
構造生物物理研究室

Structural Biophysics Laboratory

主任研究員 宮 野 雅 司
MIYANO, Masashi

構造生物物理研究室では，生体高分子の持つさまざまな機能を，原子レベルでの立体構造か
ら解明することを目的とした研究を行う。この立場はいわゆる構造生物学（Structural Biology）
と呼ばれるものである。具体的には，生体内でのエネルギー変換・生体制御・情報伝達に関連し
た酵素群を主な研究対象とする。また，大型放射光施設 SPring-8において，理研ビームライン
I（構造生物学ビームライン BL45PX）の高度化を担当するとともに，バイオクリスタロミクス
研究として，構造ゲノミクスに対応したタンパク質構造解析のハイスループット化に向けた結晶
化技術の開発，構造ゲノムビームライン（BL26B1&B2）の建設などを行っている。

1. 生体高分子の結晶構造の解明
（1）脂質代謝関連酵素群の機能構造の研究（吾郷，菅原，
浜田（恵）＊1，久永＊2，宮野；西尾，野嶽，浜田（賢）（ハ
イスループットファクトリー））
脂質は生体にとって不可欠な構成要素の 1つである。ア
ルコールと脂質のエステルである単純脂質はエネルギーの
蓄積物質で，ここから必要に応じて切り出される脂質の酸
化的分解は生体活動に必要なエネルギーを安定に供給する。
一方，燐，硫黄，含チッ素塩基あるいは糖等を含んだ脂質分
子は複合脂質と呼ばれ，タンパク質と共に生体膜を構築し
ていると共に，生体内での情報伝達物質である脂質メディ
エーターの材料でもある。このように脂質代謝は生体にとっ
て必須な化学反応であり，その触媒である酵素群の三次元
構造の解明は生体内での脂質代謝の理解に不可欠である。
また脂質が生体の維持に深くかかわっているため，脂質代
謝系酵素の三次元構造は疾病治療薬や抗菌剤開発に重要な
情報をもたらす。
高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8の脂質代謝関連
タンパク質について発現精製条件の検討を進めており，こ
のうち 3-オキソアシル還元酵素，エノイル還元酵素，アシ
ル-CoA 脱水素酵素については三次元構造の決定を完了し
た。また基質複合体の構造決定，酵素活性測定等を行い多
面的な機能構造の解釈を進めている。

2. 生体高分子の結晶中の分子構造と機能の解明
（1）ブラストサイジン Sデアミネース活性化機構の研究
（山本，熊坂，古市＊3，山下＊3；木村，山口（微生物制御研））
イネいもち病防除農薬ブラストサイジン S（BS）のシト
シン核部分を脱アミノ化して不活性化する酵素ブラストサ
イジン Sデアミネース（BSD）について，そのユニークな
基質認識機構を明らかにするため，様々な条件下で酵素基
質複合体について結晶構造解析を行った。ブラストサイジ
ン S基質複合体の構造では，活性中心は各サブユニット間
の境界面で形成されるくぼみの中にあり，BS分子は隣り合
うサブユニットの残基と相互作用しながら，シトシン核で
そのくぼみを埋めるように結合する。活性中心を構成する
亜鉛イオンは，基質非存在下では亜鉛イオンを中心として
3つのシステイン残基と 1つの水分子で正四面体配位構造

をとっている。基質中間体との結合状態では，さらにもう
1分子の水が亜鉛イオンに配位し三角両錐構造に転換され
ていた。BSDの活性発現には，この亜鉛イオンの配位構造
変化が密接に関係すると考えられる。現在，BSDの活性化
に伴う配位構造変化の検証のため，さらなる複合体の解析
を進めている。
（2）プロスタグランジン D2 合成酵素の構造機能相関の
研究（熊坂，山本，神田，井上（豪）＊3，入倉＊3，裏出＊3）
プロスタグランジン（PG）D2 は主要な脳内 PGであり，
ラットやサルへの脳内投与により自然な睡眠を誘発する。
この合成酵素 (PGDS)には，進化的に異なる 2つのタイプ
がある。脳などに存在するリポカリン型と，造血器などに
存在するグルタチオン転移型がそれである。いずれもMAD

