件の最適化実験や実際の結晶凍結作業の工程

が時間と人的資源の両面で X 線結晶構造解析の律速となっている。これら工程の改善が効率的なビ

ームライン運用につながる。 
結晶凍結の効率化とは異なる発想で、常温測定を前提とした試料準備法の開発も進めている。具

体的には、溶液交換可能なマイクロ流路に多数の結晶を固定し測定試料とする方法、結晶化で用い

た SBS規格の結晶化プレートをそのまま使用する方法などである。前者は、結晶周辺の溶媒交換の

容易さから、多種類の低分子化合物との複合体構造を薬剤候補化合物の構造最適化に利用する創薬

手法での使用が期待される。後者は、結晶に一切手を加えない X 線回折データ収集法であり、例え

ば、環境変化に敏感な結晶の X 線回折強度測定や初期結晶化条件探索での微結晶の検出と X 線回折

データ収集などでの活用が期待される。 
これらとは別に、温度や水素イオン濃度といった試料環境を制御する装置やその使用法（HAG

法）の開発も進めている。時分割構造解析を含む生体高分子構造の環境応答を調べる実験での活用

が進んでいる。またビームライン組込型顕微分光装置などの開発も進めている。結晶試料の in situ
電子状態分光観察による反応中間体の構造解析などへの応用が期待される。また構造研究を進める

上で試料の品質は極めて重要であることからタンパク質の生産精製の高度化に関する研究も行って

いる。 
 
 

Ⅲ タンパク質構造解析の新規手法開発 
Research and Development for Protein Structure Analysis Methods 

 
山本雅貴・吾郷日出夫 

Yamamoto, M., Ago, H. 
 

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

での一層の解析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、真空中に結晶を保持し

X 線回折像を記録する真空回折計の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、極小さな結晶からでも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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１ (国研) 日本医療研究開発機構 生命科学・創薬研究支援基盤事業（令和４年度〜令和８年度） 

  研究課題     生命科学と創薬研究に向けた相関構造解析プラットフォームによる支援と高度化 

研究代表者 山本雅貴 

２ 科学研究費補助金（令和元〜5年度） 新学術領域研究（研究領域提案型） 課題番号：19H05783 
研究領域 高速分子動画法によるタンパク質非平衡状態構造解析と分子制御への応用

領域代表 岩田 想

研究課題 動的構造解析に資する固定ターゲット微小結晶構造解析法の開発

研究代表者 山本雅貴
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