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IIIII宇宙における高品質タンパク質結晶化技術の伝承と可能性 IIIII 
（解説） 

水素原子の可視化を目指したセルラーゼの大型結晶作製 
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Production of Large-volume Cellulase Crystals for Visualization of Hydrogen Atoms 
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Abstract 

Water molecules play important roles in enzymatic reaction especially for hydrolases, which use water as a substrate. 

Neutron crystallography is a powerful tool for visualizing hydrogen atoms to understand protonation states of protein and 

orientation of water molecules, while it requires a large-volume crystal ( >1 mm3 ) compared with X-ray crystallography. To 

overcome the hurdle of crystal volume, a counter diffusion device equipped with 2 mm diameter can be used at the 

microgravity experiments. We report here the crystallization of two cellulases which hydrolyse glycosidic linkages in 

cellulose.  
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1. はじめに 

水分子は生命現象の反応場に常に存在し，溶媒として機

能するだけでなく，直接的に化学反応に関与している．特

に，酵素によって触媒される生体反応において，水分子は

重要な役割を有しており，酵素の機能や性質を理解するた

めに排除して考えることのできない分子であると言える． 

加水分解酵素は水分子を第 2 の基質とし，これを使って

様々な化学結合を分解する酵素群である．あらゆる生物に

分布し，糖や脂質，タンパク質などの分解（もしくは合成）

に関わる酵素であり，古くからその機能や触媒機構につい

て様々な角度から研究が行われてきた．さらに，触媒反応

に水分子が直接関与するという点で，水との関係がより重

要な酵素群であるとも言える． 

X 線結晶構造解析は，一般的な顕微鏡などでは見ること

ができない原子レベルの構造情報を得ることができ，酵素

を含むタンパク質の構造を知るための手法としても最も

広く用いられている．X 線結晶構造解析では，酵素を構成

するアミノ酸の構造情報が得られるだけでなく，基質類似

体（アナログ）などが活性部位に結合する様子を明らかに

することができるため，これまでも本手法によって数多く

の加水分解酵素の構造が解析されてきた．しかしながら，

X 線の回折は電子によって起こるため，炭素や酸素と比較

して電子の数が少ない水素原子に関する情報を得ること

は難しく，さらに電子を持たない水素イオン（プロトン）

を可視化することは，原理上不可能である．つまり X 線結

晶構造解析では，加水分解酵素において触媒に関与するア

ミノ酸のプロトン化状態や，触媒機構を理解する上で重要
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な水分子の配向などの情報を得ることは難しい． 