法で解析した結晶構造に基づいて，変異体の活性測定など
を行い，機能との相関を調べている。前者の酵素について
は，活性残基のシステインの周囲にあるセリンとスレオニ
ン残基が活性に必須であることが明らかになったほか，基
質認識に必要な残基の特定ができた。また，種々の基質ア
ナログ分子との複合体構造の解明のために構造解析を進め
ている。

3. 構造ゲノミクス対応タンパク質構造解析のハイスルー
プット化技術に関する研究

構造ゲノミクスは，ゲノム解析による膨大な遺伝子情報
の蓄積を受け，遺伝子産物であるタンパク質の立体構造情
報を網羅的に集積することを目標にしている。タンパク質
構造決定の 1つの柱は X線結晶構造解析で，構造はタンパ
ク質の生産，結晶化，X線回折データ収集，構造解析とい
う流れで行われる。さらに構造情報解析によって立体構造
情報が整理，集積される。様々な生物種の多様なタンパク
質を扱う構造ゲノミクスでは，多数の試料を効率よく処理
していくため，各段階での技術開発が必要となる。
（1）全自動タンパク質結晶化システムの開発研究（菅原，
宮野；西尾，野嶽，国島，濱田（賢）（ハイスループットファ
クトリー））
構造ゲノミクスにおいて結晶化はボトルネックの 1つで
あるが，商用結晶化ロボットや結晶化スクリーンキットな
どのタンパク質結晶化技術の進歩を生かして，より多くの
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サンプルをより早く結晶化スクリーニングするため，結晶
化から観察のデータ管理まで含めたハイスループット全自
動結晶化・観察システムの開発を進めている。本年度は，商
用結晶化ロボットを使って，ストラクチュロームから提供
された発現プラスミドを用いて生産した多数の高度好熱菌
由来タンパク質の結晶化を行い，結晶化プロトコールの標
準化，結晶化ドロップ評価基準を設定し，その有効性を確
かめた。この結果を用いて，商用結晶化ロボットをモデル
として，さらに分注精度と分注速度を向上させた独自の結
晶化分注ロボット，結晶化ウェル自動観察装置，2,500枚の
結晶化用プレートと 125枚の結晶化試薬プレート保管棚を
備えたプレートストックユニット，各々の装置間を連携す
るプレート搬送系ロボットからなる全自動結晶化ロボット
を外部企業と開発し，その運用を始めつつある。
（2）構造ゲノムビームラインの研究開発（山本，熊坂，神
田 ＊4，井田 ＊2；上野 ＊5，石川（X線干渉光学研））

SPring-8構造ゲノムビームライン BL26B1&B2では，構
造ゲノミクスのために効率のよい回折強度測定技術の研究
開発を進めている。構造ゲノムビームラインでは，膨大な
凍結結晶サンプルを効率よく取り扱うためサンプルチェン
ジャーを中心とした大量サンプル管理システムの開発を進
めている。大量サンプル管理システムでは，サンプルは保
存用ラックに複数個収納された状態で保存・運搬され，さら
に自動マウントすることで大量サンプルの管理・測定を可
能にする。また，あらかじめ測定された評価用回折イメー
ジの検討結果に従って複数の結晶についてのルーチン化さ
れた自動データ収集を可能とする。回折計には，回折強度
データ収集の効率を最大化するために，高速検出器および
結晶の測定方位を最適化することが可能な κ ゴニオメータ
の設置を進めている。平成 13年度中に大量サンプル管理シ
ステムや自動回折計の開発・製作を終了して，平成 14年度
からの試験運転開始をめざしている。

＊1 基礎科学特別研究員，＊2ジュニア・リサーチ・アソシエ
イト，＊3 共同研究員，＊4 技術研究生，＊5 協力研究員
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