その一方で水素原子やプロトンを観測することが可能

な手法として中性子結晶構造解析が知られている．本手法

では，X線の代わりに中性子をタンパク質の結晶に照射し，

原子核の状態に依存した回折現象から構造情報を得られ

るため，水素原子やプロトンの位置決定に適しており，中

性子結晶構造解と X 線構造解析を組み合わせることで加

水分解酵素の触媒機構について重要な知見が得られるこ

とが期待される． 

結晶構造解析においては，いかに良質な単結晶を得るか

がボトルネックとなる．特に中性子結晶構造解析において

は，X 線結晶構造解析と比較してはるかに大きな結晶（通

常 1 mm3以上）が必要で，さらに結晶サイズだけでなく十

分な分解能とデータの質を保証できる高品質な結晶を作

成することが求められる．微小重力環境下で結晶化を行う

と，結晶のクラスター化の原因となる過剰な核形成や対流

が抑えられ，不純物の結晶への取り込みが起こりにくくな

るため，宇宙実験はタンパク質結晶の高品質化や大型化に

有利と考えられる．しかしながら，中性子結晶構造解析の

ために必要となる結晶サイズを実現するには，X 線構造解

析を前提に発展してきた既存の結晶化手法とは異なる結

晶化方法やノウハウが必要となる． 

本稿では，多糖の一種でありバイオマスとしての有効活

用が求められているセルロースを加水分解する酵素であ

るセルラーゼに関して，微小重力下における大型結晶作成

のためにこれまで筆者らが行ってきた取り組みについて

紹介したい． 

2. 立体反転型セルラーゼの特殊な反応機構 

セルラーゼは，グルコースがβ-1,4-グルコシド結合した

多糖であるセルロースを加水分解する酵素の総称である．

繊維・製紙産業にも広く利用され，家庭用洗剤にも含まれる

酵素である．セルロース等の多糖やオリゴ糖におけるβ-グリ

コシド結合は非常に安定性が高い結合であるため 1)，このよ

うな強固な結合を加水分解するためにセルラーゼがどのよう

な分子機構を持っているのかは非常に興味深い． 

本稿で取り上げるセルラーゼPcCel45AおよびPcCel6A

は，どちらも担子菌（きのこ）の一種である Phanerochaete 

chrysosporium が，木材を分解して資化する際に生産する

糖質加水分解酵素（Glycoside hydrolase: GH）である．

GH は一般的に反応の前後で糖の立体異性（アノマー）構

造が保たれる「立体保持型」と反転する「立体反転型」に

分類されるが，PcCel45A，PcCel6A 共に立体反転型酵素

である．立体反転型酵素における反応機構では，グリコシ

ド結合にプロトンを供与する一般酸触媒（General acid）

と，水分子からプロトンを引き抜いて求核性を付与する一

般塩基触媒（General base）の働きによって反応が進行す

ると考えられている 2) （Fig. 1）．通常，一般酸触媒・塩

基触媒ともに酸性アミノ酸（アスパラギン酸もしくはグル

タミン酸）が用いられるが，立体反転型酵素の中には，一

般塩基触媒となるはずの酸性アミノ酸が，活性中心の適切

な場所に存在しない酵素が多く報告されてきており，

PcCel45AおよびPcCel6Aはこのような性質をもつ酵素で

ある． 

筆者らのグループでは，最近 PcCel45A の中性子結晶構

造解析を行い，PcCel45A が特殊なプロトン化状態（イミ

ド酸型）のアスパラギンを利用した触媒機構を有すること

を明らかにした 3)．これは，中性子結晶構造解析によって

水素原子を可視化し、加水分解酵素の新たな反応メカニズ

ムを明らかにした例であり，加水分解酵素の反応機構を明

らかにする上で本解析手法の有用性を裏付けるものとな

った．一方で，PcCel6A は特殊な水のネットワークを使っ

た反応機構 4)がこれまで提唱されてきたが，この酵素にお

いても水分子を活性化する一般塩基触媒となるはずの酸

性アミノ酸が存在せず，水の活性化のメカニズムを知るた

めに中性子結晶構造解析が望まれている． 

3. 中性子結晶構造解析と必要な結晶サイズ 

冒頭でも述べたように，中性子結晶構造解析では水素原

子やプロトンの位置情報を得ることができる．これは，X

線の回折が電子との相互作用によって起こるのに対して，

中性子の場合は原子核との相互作用によって回折が起こ

るため，水素原子や重水素原子でも炭素原子や酸素原子と

同等の回折強度が得られることが理由である 5,6)．また，回

折実験に用いられる原子間距離程度の波長が持つエネル

ギーを比較すると，X 線では数 keV であるのに対して中性

子では数十ミリ eV であるため，常温でも結晶に損傷を与

えずにデータ収集できることも特徴の一つである． 

 

Fig. 1 Typical hydrolytic mechanism of inverting 

glycosidase. 
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このような利点を有しているにも関わらず，Protein 

Data Bank（PDB）データベースに登録されている X 線

による構造解析結果が 10 万を越え，さらに爆発的な勢い

で増え続ける中で，中性子結晶構造解析データは 100 程度

であり，タンパク質の種類にすると 50 にも満たないこと

を考えると，中性子を用いたタンパク質の構造解析が未だ

本格化しているとは言い難い．これは，X 線結晶構造解析

ではシンクロトロン放射光施設において高輝度 X 線が利

用できるため，数 µm 角の結晶を用いれば数十分間で完全

なデータセットが得られるのに対して，中性子構造解析の

場合は大規模な施設であっても強度が数桁低く，その弱い

ビーム強度を補うために数 mm3 程度の巨大結晶と数週間

の測定時間が必要となるためである．最新の装置を使用す

ることで中性子結晶構造解析においても 1 mm3 程度の結

晶を用いて数日間照射すればデータ収集することが可能

になっているが，この結晶サイズは依然として X 線で必要

な結晶サイズの 1,000 倍もの大きさであることから，どの

ようにして結晶の大型化を達成するかが課題として残さ

れるのである． 

4. 微小重力下での大型結晶作製ツール SLC 

他の文献で紹介されているように 7,8)，JAXA の微小重力

実験で主に用いられているカウンターディフュージョン

（CD）法では，タンパク質溶液の入ったキャピラリーに

寒天ゲルを充填したシリコンチューブを接続し，これを介

して外部のリザーバー溶液とキャピラリー内のタンパク

質溶液が液液拡散によってゆっくりと混合される仕組み

となっている（Fig. 2A）．現在，宇宙実験には 0.5 mm 径

のキャピラリーが使用されるが，中性子結晶構造解析用の

結晶サイズを得るためにはキャピラリー径が足りないた

め，より径の大きいキャピラリーを使う必要がある．以下

に，微小重力実験で大型結晶を得るために開発された大型結

晶作製ツール SLC（Sealbag Large Cell）の概要を紹介する． 

SLC では宇宙実験に通常用いられるより細い 0.3 ｍｍ

径のキャピラリーを短くし，その先に 2 mm 径の大型キャ

ピラリーが接続された形となっている（Fig. 2B）．寒天ゲ

ルを接続しない反対側は 0.3 mm 径のキャピラリーが接続

され，通常の系と同様に拡散が起こらないようシーリングコ

ンパウンドで密封され，キャピラリー内の液量は約 35 µl と

なる．2 mm径キャピラリーはガラス製のものと石英製のも

のの 2 種類があり、石英製のキャピラリーは直接中性子回折

実験に利用できるように開発されたものである。中性子実験

では通常バックグラウンドの低い石英キャピラリーセルに結

晶を封入して回折実験を行うため，石英製のキャピラリー内

で結晶が得られた場合には溶液を取り除くなどの操作の後，

そのまま回折実験を行うことも可能である． 

5. SLCを用いた結晶化の実際 

5.1 相図に基づく PcCel45A結晶の大型化 

我々は，PcCel45A の結晶成長相図を作製し，最適な条

件を検討することで，シッティングドロップ（SD）−蒸気

拡散（Vapor diffusion: VD）法によって 6 mm3の巨大結

晶を得ることに成功した 9,10)．ここでは，相図を用いたタ

ンパク質結晶の大型化が，CD 法にも有効であることを，

VD 法との違いにも触れながら紹介する． 

VD 法により 3-methyl-1,5-pentandiol（MPD）を沈殿

剤として作製した上述の相図を Fig. 3 に示した．タンパク

質濃度や沈殿剤濃度を網羅的に検討して結晶成長相図を

作製することによって，核形成（Nucleation）が起こる領

域と結晶成長が可能な準安定（Metastable）領域を決定す

ることができる．VD 法の場合，はじめに未飽和

（Undersatulation）領域にあった結晶化溶液が相図上の

右上（高タンパク質濃度−高沈澱剤濃度側）に向かって濃

縮され，Nucleation 領域に達したところで核形成が起こり，

結晶ができる．一方 CD 法では，寒天ゲルを介した液液拡

散によってキャピラリー内の沈殿剤濃度が上昇し，キャピ

ラリー内部が部分的に Nucleation 領域に達する．最終的

にはキャピラリー内もリザーバーと同じ沈殿剤濃度に達

するが，同時にタンパク質もリザーバーに向かって拡散す

るため，タンパク質溶液の濃縮が起こらず，むしろ希釈が

おこることが VD法と大きく異なる点である． 

SLC で結晶化実験を行った際の，キャピラリー内部の推

定濃度変化（点線）と，各条件で得られた結晶を Fig. 3 に

示した．上述のように結晶化が進むと沈殿剤濃度が上昇し

タンパク質濃度は低下すると考えられる．キャピラリー内

の初期 MPD 濃度が 50 %の場合，ゲル及びリザーバーの

 

Fig. 2 Counter diffusion system for usual JAXA 

experiment (A) and Large-volume crystal 

growth (SLC) (B). 
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MPD 濃度が 70 %では結晶が得られなかった（Fig. 3①）

が，リザーバーの MPD 濃度が 75 %では多数の微結晶が得

られた（Fig. 3②）．また，初期 MPD 濃度を 60 %に高め

た条件では，リザーバーの MPD 濃度が 70 %でも結晶が得

られた（Fig. 3③）．CD法では，VD 法にくらべて高い MPD

濃度を用い，さらにキャピラリー内部にあらかじめ沈殿剤

を混合することが，確実な核形成に有効であることが明ら

かとなった． 

このように SLC において PcCel45A の結晶を再現性よ

く安定に得る条件を見出したが，その一方で小さな結晶が

多数得られる結果となり（Fig. 3②③），2 mm 径のキャピ

ラリーが用いられる SLC の利点を生かした大型結晶の生

成には至らなかった．この結果は過剰な核形成が起こって

いることが原因と考えられたため，キャピラリー内の溶液

が一旦 Nucleation 領域に入った後，結晶成長が可能な

Metastable 領域へと移行するような系を設計することに

した．キャピラリー内部のタンパク質溶液とリザーバーと

を隔てている寒天ゲルは，通常は事前にリザーバー溶液に

浸漬して使用する．この浸漬溶液をリザーバーと異なる沈

殿剤濃度とすることで，液液拡散におけるキャピラリー内

の沈殿剤濃度を二段階に変化させることができると考え

られた．そこで，寒天ゲルの浸漬溶液には Nucleation 領

域の MPD 濃度，リザーバーには Metastable 領域の MPD

濃度を用いて検討した．キャピラリー内部とリザーバーを

MPD 濃度 60 %，寒天ゲル浸漬液を MPD 濃度 70 %とし

たところ，過剰な核形成が抑制され，大きな内径を生かし

た大型の結晶取得に成功した（Fig. 3④）．さらに，寒天ゲ

ルと 2 mm径キャピラリーを接続している 0.3 mm径キャ

ピラリーの長さについても検討したところ，3 mm の場合

に比べ，7 mm のキャピラリーを使用した際により再現良

く大型の結晶が得られた． 

上記の実験は，全て地上で行われ，さらにキャピラリー

を横に置いて検討した．しかしながら，キャピラリーを縦

に置いた場合には，結晶がキャピラリーの下部方向に沈ん

でしまって分散しないため，大きく成長することがなかっ

た．微小重力下での結晶化を行う場合，打ち上げの都合上

キャピラリーが縦向きとなる時間ができてしまうため，い

かに SLC を横向きにしたままで微小重力下に持ち込むか

が大型結晶を取得するための鍵となることが分かった． 

5.2 PcCel6Aの結晶化条件の検討 

PcCel6Aについても初期の結晶化条件は SD−VD法を用

いて検討を行い，さらなる分解能の向上と大型化を目指す

ために微小重力実験を行うこととなった．PcCel6A の中性

子構造解析にはまだ成功しておらず，現在も結晶化条件の

検討を進めている段階であるが，前述の PcCel45A との違

いも含めて紹介したい． 

PcCel45A の結果から寒天ゲル内とリザーバーの沈殿剤濃

度を検討することが非常に効果的であったため，PcCel6Aの

結晶化においても同様な検討を試みた．Figure 4に得られた

結晶と結晶化条件を示す．沈殿剤としてはポリエチレング

リコール（PEG）3350 を用いた．寒天ゲル内は PEG濃度

を高く，リザーバーで低く設定することで PcCel45A と同

程度の大きな結晶が得られることが分かった． 

一方で，PcCel6A 結晶は Fig. 4 のように多くの結晶が固

まって成長し，クラスター状の結晶に成長することが問題

であった．このようなクラスター化しやすい傾向は，SLC

を用いた結晶化に限らず，VD 法や 0.5 mm 径のキャピラ

リーを用いた CD法でも同様であった．また，同じ条件で

セットアップしても，微小な結晶が数多く生成する場合と，

全く結晶が得られない場合があり，核形成をコントロール

することが非常に難しいことが明らかとなったため，核形

成を安定に起こすための工夫が必要となった． 

 

Fig. 3 (A) Phase diagram of PcCel45A (B) Crystals 

in each condition of panel A. 
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ミクロシーディング（MS）法は，あらかじめ他で作っ

た結晶をあえて壊し，非常に小さな「かけら」を結晶核と

して利用する手法であり，結晶生成の再現性が悪い場合や

核形成領域から結晶成長領域への移行が難しい場合に有

効な手法である．そこで 0.5 mm 径キャピラリーを用いて

PcCel6A を微小重力下で結晶化するにあたり，MS 法を検

討した（JAXA-PCG#2-2，#2-4）．事前に作製した結晶を

砕いて希釈した種結晶液を，0.5 mm 径キャピラリー内の

タンパク質溶液中に少量加えて結晶化を行った．宇宙実験

および地上実験の結果をそれぞれ Fig. 5A, B に示した．ア

ポ酵素の場合，宇宙実験では地上実験にくらべて結晶の数

が少なく，また運良く結晶の成長方向が軸方向であったた

め 1 mm の長さを越える結晶が得られた（Fig. 5A）．また，

基質との共結晶においては，地上実験では良質な結晶が非

常に少ないのに対して，宇宙実験では良質な結晶が適度な

数生成し，結晶サイズも地上実験に比べて大きかった（Fig. 

5B）．0.5 mm 径キャピラリーの実験は中性子構造解析に

用いるような大型結晶の作製を試みたものではなかった

が，これら微小重力実験で得られた結晶を用いて低損傷か

つ高分解能（0.8–0.85 Å）の X 線回折データセットを取得

することができた．また，ミクロシーディングによって

PcCel6A の結晶化の再現性が大きく改善されたため，SLC

を用いた微小重力下での結晶化にも同手法を適用した

（JAXA-PCG#2-5）．Figure. 5C に微小重力下および地上

で SLC を使って生成した結晶の写真を示す．中性子回折

実験が可能なほどの大型結晶を得ることはできなかった

が，長さ方向が 600 µm ほどの結晶を得ることができ，基

質との共結晶化ではこれまでで最大の結果となった．同じ

条件で結晶化を行った地上実験（Fig. 5C 右）では微結晶

しか得られていないことからもわかるように，微小重力下

では明らかな結晶の大型化が期待できることがわかった．

今後さらに条件を検討し，微小重力下で 2 mm 径のキャピ

ラリーを用いる SLC 利点を生かした大型結晶を取得し，

高品質結晶を用いた中性子回折実験を目指したい． 

6. おわりに 

タンパク質の中性子回折実験を行うことができる施設

は，まだ世界中に数えるほどしか無いが，我が国には 2008

年から一般利用を開始した世界トップクラスの性能を持

つ J-PARC がある．また，数年後にはヨーロッパで新たな

施設が稼働する予定であり，より多くの研究者にとって中

性子結晶構造解析が身近な解析手法となるであろう．この

ように最新の設備を利用できる環境が整いつつある一方

で，上述の通り大型結晶の作製には多大な労力と試行錯誤

が必要とされる．PcCel45A では相図を用いた核形成のコ

ントロールを試み，数%の沈殿剤濃度の違いや寒天ゲル接

続部の長さなど，小さな点まで気を配って条件を最適化す

ることが大型結晶を得るために重要であることが明らか

になった．一方，PcCel6A の結晶化では，核形成のコント

ロールが難しいサンプルであっても，MS 法を用いること

で結晶の品質だけでなく大型化も宇宙実験において優位

性があることを示すことができた． 

 

Fig. 5 Crystallization of PcCel6A in microgravity 

and ground experiments (A) PcCel6A 

(Capillary diameter: 0.5 mm, JAXA-PCG#2-2) 

(B) PcCel6A cocrystallized with ligand 

(Capillary diameter: 0.5 mm, JAXA-PCG#2-4) 

(C) PcCel6A cocrystallized with ligand 

(Capillary diameter: 2 mm, JAXA-PCG#2-5). 

 

Fig. 4 PcCel6A crystals grown in SLC 
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中性子ビームによる結晶へのダメージは X 線の場合と

比べて小さいため，常温での回折実験が一般的である．そ

の場合，微小重力下で得られたモザイク性（mosaicity）

の低い結晶が，回折データの品質向上により大きく貢献す

ると考えられる．微小重力下で生成した結晶を用いた中性

子構造解析は未だ例が少なく 11)，さらなる検討が必要であ

るが，SLC のようなツールや結晶化手法の改善により，こ

れまでにない高品質な中性子構造解析を実現したい． 
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